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RESUMO

Santos, Raquel Rezende. Cultivo Ciclico em Duas Etapas: uma estratégia visando a utilizagéo
de vinhaca e CO> para obtengéo de biomassa microalgal. Rio de Janeiro, 2017. Tese (Doutorado
em Ciéncias de Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) - Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro 2017.

Com a perspectiva de aumento substancial da producéo de vinhaca e CO», e tendo em vista 0
controle sobre a disposicao desses residuos, faz-se necessaria a busca por tecnologias que visam
redirecionar 0S mesmos para outros processos industriais de modo a agregar valor econémico.
Nesse sentido, o uso de vinhaca como substrato no cultivo microalgal tem se mostrado uma
alternativa promissora, uma vez que possibilita a biofixacdo de CO2 durante o processo de
fotossintese proporcionando a obtencdo de biomassa rica em biomoléculas de interesse
comercial. Assim, o presente trabalho teve como objetivo averiguar a possibilidade de produzir
biomassa microalgal na presenca de vinhaca de cana-de-agucar. Inicialmente, foi acompanhado
o crescimento celular de Chlorella vulgaris e Spirulina maxima sob condicdes heterotréfica,
mixotrofica e autotrofica em meio de cultura suplementado com vinhaca. Sendo S. maxima
mais propicia ao tratamento de vinhaca, o Cultivo Ciclico em Duas Etapas empregando
condicdo autotréfica durante a fase clara do fotoperiodo (12 h) e condi¢éo heterotrofica durante
a fase escura (12 h) foi definido como a estratégia mais promissora visando o tratamento de
vinhaca, o consumo de CO> e a produgéo de biomassa. Sob condigéo heterotrofica, a injegdo
fracionada de vinhaga minimiza a inibi¢do por substrato. J& na fase autotrofica, a assimilagédo
de CO; foi determinada pelos niveis de carbono inorganico dissolvido, pela concentracdo
celular e pela taxa de crescimento. Por fim, a otimizacdo das concentragcdes de carbono
demonstrou maxima taxa especifica de crescimento em cultivo utilizando entre 3-4,5% v/v de
vinhaca e 6,81 g.L™! de NaHCO3. Sob essas condicdes foram obtidas taxas de crescimento entre
1,18-1,62 d* e 151,9 mg.L1.d? de maxima produtividade em biomassa com 72,2% de teor
proteico. O consumo da matéria organica presente na vinhaca foi observado pela reducdo de

67% da demanda quimica de oxigénio.

Palavras-chave: Microalga, Vinhaca de cana-de-acucar, Carbono inorganico dissolvido,

Cultivo Ciclico em Duas Etapas.



ABSTRACT

Santos, Raquel Rezende. Cyclic Two-Stage Cultivation: a strategy aiming the use of vinasse
and CO; to obtain microalgal biomass. Rio de Janeiro, 2017. Tese (Doutorado em Ciéncias de
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) - Escola de Quimica, Universidade Federal
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro 2017.

Given the substantial increase of the vinasse and CO. production, and in view of the increased
control over disposal of these residues, it is necessary to search for technologies that aim to
redirect them to other industrial processes aiming at adding economic value. In this sense, use
of vinasse as substrate in microalgae cultivation has been shown to be a promising alternative,
as it enables CO: biofixation during photosynthesis process providing biomass rich in
biomolecules of commercial interest. Therefore, the present work investigated the possibility
to produce microalgae biomass in the presence of sugarcane vinasse. Initially, the cellular
growth of Chlorella vulgaris and Spirulina maxima under heterotrophic, mixotrophic and
autotrophic conditions at culture media supplemented with vinasse was monitored, being S.
maxima more propitious to vinasse treatment and used thereafter. Cyclic Two-Stage Cultivation
with autotrophic condition during light phase of the photoperiod (12 h) and heterotrophic
condition during dark phase (12 h) was defined as promising strategy for vinasse treatment,
CO2 consumption and biomass production. Under heterotrophic condition, fractional injection
of vinasse minimized inhibition by substrate. In the autotrophic phase, CO; assimilation was
determined by dissolved inorganic carbon levels, cellular concentration and growth rate. Lastly,
optimization of carbon concentration demonstrated maximum specific growth rate using
between 3-4.5% v/v vinasse and 6.81 g.L™t NaHCOs3, These conditions resulted in growth rate
between 1.18-1.62 d! and maximum biomass productivity of 151.9 mg.L*.d? with 72.2% of
protein content. Organic matter consumption into the vinasse was observed by 67% reduction

in Chemical Oxygen Demand.

Keywords: Microalgae, Sugarcane vinasse, Dissolved inorganic carbon, Cyclic Two-stage

cultivation.
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CAPITULO 1
Introdugéo & Objetivos

1.1  INTRODUCAO

Microalgas sdo seres fotossintetizantes que envolvem uma enorme diversidade de
formas e funcBes ecoldgicas. Esse grupo inclui organismos unicelulares, multicelulares,
procarioticos e eucarioticos com uma variedade de classes definidas pelo ciclo de vida, tipo de
pigmento e estrutura celular (BRENNAN & OWENDE, 2010). Entre algumas caracteristicas
relevantes das microalgas € possivel citar a capacidade de biofixar CO2 reduzindo emissGes
(CHISTI, 2007), a possibilidade de tratar diversos tipos de efluentes (PIRES et al., 2013) e a
producdo de diferentes biomoléculas de interesse comercial (BOROWITZKA et al., 2013).

De modo geral, 0 aumento da demanda de produtos obtidos a partir das microalgas deve-
se, principalmente, ao fato de apresentarem em sua composi¢do acidos graxos poli-insaturados,
aminoéacidos essenciais, corantes naturais e compostos imunologicamente ativos, entre outros.
Empresas de producdo de compostos de microalgas vém desenvolvendo novos sistemas de
producdo de biomassa e utilizacdo desses biocompostos em produtos diferenciados. Diversas
espécies tém sido aplicadas mundialmente na alimentacdo humana e animal, assim como na
obtencdo de aditivos empregados nas industrias farmacéutica e cosmecéutica (PULZ &
GROSS, 2004).

No Brasil, a obtencdo do bioetanol de primeira geracao ocorre principalmente a partir
da sacarose do caldo de cana-de-acucar. De acordo com o ultimo relatorio publicado pela Uniéo
da Industria de Cana-de-Acucar (UNICA), a producéo de cana-de-actcar no Brasil acumulada
de 1° de abril até 16 de dezembro de 2016 totalizou 588,85 milhdes de toneladas. Do total
colhido, foram produzidos 24,74 bilhGes de litros de bioetanol. O pais tem se destacado como
0 maior produtor de cana-de-acucar do mundo, sendo também o segundo produtor mundial de
bioetanol (UNICA, 2016). Entre os residuos gerados na producdo de bioetanol estd o COs,
proveniente do processo de fermentacdo, e a vinhaga, produto da destilacdo para recuperacéo
do alcool (BONASSA et al., 2015).

A producéo de 1 L de bioetanol gera cerca de 0,75 kg de CO: de alta pureza, saturado
em agua (XU et al., 2010). Esse CO> capturado nas dornas de fermentagéo pode ser direcionado
para diversas aplicagfes industriais, tais como a produgdo de bebidas carbonatadas e o
congelamento durante processamento, acondicionamento, transporte e armazenamento de

alimentos; sintese de produtos quimicos, biocombustiveis e polimeros (ELMEKAWY et al.,
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2016); e a biofixacdo através do processo de fotossintese em cultivo microalgal (CHISTI,
2007).

A vinhaca, por sua vez, é caracterizada como efluente de destilaria e pode apresentar
alto poder poluente decorrente da sua riqueza em matéria organica, baixo pH e elevada
corrosividade. O descarte apropriado da vinhaga tem sido um desafio para a industria alcooleira.
Quando langado em ambientes aquaticos, a vinhaca é capaz de destruir a fauna e flora aquaticas,
além de inviabilizar o0 uso desses possiveis mananciais no abastecimento de agua potavel
(LAIME et al., 2011). A fertirrigacdo pode acarretar a salinizacdo do solo, bem como a
lixiviacdo de metais e nutrientes para aguas superficiais e subterraneas (CHRISTOFOLETTI et
al., 2013). Embora a fertirrigagdo seja um cenario soélido na industria alcooleira, o volume de
vinhaca tem sido crescente (1 L de bioetanol gera entre 9-14 L de vinhaca) limitando o seu uso
indiscriminado em canaviais (NITAYAVARDHANA & KHANAL, 2010).

Uma via alternativa a destinagdo da vinhaga é 0 seu uso como substrato em processos
microbianos, como em fermentacgéo via fungos filamentosos. A acdo microbiana resulta na
diminuicdo de demanda bioguimica de oxigénio e, por conseguinte, na reducdo do poder
poluidor do residuo. A ceélula fangica utilizada no processo é selecionada e cultivada para
diversos fins industriais como a obtencdo de proteinas (NITAYAVARDHANA & KHANAL,
2010). Embora a vinhaca também tenha potencial como substrato no cultivo de microrganismos
fotossintetizantes, poucos séo os relatos do seu uso para cultivo microalgal.

Apesar do alto teor energético, na préatica, a vinhaca ainda tem um valor econémico
negativo assim como o CO, tem um impacto adverso sobre 0 meio ambiente. Nesse sentido,
torna-se importante a aplicacdo do conceito de biorrefinaria, no qual ocorre a integracdo de
diversos processos de conversdo de biomassa. Dessa forma, os residuos da industria de
bioetanol podem ser redirecionados na implementacdo de novas tecnologias com valor

agregado, como no caso do cultivo microalgal.
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1.2 OBJETIVOS E ESTRUTURA DO TRABALHO

A pesquisa teve por objetivo avaliar a possibilidade de produzir biomassa microalgal na
presenca de vinhaca de cana-de-acucar e suprimento de CO», visando o tratamento desses
residuos e a obtencdo de biomoléculas de interesse comercial.

Os objetivos especificos foram:

(i) escolher a microalga mixotréfica mais propicia ao consumo da matéria organica e,

consequentemente, ao tratamento de vinhaga;

(ii) definir a estratégia de cultivo mais promissora visando o crescimento celular, o

uso de vinhaca e o consumo de COg;

(ii1) otimizar as condicdes de cultivo visando a produgdo de biomassa.

O trabalho esta estruturado em quatro capitulos, conclusdes e recomendacoes,
referéncias bibliograficas e trés apéndices. No capitulo 2, a pesquisa é contextualizada dentro
do atual estado da arte. O capitulo 3 apresenta a metodologia utilizada no desenvolvimento da
pesquisa e o capitulo 4 retine os resultados obtidos com suas respectivas discussées. O apéndice
apresenta a (i) legislacdo que trata da destinacdo da vinhaca; (ii) figuras e tabelas

complementares aos resultados; (iii) artigos completos publicados em periddicos.
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CAPITULO 2
Contextualizagdo & Estado da arte

21  MICROALGAS

Microalgas séo organismos fotossintetizantes que crescem rapidamente e em diferentes
condi¢des ambientais devido a sua simples estrutura celular. Conhecidas como uma das formas
de vida mais antigas do planeta, esses microrganismos envolvem uma enorme diversidade de
formas e funcgdes ecoldgicas (MATA et al., 2010). A defini¢do de microalgas inclui organismos
unicelulares, multicelulares, procariéticos (cianobactérias) e eucarioticos com uma variedade
de classes definidas pelo ciclo de vida, tipo de pigmento e estrutura celular (figura 1)
(BRENNAN & OWENDE, 2010).

Enqguanto as cianobactérias sdo haploides e apresentam reproducao assexuada por meio
da fissdo binaria ou fragmentacéo do filamento, as microalgas eucaridticas podem ser haploides
ou diploides com duas ou até trés fases durante o ciclo de vida. Sdo descritos como habitat
natural das microalgas 0s oceanos abertos, as costas rochosas e 0 meio aquatico de agua doce
como rios, lagos, valas e lagoas. Podem viver de forma livre ou em simbiose mutualista em
habitat com uma ampla faixa de temperatura, pH e salinidade (RAVEN & GIORDANO, 2014).

As microalgas eucarioticas sdo dotadas de cloroplastos constituidos de camadas de
membranas internas, os tilacoides, onde ocorrem as principais reacdes bioquimicas da
fotossintese e de uma matriz amorfa, o estroma. Semelhante as mitocéndrias, os cloroplastos
possuem dupla membrana, sendo a membrana externa pouco seletiva a passagem de solutos e
a membrana interna bastante seletiva. Sem cloroplasto, as cianobactérias possuem uma série de
membranas tilacoidais no citoplasma oriundas de protrusdes da membrana citoplasmatica. Uma
grande variedade de pigmentos fotossintetizantes pode ser encontrada nas microalgas. Além do
pigmento primario, chl a, é possivel encontrar pigmentos acessorios como chl b, chl c,
carotenos, xantofilas e ficobiliproteinas (LEA-SMITH et al., 2016). Outras moléculas como chl
d e chl f também ja foram descritas em cianobactérias atuando como pigmento primario e
acessorio, respectivamente (ALLAKHVERDIEYV et al., 2016).

Embora o crescimento fotoautotrofico, utilizando luz como fonte de energia quimica e
CO2 como fonte inorganica de carbono, seja dominante, algumas espécies de microalgas podem
adotar o metabolismo heterotrofico, utilizando um composto organico como Unica fonte de
energia, ou mixotréfico, utilizando luz como fonte de energia quimica além de compostos

organicos como fonte de carbono. Muitas espécies sdo capazes de alterar o metabolismo de
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acordo com as condi¢des ambientais. A disponibilidade de carbono e luz sdo fatores limitantes
para definir o tipo de metabolismo (RYM et al., 2010).

Entre algumas caracteristicas relevantes das microalgas € possivel citar: (i) capacidade
de utilizar CO2 contribuindo para mitigagdo do efeito estufa (CHISTI, 2007; ARAUJO et al.,
2015); (ii) eficiente remocgédo de compostos organicos, nutrientes inorganicos, metais pesados e
coloracdo em &guas residuais possibilitando o tratamento de diversos tipos de efluentes (PIRES
et al., 2013); (iii) elevadas taxas fotossintéticas acarretando alta produtividade em biomassa
(COUTINHO & BOMTEMPO, 2011; FRANCO et al., 2012); (iv) producdo de diferentes
biomoléculas de interesse comercial (SPOLAORE et al., 2006; BOROWITZKA, 2013 ); (v)
processamento complementar da biomassa residual para a obtencdo de energia (PITTMAN et
al., 2011) ou outros produtos como biofertilizante (GUPTA et al., 2013).
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Figura 1. Diversidade microalgal. Fonte: UTEX The Cultura Colletion of Algae, 2015.

2.1.1 FOTOSSINTESE

O conjunto de reagdes resultando na converséo de luz solar em compostos ricos em
energia € denominado fotossintese. Existem complexos de multiplas subunidades e uma

variedade de enzimas localizados nos tilacdides de microalgas para realizarem o processo de
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fotossintese. O primeiro evento necessario é a absorgao de fotons pelos pigmentos, no complexo
antena dos tilacdides. A antena distal, contendo pigmentos acessorios como carotenoides,
ficoeritrina, ficocianina, chl a, chl b e chl ¢, absorve a energia luminosa em menor comprimento
de onda e a transfere para a antena proximal, que contém chl a (GABDULKHAKOV &
DONTSOVA, 2013).

Na antena proximal, a energia é transferida na forma de éxcitons até o centro de reacdo
do fotossistema Il (FS 1) resultando na excitacdo da molécula de clorofila e ejecao de elétrons
para aceptores primarios, iniciando o transporte de elétrons através da cadeia de componentes
redox. Ainda que a energia seja absorvida e transferida com alta eficiéncia pelas antenas,
sempre ocorrem pequenas perdas, seja através de eventos radiativos (e.g., fluorescéncia,
fosforescéncia) ou ndo radiativos (e.g., calor). A dissipacdo de energia tem relacdo inversa com
a taxa fotossintética e pode ser usada como diagndstico da integridade e acoplamento do
processo de fotossintese (RUBIO et al., 2003).

O cerne do FS 1l é constituido por duas grandes subunidades de proteinas homdlogas,
D1 e D2, as quais apresentam principalmente a configuracdo a-hélice. Associadas a proteina
D1 encontram-se moléculas de clorofila (chl ap1), de feofitina (Pheop:) e a plastoquinona A
(Qn); enquanto a proteina D2 mantém sua estrutura ligada aos homélogos chl apz, Pheop: € Qg.
Cada uma dessas moléculas, incluindo as proteinas D1 e D2, também interage com moléculas
de carotenoides (GABDULKHAKOQOV & DONTSOVA, 2013).

O complexo central do FS Il é cercado por outras subunidades proteicas (e.g., CP47,
CP43), lipidios e ions. Durante o funcionamento do FS IlI, mecanismos de defesa sdo
desenvolvidos para impedir que a foto-oxidacdo induzida pelo excesso de energia luminosa
afete diretamente a proteina D1 na cadeia transportadora de elétrons (NICKELSEN &
RENGSTL, 2013). A figura 2 ilustra as principais diferencas do complexo central do FS 11 em
cianobactérias e microalgas eucariéticas.

Ainda no FS I, a plastoquinona reduzida (QgH2) difunde-se até o complexo citocromo
(cit) be/f, onde € oxidada e desprotonada, e os elétrons séo transferidos até a plastocianina (PC)
ou Cit css3 via cit be/f. Assim, duas QgH2 sdo oxidadas liberando duas Qg, dois elétrons da PC
ou do cit css3 € quatro protons no Iumen do tilacoide. No FS I, os elétrons séo transferidos
através de aglomerados ferro-enxofre para a ferrodoxina seguindo para ferrodoxina-NADP*
redutase que reduz NADP* a NADPH. Dois elétrons sdo necessarios para produzir uma
molécula NADPH e o gradiente de protons é utilizado para produzir ATP via ATPase
(ALLAKHVERDIEV et al., 2016).
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Figura 2. Estrutura do fotossistema Il em cianobactérias e microalgas eucaridticas. Heterodimeros D1/D2
cercados por outras subunidades citocromos. Fonte: NICKELSEN & RENGSTL, 2013.

O transporte de elétrons que ocorre entre os FS Il e FS | levando a sintese de ATP é
conhecido como fotofosforilacdo nao-ciclica. Alternativamente, os elétrons oriundos do FS |
podem fluir através da ferrodoxina para o cit be/f e deste novamente para o FS I. Esse processo
conhecido como fotofosforilagdo ciclica também resulta na formacdo de um gradiente de
protons e producédo de ATP, contudo, ndo reduz NADP™. Diferentes rotas de transporte ciclico
ja foram propostas para cianobactérias e a razdo de protons para sintese de uma molécula de
ATP pode variar entre as espécies (ALLAKHVERDIEV et al., 2016).

A energia luminosa absorvida e armazenada na fase fotofisica é utilizada para realizagédo
de inimeras reagBes bioquimicas na fase fotoquimica. Na fotossintese oxigénica, a foto-
oxidacdo da &gua é o maior doador de elétrons durante a fase fotoquimica. Nesse caso, 0s
elétrons sao transferidos até o complexo central do FS Il via residuos de tirosina. Assim, duas
moléculas de a4gua sdo oxidadas liberando uma molécula de O, e uma molécula de agua foto-
oxidada é capaz de reduzir uma molécula de NADPH (ALLAKHVERDIEV et al., 2016). A
figura 3 ilustra a transferéncia de elétrons na membrana tilacoide de cianobactérias.

Tanto NADPH como ATP sdo utilizados durante a fase fotoquimica para fixagdo de CO>
através do ciclo de Calvin. Na primeira etapa do ciclo de Calvin, a ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase (RubisCO) catalisa a carboxilacéo de ribulose-1,5-bifosfato (RuBP), via
adicdo de COy, levando a formacdo de duas moléculas de &cido 3-fosfoglicérico (APG). Em
seguida, o APG ¢ fosforilado e reduzido a um intermediario-chave da glicdlise, o gliceraldeido
3-fosfato (G3P) que via reversdo das etapas iniciais da glicélise pode ser convertido em
carboidrato e utilizado na biossintese celular (RAE et al., 2013).

Parte da molécula G3P segue o ciclo dos acidos tricarboxilicos sendo convertida na
molécula de piruvato, o qual na presenca da coenzima A é transformado em acetil-CoA. Durante
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esse processo ocorre a sintese de aminoacidos usados como precursores de inimeras proteinas.
A formacdo de Malonil-CoA a partir da molécula de acetil-CoA permite o alongamento da
cadeia de &cido graxo que em ciclo continuo permite a sintese de lipidios. A sintese de
biomoléculas esta envolvida com uma serie de reac6es bioquimicas originando a formacéo de
lipidios, vitaminas, pigmentos, compostos fendlicos, solutos

carboidratos, proteinas,

compativeis e antimicrobianos, entre outros (LV et al., 2010).
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Figura 3. Transferéncia de elétrons e constituintes redox dos fotossistemas Il e | em cianobactérias. Fonte:
ALLAKHVERDIEV et al., 2016.

Para que a RubisCO promova a incorporacgéo de seis moléculas de CO», por exemplo,
h& a necessidade de seis moléculas de RuBP que atuam como aceptoras. Essa reacdo leva a
formacéo de doze moléculas de APG, as quais atuam como esqueleto de carbono na formacao
de seis novas moléculas de RuBP e de uma molécula de hexose, utilizada na biossintese celular.
Uma serie complexa de rearranjos origina as seis moléculas de ribulose 5-fosfato (Ru-5P), a
partir das quais as seis RuBP serdo geradas. A Ultima etapa dessa regeneracdo corresponde a
fosforilagdo da Ru-5P catalisada pela enzima fosforibuloquinase. Assim como a RubisCO, essa
enzima também é exclusiva do ciclo de Calvin (RAE et al., 2013).

A RubisCO exerce funcéo tanto de carboxilacdo na fotossintese como de oxigenacao na
fotorrespiracdo. Sob condicéo aerdbia, O2 e CO2 competem pelo mesmo sitio ativo o que faz
com que 0 excesso de O2 promova inibigdo da fotossintese e aumento da fotorrespiragéo.
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Localizada no pirenoide, regido no estroma do cloroplasto, essa enzima € ativa apenas em meio
alcalino associado a elevadas concentra¢des de ion magnésio. Em cianobactérias, a RubisCO é

encapsulada em microcompartimentos proteicos, os carboxissomas (MORONEY et al., 2013).

2.1.2 CULTIVO E PRODUCAO DE BIOMASSA

A escolha do método de cultivo e producdo de biomassa microalgal ¢ de suma
importancia para a viabilidade da cadeia produtiva de microalgas, sendo necesséria a busca por
um ponto 6timo entre o custo de implantacdo/operacdo, produtividade em biomassa e 0
rendimento de biomoléculas especificas. De modo geral, o cultivo microalgal pode ser
desenvolvido em sistemas abertos ou fechados, seguindo regime de batelada simples ou
alimentada em processo continuo ou semicontinuo. Além da configuracdo do sistema e do
regime de batelada, o desempenho do cultivo esta relacionado com a disponibilidade de
nutrientes, luz, temperatura, pH e aeracao, entre outros.

Embora lagoas tipo raceway tenham baixo custo de implantacdo e facil operacdo, o
sistema aberto é mais suscetivel a contaminacdo com microrganismos indesejaveis, as
oscilacBes ambientais de luminosidade e temperatura, a evaporacdo da &gua, a baixa taxa de
agitacdo e transferéncia de massa entre as fases liquida e gasosa, & menor difusdo de COz e
menor produtividade em biomassa. Outra caracteristica é a necessidade de extensa area de
cultivo (APEL & WEUSTER-BOTZ, 2015).

Os fotobiorreatores podem apresentar diferentes configuracdes, tais como reatores em
paineis, em colunas e tubulares. O sistema fechado pode ser iluminado artificialmente ou por
luz solar, possui maior custo e complexidade, apresenta maior aguecimento, concentragdo de
O, dificuldade de higienizacéo e rompimento celular por cisalhamento. Por outro lado, possui
menor risco de contaminagdo, maior controle sobre os fatores envolvidos no cultivo, alta
transferéncia de massa e maior produtividade em biomassa (GUPTA et al., 2015).

No regime em batelada simples, a cultura é inoculada e coletada em certa fase de
crescimento. O regime é descontinuo, apresenta um Unico indculo celular e ndo contem adigdo
de nutrientes apos o inicio do processo. Na batelada alimentada (regime descontinuo com Unico
indculo celular), nutrientes sdo adicionados ao cultivo de forma continua ou intermitente. No
regime continuo, os nutrientes sdo adicionados ao cultivo a uma vazdo constante, sendo o

volume de cultivo também mantido constante através da coleta continua da cultura. J& no
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regime semicontinuo, a cultura é inoculada, sendo parte coletada em certa fase de crescimento

e substituida por volume igual de nutrientes (HO et al., 2014).

2.1.2.1 FONTE DE CARBONO

Em geral, as microalgas sdo fotoautotroficas, sendo a energia utilizada em seus
processos bioldgicos originada da fotossintese (i.e., a luz € utilizada como fonte de energia
quimica e o CO2 como fonte inorganica de carbono). Contudo, na auséncia de luz, outras fontes
de carbono podem ser assimiladas e transformadas em intermediarios de carbono por certas
espécies de microalgas (tabela 1). Nesse caso, 0 uso de fontes de carbono organico requer
diferentes sistemas enzimaticos para transporte, ativacdo através de fosforilacdo, metabolismo
anabolico intermediario e catabdlico, geracdo de energia através do nivel de substrato e/ou
respiracio (MORALES-SANCHEZ et al., 2015).

Tabela 1. Espécies de microalgas cultivadas sob condigdes heterotroficas.

Microalga Fonte de carbono assimilada Referéncia
Chlorella vulgaris Acetato e glicerol Liang et al., 2009
) Hidrolisado de )
Chlorella pyrenoidosa Pleissner et al., 2013

residuo alimenticio

) Hidrolisado de ]
Chlorella protothecoides ) ) Wei et al., 2009
amido de mandioca

) Hidrolisado de
Scenedesmus obliquus ) El-Sheekh et al., 2012
farelo de trigo

Haematococcus pluvialis Acetato Kobayashi et al., 1997
Glicose, etanol Swaaf et al., 2003

Cryptecodinium cohnii ) )
e 4cido acético Mendes et al., 2007

No uso de carboidratos como fonte de carbono orgénico, a ativacdo do processo
geralmente ocorre através de reagdes catalisadas por hexoquinases como as encontradas em

Chlorella sp. e Euglena sp. Varias cianobactérias usam glicose-desidrogenase dependente de
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piridina no metabolismo inicial de glicose livre. O glicerol é convertido em gliceraldeido 3-
fosfato e este convertido na molécula de piruvato. No uso de acidos organicos, por exemplo, 0
lactato também é convertido em piruvato. Ja o acetato leva a formagédo da molécula de acetil-
CoA, a qual através do ciclo do glioxilato também produz intermediarios do ciclo dos &cidos
tricarboxilicos (PEREZ-GARCIA et al., 2011).

Os carboidratos sdo metabolizados atraves da via oxidativa pentose fosfato. Uma vez
gue a maioria das enzimas presentes nessa via também participam do ciclo de Calvin, o
metabolismo de carbono citoplasmatico e a biofixacdo de CO2 sdo integrados e regulados pela
disponibilidade de carbono organico e luz. Curiosamente, os cloroplastos continuam ativos no
crescimento heterotrofico e a via oxidativa pentose fosfato apresenta taxa metabolica maior que
as outras vias. Quando comparado ao crescimento fotoautotréfico, o metabolismo heterotréfico
pode apresentar maior taxa de crescimento proporcionando maiores produtividades. O regime
em batelada alimentada também pode ser aplicado para aumentar a densidade celular
(MORALES-SANCHEZ et al., 2015).

Além do metabolismo fotoautotréfico e heterotréfico, certas espécies de microalgas
podem apresentar crescimento mixotrofico utilizando CO2 e compostos organicos como fontes
de carbono. Nesse caso, os processos fotoautotrofico (i.e., fotossintese) e heterotréfico (i.e.,
respiracdo celular) afetam mutuamente o cultivo mixotréfico contribuindo para efeitos
sinérgicos sobre a taxa de crescimento, densidade celular e produtividade. Em relagdo ao
crescimento heterotrofico, o metabolismo mixotréfico permite menor emissdo de CO2 por
unidade de biomassa associado a respiracdo celular, sendo essa emissao de CO, compensada

pela biofixacdo durante a fotossintese (WANG et al., 2014).

2.1.2.2 FATORES AMBIENTAIS ENVOLVIDOS NO CULTIVO

Desempenhando papel fundamental no processo de fotossintese, a luz tem forte
influéncia sobre o crescimento, a taxa de biofixa¢do de CO, e a composigéo celular da biomassa.
Antes do ponto de saturagdo luminosa, o aumento da iluminacdo em cultivos fotoautotroficos
e mixotroficos favorece a taxa de crescimento celular. A partir do ponto de saturagdo, 0 aumento
da luminosidade resulta em fotoinibicdo e, consequentemente, reducdo da capacidade
fotossintética (HO et al., 2014). A intensidade luminosa pode resultar em mudancas no pH e
nas concentracdes de ion magnésio e NADPH no estroma do cloroplasto que, por sua vez,

podem regular e influenciar o acimulo de biomoléculas (LV et al., 2010).



Contextualizacdo & Estado da arte 12

Embora a luz solar seja mais rentavel, o comportamento celular pode variar em face das
oscilacBes ambientais, condigdes climéticas e estagdes do ano. Alternativamente, a iluminacao
artificial pode ser produzida a partir de diversas fontes. Os sistemas de cultivo sdo projetados
para obter maior area iluminada possivel, todavia areas de sombreamento podem ser formadas.
Nesse caso, a taxa de agitacdo é fundamental para melhorar a distribuigdo das células e, por
conseguinte, a distribuicdo de luz em todo o cultivo (ABU-GHOSH et al., 2015).

Valores 6timos de temperatura e pH desempenham um papel significativo sobre
enzimas participantes do metabolismo celular. Esses fatores ambientais também afetam
diretamente a disponibilidade de varios elementos quimicos interferindo nos niveis de carbono
inorganico dissolvido (CID) e no balango fotossintese:respiracdo. Mudancas nos valores de pH
sdo utilizadas como ajustes primarios para prevenir contaminag6es por outros microrganismos.
Temperaturas elevadas normalmente resultam em declinio na sintese de proteinas e acimulo de
carboidratos e lipidios (MORAIS et al., 2015).

A agitacdo é importante ndo so para facilitar a transferéncia de massa entre as fases
liquida e gasosa, mas também para distribuir uniformemente as células no cultivo. A agitacao
¢ projetada para reduzir o estresse mecanico, assim colunas de bolhas e sistemas airlift séo
capazes de aerar e agitar o sistema com baixo estresse por cisalhamento. A aeracdo mantém o
influxo de CO- e a exaustdo de O, impedindo o acimulo deste no cultivo (GUPTA et al., 2015).

As microalgas apresentam uma série de mecanismos adaptativos em resposta as
alteracdes na salinidade. Essas respostas dependem de caracteristicas fisica e quimica da parede
e membrana celular, da regulacdo do fluxo de adgua, de mecanismos para equilibrar o nivel
ibnico intracelular e da sintese e degradacédo de solutos organicos de baixa massa molecular.
Alto nivel de salinidade é capaz de estimular a geracdo de especies reativas de oxigénio que,
por sua vez, desencadeiam a regulacao positiva de genes carotogénicos distintos aumentando o
acumulo de carotenoides antioxidantes (GUIHENEUF et al., 2016).

A presenca de bactérias, protozoarios, fungos, virus, parasitas, predadores ou até mesmo
outras espécies de microalgas no cultivo resulta em contaminacéo, a qual pode competir e
limitar a obtencdo da biomassa de interesse afetando ainda a quantidade e qualidade de
biomoléculas sintetizadas. A presen¢a de alguns contaminantes pode ainda alterar o pH do
cultivo interferindo no crescimento microalgal (MENDES & VERMELHO, 2015).

2.1.3 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO
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Numerosas aplica¢des industriais tém sido propostas, tendo em vista o grande potencial
biotecnoldgico das microalgas (tabela 2). A cadeia produtiva de biocompostos de microalgas
envolve etapas como escolha da espécie e fonte de carbono, definicdo das condi¢des de cultivo
e do modo de operacgdo, coleta da biomassa, extracdo e purificacdo das biomoléculas de
interesse, processamento complementar da biomassa residual para obtencdo de combustiveis
ou outros produtos. Diversas espécies tém sido aplicadas mundialmente na alimentagdo humana
e animal, assim como na obtencdo de aditivos empregados nas industrias farmacéutica e
cosmecéutica.

A alta escala de producgdo de CO: e vinhaga demanda como destinacdo produtos de
grande volume de producéo, requisito atendido por combustiveis, enquanto que biomoléculas
(de alto valor agregado) encontram-se em escalas de menor volume (HALLENBECK, 2012).
Embora o nimero de publicacdes na area seja crescente, este tema ainda compreende inimeros
desafios em funcdo da variedade de espécies de microalgas e substratos possiveis, cultivos

celulares, biomoléculas produzidas e seus potenciais biotecnoldgicos.

Tabela 2. Potencial Biotecnoldgico de algumas biomoléculas obtidas de microalgas.

Microalga Biomoléculas Atividade biologica Referéncia
Chlorella sp. Polissacarideos Efeitos imunomodulatorio Morimoto et al., 1995
Proteinas e antitumoral Cheng et al., 2004
Acidos graxos Sheng et al., 2007
Scenedesmus sp. Extrato Potencial terapéuticona  Hielscher-Michael et al., 2016

doenca de Alzheimer
Isochrysis galbana Carotenoides  Corante alimentar e efeito Ahmed et al., 2014

antioxidante

Spirulina sp. Proteinas Suplemento alimentar, Lupatini et al., 2014
Ficocianina efeitos anti-inflamatorio e Liuetal., 2016
antioxidante Wu et al., 2016
Botryococcus braunii Proteinas Balanco hidrico celular e Buono et al., 2012

biossintese de colageno
Nannochloris sp. Extrato Efeito clareador Pereira et al., 2015

Dunaliella salina Extrato Atividade antimicrobiana Pane et al., 2015
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2.1.3.1 INDUSTRIA NUTRACEUTICA

Os polissacarideos de microalgas sdo importantes na industria alimenticia por
apresentarem alta digestibilidade e auséncia de limitacdo ao uso do pé de microalgas em
alimentos (RICHMOND, 2004). Esses polissacarideos também sdo biomoléculas de
importancia farmacolégica. Resultados de programas de screening para testar efeitos
imunologicamente relevantes dessas macromoléculas in vitro mostraram que certos
polissacarideos altamente sulfatados podem desencadear a resposta humoral do sistema imune
humano (NAMIKOSHI, 1996).

O elevado teor proteico de vérias espécies de microalgas € uma das razGes para
considerar essa biomassa como uma fonte ndo convencional de proteinas (RICHMOND, 2004).
N&o apenas o teor proteico é importante, mas também o fato das microalgas serem capazes de
sintetizar todos os aminoacidos possibilitando o fornecimento de aminoécidos essenciais para
alimentacdo de seres humanos e animais (GUIL-GUERRERO et al., 2004). Entre os
aminoacidos essenciais encontrados em microalgas destacam-se isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, treonina e valina. Além de propriedade antioxidante e efeito
imunomodulatério, o uso dessas macromoléculas como suplemento alimentar pode auxiliar no
controle da obesidade. A elevacdo do nivel de aminoacidos plasmaticos estimula a liberacéo de
horménios que atuam sobre a saciedade resultando na reducdo de apetite (AMBROSI et al.,
2008).

Peixes e 6leos de peixe sdo usualmente empregados na obtencéo de acidos graxos poli-
insaturados (PUFA), no entanto, os produtos extraidos dessas fontes tém levantado discussoes
no que diz respeito a seguranca alimentar devido ao acimulo de toxinas por peixes. Além disso,
a utilizacdo dessas fontes como aditivo alimentar é limitada em funcéo de problemas associados
ao forte odor, sabor desagradavel e baixa estabilidade oxidativa. Para certas aplicacGes, o 6leo
de peixe € inapropriado devido ainda a presenca de acidos graxos mistos (triacilglicerideos com
dois ou mais acidos graxos diferentes). Sendo os PUFA originarios de peixes que consomem
microalgas em ambientes oceanicos, é ldgico considerar as microalgas como potenciais fontes
de PUFA (SPOLAORE et al., 2006).

Na industria nutracéutica, verifica-se uma tendéncia em agrupar os &cidos graxos
insaturados em familias conhecidas como o (6mega). Entre os acidos graxos de microalgas, as
familias do ®3 e w6 sdo de particular interesse por prevenir doengas cardiovasculares e

inflamacdes, além de melhorar a fungdo cerebral. Os principais acidos graxos da familia ®3
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encontrados em microalgas sdo acido y-linolénico (ALA), acido docosahexaenodico (DHA),
acido eicosapentaendico (EPA) e &cido docosapentaendico (DPA). Ja os &cidos graxos da
familia @6 incluem &cido linoléico (LA) e acido araquidonico (AA). Alguns produtos
intermediarios como acido di-homo-o-linolénico (DHGLA), acido o-linolénico (GLA), acido
estearidonico (SDA) e &cido eicosatetraendico (ETA) sdo produzidos durante a sintese de
PUFA (SANGHVI & LO, 2010).

As microalgas tambeém representam uma valiosa fonte de quase todas as vitaminas
essenciais (A, Bi1, Bz, Bs, Bs, B12, C, E, acido foélico, acido pantoténico, inositol, biotina e
nicotinato) (GUIL-GUERRERO et al., 2004). Outros importantes constituintes sdo o0s
pigmentos como clorofila, carotenoides, ficocianina e ficoeritrina. Essas biomoléculas tém uma
ampla aplicagdo na indUstria nutracéutica, desde a utilizacdo como corante natural até a

utilizagdo como moléculas antioxidante e anti-inflamatoria (SPOLAORE et al., 2006).

2.1.3.2 INDUSTRIA COSMECEUTICA

Atualmente, o Brasil ocupa o quarto lugar no mercado consumidor mundial de produtos
de beleza, atras apenas dos Estados Unidos, da China e do Japdo (ABIHPEC, 2016). A crescente
busca pela beleza, aliada ao aumento do poder aquisitivo dos ultimos anos, tem contribuido
para manter o patamar de desenvolvimento do setor. A adocdo de tecnologias sustentaveis
requer um esforco na busca de ingredientes naturais, diferenciados e competitivos. Nesse
sentido, a biomassa microalgal tem um valor significativo no mercado cosmecéutico. Diversas
especies tém sido cultivadas para o desenvolvimento de produtos direcionados aos cuidados do
rosto, corpo e cabelo (RAJA et al., 2008).

O envelhecimento da pele é um processo lento causado por inUmeros fatores intrinsecos
(e.g., idade, estado hormonal, estresse oxidativo) e extrinsecos (e.g., radiacdo UV, poluicao,
estresse, alcool, cigarro, alimentagédo) que prejudicam a renovacao celular resultando em perda
de elasticidade, desidratacdo, poros dilatados, linhas de expressdo e rugas. Extratos de
microalgas ricos em proteinas tém sido capazes de estimular a sintese de colageno e o
crescimento de fibroblasto reduzindo linhas de expressdo e rugas (BUONO et al., 2012).
Extratos de Chlorella vulgaris (Dermochlorella®), Nannochloropsis oculata (Pepha-Tight®) e
Dunaliella salina (Pepha-Ctive®) tém sido utilizados em cremes que visam proporcionar
firmeza a pele com efeitos a curto e longo prazo estimulando a proliferacdo celular e

influenciando o metabolismo energético envolvido na sintese da pele.
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Bastante comuns em xampus e mascaras de hidratacdo, os acidos graxos essenciais sao
usados principalmente nos cosméticos de uso topico. Por terem efeito antiqueratinizante, séo
muito usados para tratar peles e cabelos secos, além de auxiliar na fotoprotecdo minimizando
o0s danos da radiacdo UV. Outras a¢des dos acidos graxos em cremes incluem acdo emoliente,
emulsificante, espessante e estabilizante (STOLZ & OBERMAYER, 2005).

Exposicdo repetitiva a radiacdo UV é capaz de causar ndo sO6 o envelhecimento
prematuro, como também manchas e eritema na pele. Compostos fenolicos (e.g., catecol,
florotaninos, isoflavonas) obtidos em microalgas apresentam efeitos fotoprotetor e antioxidante
semelhantes a extratos obtidos em plantas superiores. Na célula, esses compostos atuam
dissipando a radiacdo e impedindo a formacdo de espécies reativas de oxigénio (JEFFREY et
al., 1999).

Recentemente, as microalgas também tém atraido atencao pela capacidade de sintetizar
agentes naturais inibidores de tirosinase (e.g., cloroglucinol, fucoxantina). Uma vez que essa
enzima catalisa etapa importante no processo de pigmentacdo da pele, esses inibidores séo
relevantes para reduzir a sintese de melanina criando um efeito clareador gradual na pele
(PEREIRA et al., 2015).

Outra importancia em formulagbes cosmetoldgicas € a atividade antibacteriana e
antifungica em diversos compostos extraidos de microalgas (e.g., exopolissacarideos, proteinas,
acidos graxos, ficobiliproteinas, clorofila, compostos fendlicos). Entre alguns agentes
etioldgicos combatidos destacam-se Bacillus subtilis, B. cereus, Staphylococcus aureus, S.
epidermidi, Streptococcus pyogenes, Micrococcus luteus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae, Vibrio cholerae, Proteus vulgaris,
Candida albicans, Aspergillus fumigatus, A. niger, Blastomyces dermatitidis, Emmonsia parva,
Sporothrix schenckii, Epidermophyton floccosum, Microsporum audouini, M. canis, M.

ferrugineum, M. gypseum, M. nanum, M. persicolor (FALAISE et al., 2016).

2.1.3.3 TRATAMENTO DE EFLUENTES

O tratamento convencional de &guas residuais contendo matéria organica biodegradavel
baseia-se em processos bioldgicos aerobios e anaerdbios que convertem matéria organica em
compostos inertes permitindo a eliminacéo segura destes e/ou reuso da dgua. Esses processos
convencionais fornecem satisfatoria remocgéo de carbono, nitrogénio e fosforo, mas a custa de

alto gasto energético e perda de nutrientes. Além de serem muitas vezes complexos, esses
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processos também podem impactar o meio ambiente com a emissdo de gases causadores do
efeito estufa (e.g., CO2, CHas, N2O). Por essas razfes, 0 uso de microalgas no tratamento de
aguas residuais, reduzindo o custo energético do processo, reciclando nutrientes e produzindo
biomassa, combina multiplos beneficios ambientais (ACIEN et al., 2016).

Os principais contaminantes em &guas residuais incluem compostos organicos,
compostos inorganicos e metais pesados, e sua composicdo pode variar em funcdo da
localizagdo e das atividades predominantes (e.g., agricultura, industria alimenticia e téxtil, agua
residual). A performance das microalgas no tratamento pode ser significativamente impactada
pela razdo carbono:nitrogénio:fésforo, pela concentracdo de metais pesados, pela presenca de
xenobioticos, pelo teor de sélidos suspensos e pela coloracao do efluente (ABDEL-RAOUF et
al., 2012).

O uso direto das microalgas no tratamento de aguas residuais pode ser estabelecido
quando néo for necessario modificar caracteristicas do efluente (e.g., dilui¢cdo). De forma geral,
as microalgas podem atuar no tratamento secundario ou terciario de aguas residuais. Embora o
tratamento de efluentes seja mais uma aplicacdo biotecnoldgica bastante promissora para as
microalgas, ha pouco desenvolvimento industrial dessa tecnologia. Para ser competitivo com
0S processos convencionais de lodo ativado, os processos com microalgas devem ser tolerantes
a alta carga organica e reduzir o tempo de retencéo hidraulica (MUNOZ & GUIEYSSE, 2006).

Diversos estudos tém avaliado diferentes efluentes como substratos em cultivos de
microalgas de modo a complementar o sistema de tratamento ja existente e auxiliar a producao
de biomassa. Diferentes espécies de microalgas tém sido capazes de crescer em efluente de
suinocultura (DEPRAETERE et al., 2013), de lacticinio (UMMALYMA & SUKUMARAN,
2014), de téxtil (LIM et al., 2010) e de celulose (TARLAN et al., 2002). Outros substratos
utilizados para cultivo microalgal foram urina humana (DAO-LUN & ZU-CHENG, 2006),
esgoto domeéstico (INOUE & UCHIDA, 2013) e aguas municipais (MAHAPATRA et al.,
2014).

2.1.3.4 PRODUCAO DE BIOCOMBUSTIVEIS

O processamento da biomassa residual (ou integra), apds extracdo de biomoléculas de
interesse comercial, inclui rotas bioquimicas ou termoquimicas. A conversao bioquimica, que
emprega enzimas e microrganismos, inclui digestdo anaerobia e fermentacao para produgéo de

biogas e bioetanol, respectivamente. Ja a conversdo termoquimica engloba a gaseificacdo para
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producédo de gas de sintese (syngas), pirélise para producdo de bio-6leo, refino hidrotérmico e
combustdo (PITTMAN et al., 2011). A figura 4 apresenta as alternativas mais promissoras para

obtencéo de cada produto em uma biorrefinaria de microalgas.
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Figura 4. Biorrefinaria de microalgas. Fonte: COSTA & MORAIS, 2011.

No processo de digestdo anaerdbia, a biomassa é degradada por diferentes grupos de
bactérias e arquéias. Como produto final € obtido o biogas e um sobrenadante que pode ser
usado como fertilizante. O sobrenadante gerado em uma digestdo anaerobia bem-sucedida pode
apresentar caracteristicas superiores a fertilizantes de 6tima qualidade devido a menor demanda
quimica de oxigénio (DQO), baixa concentracdo de metais pesados e maior biodisponibilidade
de macronutrientes (WARD et al., 2014).

O processo anaerébio é tradicionalmente utilizado para o tratamento de residuos
agroindustriais e municipais com a finalidade de adequa-los as exigéncias ambientais, no

entanto, esse bioprocesso ja vem sendo utilizado para a producdo de biocombustiveis (CHISTI,
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2013). Diferentes residuos organicos também podem ser utilizados como matéria-prima
caracterizando um processo de codigestdo (MATA-ALVAREZ et al., 2000). Entre as vantagens
de produzir esse biocombustivel por meio da digestdo anaerdbia € possivel citar a dispensa de
secagem, o processamento bioldgico de toda a fragdo organica da matéria-prima, a tolerancia a
alta carga orgéanica, 0 menor gasto energético e a menor geracao de residuos (WARD et al.,
2014).

Com um contetdo energético semelhante ao do Gas Natural (GN), o biogas é
constituido majoritariamente por CHs (50 a 80%) e CO2 (20 a 40%), além de outros
constituintes em menores quantidades (e.g., N2, H2, NH3, H2S). A proporcao dos constituintes
e o poder calorifico inferior podem variar em funcéo de fatores bi6ticos e abiéticos envolvidos
no processo. Altas concentracGes de CHs estdo relacionadas a um maior poder calorifico e
baixas concentragdes de impurezas (e.g., vapor d’agua, H»S) permitindo uma destinagdo mais
nobre ao biogéas (FAVRE et al., 2009).

O biogéas pode ser usado de forma direta ou em cogeracéo para obtencdo de energias
elétrica, térmica e mecanica, sendo a sua principal intencdo substituir os gases de origem
mineral como o Gas Liquefeito de Petroleo (GLP) usado como gas de cozinha, GN usado em
equipamentos domésticos e Gas Natural Veicular (GNV) usado em motores de combustao
interna de automoveis. Para queima do biogas em caldeiras e fogdes sdo necessarios menos
tratamentos, geralmente mais simples e baratos, enquanto o uso como GNV e GN exige um
biogas de maior pureza e tratamentos mais caros (COLDEBELLA et al., 2016).

Os acUcares presentes na biomassa podem ser convertidos em bioetanol através do
processo de fermentacdo. O elevado teor de celulose e amido na parede celular e no citoplasma,
respectivamente, faz com que a biomassa microalgal seja uma matéria-prima adequada ao
processo de fermentacdo. Assim como outras matérias-primas, sdo necessarias etapas de pré-
tratamento e hidrolise antes da fermentagdo; e diferentes fontes de carboidrato podem ser
utilizadas na cofermentacdo. Quando comparada as matérias-primas sacarinea, amilacea ou
lignoceluldsica, a fermentacdo de biomassa microalgal destaca-se pelo menor consumo de gua,
pelo menor custo de producdo (visto que ndo necessita de herbicida e pesticida, podendo ser
cultivada em &gua salobra) e pela rapida colheita (ndo segue regime de safra) (HARUN et al.,
2014).

O processo de gaseificacdo consiste na combustdo parcial de carbono contido na
biomassa, na presenga de um oxidante (e.g., ar, oxigénio puro, vapor d’ agua), levando a
formacdo de gas de sintese composto por Ha, CO, CO2 e CHa. A proporcdo dos constituintes

pode variar em funcdo da matéria-prima, do gaseificador, do modo operacional e do oxidante.
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O syngas, por sua vez, pode ser convertido a combustivel liquido (metanol) via sintese de
Fischer-Tropsch ou a olefina via sintese direta ou a partir de intermediarios. Durante a
gaseificacdo, ocorrem inumeras reacfes como as da pirdlise, da combustao e do cragueamento
térmico (HEIDENREICH & FOSCOLO, 2015).

A pirdlise é o processo de degradacdo termoquimica da biomassa na auséncia de
oxidante de forma a permitir a transformagdo da biomassa em trés fracGes: sélida, gasosa e
liquida. A fracdo sélida consiste, principalmente, em cinzas e carbono que pode ser utilizado
como combustivel ou na fabricacdo de carvao ativado por meio da sua posterior ativacdo com
CO- elou vapor d’ agua. A fracdo gasosa € composta por syngas e outros hidrocarbonetos. Ja a
fracdo liquida é chamada de bio-06leo, sendo uma mistura complexa de componentes aromaticos
e alifaticos oxigenados (HEIDENREICH & FOSCOLO, 2015).

2.1.4 ESPECIES DE INTERESSE COMERCIAL

Tendo em mente a diversidade microalgal e o grande potencial biotecnolégico dessa
biomassa, a etapa de escolha da espécie na cadeia produtiva de microalgas é de fundamental
importancia para viabilidade do bioprocesso. A escolha da espécie deve levar em consideracdo
parametros como taxa de crescimento celular, produtividade em biomassa e biomoléculas
especificas, condicdes ambientais e nutricionais requeridas para o crescimento 6timo, tipo de
metabolismo celular adotado e escolha do substrato, engenharia do fotobiorreator e modos
operacionais, resisténcia a contaminacéo e coleta da biomassa, entre outros.

O rendimento do cultivo pode ser melhorado via manipulacdo de alguns parametros
listados acima, sendo a resposta espécie-especifica. As principais microalgas cultivadas
comercialmente sdo Chlorella sp. e Spirulina sp. para a adicdo em alimentos naturais,
Dunaliella salina para a obtencao de f-caroteno e Haematococcus pluvialis para a obtencéo de
astaxantina em paises como Franga, Estados Unidos, China e Tailandia (DERNER et al., 2006).
A tabela 3 lista algumas espécies de microalgas cultivadas comercialmente por diferentes

empresas.
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Tabela 3. Espécies de microalgas cultivadas comercialmente. Fonte: DERNER et al., 2006.
Microalga Bioproduto Atividade biologica Empresa
Crypthecodinium sp. DHA Desenvolvimento cerebral Martek/Omegatech
(Estados Unidos)
Haematococcus sp. Astaxantina Tratamento da sindrome do Cyanotech
tanel do carpo (Estados Unidos)
Haematococcus sp. Astaxantina Anti-inflamatdrio e tratamento MERA

de les6es musculares

(Estados Unidos)

Chlorella sp. Extrato de Melhora da resposta OceanNutrition
carboidrato imunoldgica (Canada)
Odontella sp. EPA Anti-inflamatério InnovalG
(Franca)

Spirulina sp. Vitamina B Melhora da resposta Panmol/Madaus
imunoldgica (Austria)

Ulkenia sp. DHA Tratamento de doencas Nutrinova/Celanese
cerebrais e cardiacas (Alemanha)

2.1.4.1 GENERO CHLORELLA

Chlorella sp. é uma microalga eucariética verde inserida no filo Chlorophyta, classe
Chlorophyceae, ordem Chlorococcales e familia Oocystaceae. As espécies do género Chlorella
séo unicelulares ndo moveis, esféricas ou elipsoidais, com diametro variando entre 2-15 pm
(figura 5). Podem habitar ambientes dulcicola ou marinho, na forma livre ou em simbiose com
fungos ou protozoarios. A parede celular, constituida principalmente de celulose, pode variar
muito entre as espécies. O amido € a principal fonte de reserva podendo acumular corpos
lipidicos sob certas condicdes de limitacdo nutricional (LIU & CHEN, 2016).

As células de Chlorella sp. possuem chl a e b, além de p-caroteno e vérias xantofilas
como luteina, violaxantina, zeaxantina, anteraxantina, neoxantina, astaxantina e cantaxantina.
Quanto ao metabolismo, sdo capazes de crescer sob condicGes fotoautotrofica, heterotrofica e
mixotréfica utilizando acucares ou &cidos aminados como fonte organica de carbono. A
composicdo bioquimica pode variar em funcdo da espécie e das condi¢cbes de cultivo. As

principais espécies estudadas sdo C. ellipsoidea, C. emersonii, C. kessleri, C. minutissima, C.


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Oocystaceae&action=edit&redlink=1
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protothecoides, C. pyrenoidosa, C. saccharophila, C. sorokinianna, C. vulgaris e C.
zofingiensis (LIU & CHEN, 2016).

Figura 5. Microscopia de Chlorella vulgaris. Fonte: UTEX The Cultura Colletion of Algae, 2015.

2.1.4.2 GENERO SPIRULINA

Spirulina sp. € uma cianobactéria inserida no filo Cyanophyta, classe Cyanophyceae,
ordem Oscillatoriales e familia Spirulinaceae. As espécies do género Spirulina sdo
multicelulares e filamentosas, com filamentos na forma helicoidal conhecidos como tricoma
(figura 6). Os tricomas podem apresentar largura e comprimento variando entre 3-4 um e 50-
500 pum, respectivamente. As células de Spirulina sp. movimentam-se na coluna d’agua
orientadas por vactolos gasosos. Podem habitar ambientes dulcicola, marinho, salobro e termal
(com temperatura entre 35-40 °C), além de suportarem baixas temperaturas noturnas (~15 °C).
Apresentam crescimento 6timo em meio salino (> 30 g.L™) e alcalino (pH entre 8,5-11). A
parede celular, semelhante a de bactérias Gram-negativas, é formada por peptideoglicano e
lipopolissacarideos (HABIB et al., 2008).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Oscillatoriales
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Spirulinaceae&action=edit&redlink=1
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_UTEX LB #2342

[Soaas maxins

Figura 6. Microscopia de Spirulina maxima. Fonte: UTEX The Cultura Colletion of Algae, 2015.

O produto de reserva de Spirulina sp. € um polissacarideo formado por monémeros de
glicose unidos por ligacdes glicosidicas do tipo a-1,4. Essa molécula, semelhante ao glicogénio,
difere do amido por apresentar ramificacdes mais abundantes em relagdo a cadeia principal de
polissacarideo. O pigmento fotossintetizante predominante em Spirulina sp. é a ficocianina,
sendo encontrados também chl a, f-caroteno e xantofilas. Assim como o género Chlorella,
essas células sdo capazes de crescer sob condi¢tes fotoautotrdfica, heterotréfica e mixotréfica.
Em média, a composicdo bioquimica da biomassa comercial é dividida em 20% de carboidratos,
60% de proteinas, 5% de lipidios e 7% de minerais; podendo essa proporcao variar em funcao
da espécie e das condicdes de cultivo. As principais espécies estudadas sdo S. fusiformis, S.

major, S. maxima, S. platensis e S. weissii (HABIB et al., 2008).

2.2  RESIDUOS PROVENIENTES DA INDUSTRIA DE BIOETANOL

O bioetanol € um alcool produzido desde os tempos antigos pela fermentacdo dos
acucares encontrados em produtos vegetais, tais como cereais, beterraba e cana-de-agucar.
Embora também seja obtido por sintese, ainda hoje, boa parte do etanol industrial é obtido por
meio da fermentacdo de biomassa vegetal. Atualmente, outras biomassas tém sido exploradas

como matéria-prima para o processo de fermentagdo como no caso de residuos lignocelulésicos



Contextualizacdo & Estado da arte 24

e microalgas, o que caracteriza o bioetanol de segunda e terceira geracdo, respectivamente.
Além de ser usado como fonte de energia renovavel (é o biocombustivel liquido mais utilizado),
0 bioetanol também é empregado para a fabricacdo de cosméticos, produtos quimicos,
farmacéuticos e alimenticios (DEMIRBAS, 2007).

A obtencdo do bioetanol de primeira geracdo, a partir de matéria-prima sacarinea ou
amilacea, ocorre principalmente a partir da sacarose do caldo de cana-de-agUcar ou glicose da
hidrolise de amido. De acordo com o ultimo relatério publicado pela Unido da Industria de
Cana-de-Acucar (UNICA), a producdo de cana-de-actcar no Brasil acumulada de 1° de abril
até 16 de dezembro de 2016 totalizou 588,85 milhGes de toneladas. Do total colhido foram
produzidos 35,06 milhGes de toneladas de acUcar e 24,74 bilhdes de litros de bioetanol. O pais
tem se destacado como maior produtor de cana-de-agucar do mundo, sendo também o primeiro
produtor mundial de agucar e o segundo produtor mundial de bioetanol atras apenas dos Estados
Unidos (UNICA, 2016).

Os principais residuos gerados na usina sucroalcooleira sdo palha (proveniente dos
ponteiros da cana-de-acUcar), agua de lavagem (usada excessivamente para retirar terra e
processar industrialmente a cana-de-agucar), bagaco (obtido apos extracdo do caldo de cana),
torta de filtro (proveniente da filtracdo do caldo extraido), CO2 e vinhaga (provenientes do
processo de fermentacdo e destilacdo para recuperacdo do alcool, respectivamente) (BONASSA
etal., 2015).

2.2.1 DIOXIDO DE CARBONO

A fermentacdo do mosto, no processo de producdo do bioetanol, é realizada nas
chamadas dornas de fermentacéo, as quais podem atingir uma capacidade de milhares de litros.
Algumas empresas utilizam dornas abertas, embora na maioria sejam fechadas. Na fermentagéo
do mosto, as leveduras convertem agucares em bioetanol e CO.. No processo com dornas
abertas, ocorre a perda de 1-2% de bioetanol pelo arraste do CO; liberado na atmosfera. Ja as
dornas fechadas sdo dotadas de um sistema coletor de CO2 que encaminha o gas e o bioetanol
para uma torre de recuperacao. Nessa torre realiza-se a lavagem do CO> em contracorrente com
agua visando a recuperacéo do bioetanol (MAGALHAES, 2012).

Independentemente do tipo de dorna utilizada, o0 CO2 produzido € liberado na atmosfera.
A geracgdo de 1 L de bioetanol utilizando milho como matéria-prima, por exemplo, gera cerca

de 0,75 kg de CO.. Esse gas é saturado com baixa pressdo. As poucas impurezas estdo sob a



Contextualizacdo & Estado da arte 25

forma de compostos como etanol, metanol, enxofre e H>S (XU et al., 2010). O CO; capturado
nas dornas de fermentacdo pode ser utilizado em diversas aplicagdes industriais. Uma usina
alcooleira de médio porte, por exemplo, pode recuperar e comercializar cerca de 3.000 kg.h
de CO2 (JORNAL DA CANA, 2008).

2.2.1.1 TRATAMENTO E DESTINACAO

Comparado a outras correntes industriais contendo CO- (e.g., g&s natural, gases
exaustos), das quais o CO> deve ser separado por processos intensivos em custos de capital e
operacionais (e.g., absor¢cdo quimica, aminas, membranas) (MEDEIROS et al., 2013;
ANDREONI & PIETRUCCI, 2016; ARAUJO et al., 2016; GIORDANO et al., 2016), 0 sistema
de captura de CO2 oriundo da industria de bioetanol é relativamente simples. Devido a elevada
pureza do CO- proveniente das dornas de fermentacdo, 0s Unicos processos necessarios sao: (i)
lavagem do gas para remoc¢do de impurezas soluveis em agua (e.g., alcoois, cetonas); (ii)
desidratacdo, notadamente por absorcdo em trietileno glicol (KWAK et al., 2014) para prevenir
a formacéo de hidratos e a corrosdo da tubulagéo; (iii) compresséo para a pressao de transporte
ou uso. Destaca-se que a compressdo com resfriamento entre estagios promove condensacao de
agua, reduzindo o seu teor no gas, podendo, de acordo com a aplicacdo, dispensar o0 uso de
etapa de desidratacdo. Ainda em funcdo do destino dado ao CO2, a desidratacdo torna-se
desnecesséria, como no caso de biofixa¢do de CO», visto que 0 gas é borbulhado em meio de
cultura aquoso.

Sao possiveis inumeras aplicagOes industriais para o CO. recuperado na planta de
bioetanol. Na industria alimenticia, pode ser direcionado & producdo de bebidas carbonatadas
(na proporcdo de até 6% v/v) (e.g., refrigerante, cerveja, vinho) e congelamento durante
processamento, acondicionamento, transporte e armazenamento de alimentos. O fluido
supercritico de CO2 (exibe propriedades entre gas e liquido) também é uma excelente
alternativa para extracdo de ingredientes alimentares. Na industria quimica, o0 CO2 pode ser
utilizado como fonte de carbono para sintese de produtos quimicos, biocombustiveis e
polimeros (ELMEKAWY et al., 2016).

A Dbiofixagdo do CO: recuperado em cultivo microalgal através do processo de
fotossintese € mais uma possibilidade tecnoldgica. Sob condi¢do fotoautotrofica, o ar
atmosférico enriquecido de CO; até 15% v/v favorece o crescimento celular (PATIL &

KALIWAL, 2016). Para obtencdo de 1 kg de biomassa microalgal seca s@o necessarios cerca
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de 1,83 kg de CO- variando de acordo com a espécie e as condi¢fes de cultivo adotadas. Do
ponto de vista da engenharia de processos, a utilizagdo de CO deve ser integrada ao destino da
biomassa obtida, em concepc¢ao de biorrefinaria de cana-de-aglcar com integracdo de diversos
processos. O arranjo industrial deve ser orientado por decisdes econdmicas, ambientais e
sociais.

A emissdo de CO, também apresenta impactos econdmicos e sociais sobre a tributacdo
de carbono. Nessa, recomenda-se a aplicagdo de um imposto sobre as emissfes da queima de
combustiveis fdsseis. Espera-se um efeito positivo sobre o mercado, pois 0 imposto induz
empresas a adotarem praticas inovadoras, limpas e mais eficientes, tendendo a excluir a parcela
das empresas ineficientes e relativamente mais poluidoras. E importante que a criagdo de um
imposto sobre as emissdes esteja associada a politicas que compensem 0s possiveis efeitos
adversos sobre a competitividade, tais como a desoneracdo de exportaces e uma taxacdo sobre
o0 contetdo de emissdes embutido nas importag¢fes (INSTITUTO ESCOLHAS, 2015).

Dentro desse contexto, o governo brasileiro assumiu uma Pretendida Contribuicdo,
Nacionalmente Determinada (iNDC) que estabeleceu uma meta absoluta de emissdo de 1,3
GtCO2e, em 2025, e uma contribuicdo indicativa subsequente de 1,2 GtCO2e em 2030. Quando
comparadas as emissdes reportadas em 2005, estas metas representam uma reducdo de 37% e
43%, respectivamente (BRASIL, 2015). A tonelada equivalente de CO. (tCO2¢) é o total de
gases emitidos que causam o efeito estufa multiplicado pelo seu potencial de aquecimento
global. O valor de US$ 10,00/tCO-e é a referéncia usada pela maioria dos paises que aplicam
algum tipo de imposto sobre emissdes (INSTITUTO ESCOLHAS, 2015).

2.2.2 VINHACA

Também conhecido como vinhoto, restilo ou calda da destilaria, a vinhaga € o produto
de calda da destilagdo do vinho que, por sua vez, é resultado da fermentacao do caldo de cana-
de-agUcar ou melaco (subproduto da industria de acglcar também utilizado na producéo de
bioetanol) (SILVA et al., 2007). A producéo de 1 L de bioetanol gera entre 9-14 L de vinhagca,
o qual pode variar suas caracteristicas em funcéo do tipo de matéria-prima utilizada no mosto
de fermentacio (ESPANA-GAMBOA et al., 2011).

Em geral, a vinhaca apresenta coloragdo marrom escuro, é constituido em maior parte
de &gua (cerca de 93%), contém elevada acidez, alta demanda bioquimica de oxigénio (DBO)

e DQO. O teor de sélidos corresponde a matéria organica, basicamente sob a forma de acidos
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organicos como oxalico, latico, acético e malico. Também é possivel encontrar minerais como
potassio, célcio e magnésio, além de fendis (ESPANA-GAMBOA et al., 2011;
CHRISTOFOLETTI et al., 2013).

Um dos principais desafios na biorrefinaria de vinhaca € a sua coloracao, decorrente da
presenca de compostos como &cido tanico, acido himico, melanoidina da Reacdo de Maillard
entre carboidratos e o0 grupamento amina de proteinas, agucar caramelizado do
superaguecimento e furfurais da hidrdlise acida (WILKIE et al., 2000). A tabela 4 lista alguns
parametros que definem a composi¢do quimica da vinhaca obtida a partir de diferentes

matérias-primas.

Tabela 4. Composi¢do quimica da vinhaga obtida de diferentes matérias-primas. (na) representa dados ndo
encontrados. *Unidade em mg.kg’. Fonte: ESPANA-GAMBOA et al., 2011.

Parametro\V AP Caldo de cana  Melago de cana  Melago de beterraba

DBO (g.L?) 16,7 39,5 275-44,9
DQO (g.LY) 30,4 84,9-95 55,5-91,1
Nitrogénio (mg.L™) 102-628 153-1230 1800-4750
Fésforo (mg.L™) 71-130 1-190 160-163
Enxofre (mg.L™?) 1356 1500-3480 3500-3720
Potassio (mg.L™) 1733-1952  4893-11000 10000-10030
Cobre (mg.L™?) 4 0,27-1,71 2,1-5*
Cadmio (mg.L™?) (na) 0,04-1,36 <1*
Chumbo (mg.L ™) (na) 0,02-0,48 <5*
Ferro (mg.L™?) 16 12,8-157,5 203-226*
pH 4,04-4,6 4,46-4,8 4,3-5,35
Fenois (mg.L ™) (na) 34 450

2.2.2.1 TRATAMENTO E DESTINACAO

A vinhaca é caracterizada como efluente de destilarias com alto poder poluente (cerca
de cem vezes maior que o0 esgoto doméstico). Sua riqueza em matéria orgénica, baixo pH,

elevada corrosividade, altos indices de DBO e DQO sdo considerados altamente nocivos a fauna
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e flora de ambientes dulcicola e marinho. A liberacdo de vinhaga em ambientes aquaticos torna
0 balanco de oxigénio negativo, isso porque esse balanco se da pela diferenca entre a quantidade
de oxigénio que encontra-se disponivel nas aguas e a quantidade de oxigénio que a agua
necessita para oxidar a matéria organica (DBO). QOutra causa para a reducdo do balanco de
oxigénio é a proliferacdo de microrganismos consumidores da carga organica presente no
efluente. Como consequéncia, ocorrem grandes prejuizos para a fauna e flora aquaticas, além
de dificultar o aproveitamento de mananciais contaminados como fonte de abastecimento de
agua potavel (LAIME et al., 2011).

A fertirrigacdo (GIANCHINI & FERRAZ, 2009), a digestdo anaerdbia (MOTA et al.,
2015) e o tratamento aerdbio (PANT & ADHOLEYA, 2007) tém sido apresentados como
destinacao alternativa e tecnologias para reduzir o poder poluente da vinhaca. Outros processos
de pré-tratamento e refinamento ap6s reducdo da coloracdo e do conteudo orgéanico também
tém sido citados como no caso da adsorcdo, da coagulacdo-floculagdo, da ozonizacdo, da
oxidagdo eletroquimica e da eletrocoagulagdo (SATYAWALI & BALAKRISHNAN, 2008;
ESPANA-GAMBOA et al., 2011).

Como método de destinacdo da vinhagca, a fertirrigacdo (adubacdo e irrigacao) tem sido
amplamente utilizada, pois reduz a necessidade de fertilizantes e melhora a capacidade de
absorcdo da agua. No entanto, esse método pode acarretar na salinizacdo do solo, lixiviagdo de
metais e nutrientes para aguas superficiais e subterraneas e fitotoxicidade; além da elevada
concentracdo de potassio (acima da permitida pela Norma Técnica CETESB P 4.231/2005,
apéndice) limitar o uso indiscriminado da vinhaca em canaviais (NITAYAVARDHANA &
KHANAL, 2010).

A elevada carga organica presente na vinhaga torna o tratamento anaerdbio mais
atraente em comparacao aos tratamentos aerdbios, isso porque 0s processos anaerdbios tendem
a menor formacéo de lodo e requerem uma menor quantidade de nutrientes em comparagéo aos
processos aerobios. O processo de digestdo anaerobia tem sido estudado e apresentado
eficiéncia de 90% na reducdo da DQO com recuperacéo de 85 a 95% de energia na forma de
biogas (WILKIE et al., 2000).

O sobrenandante gerado na digestdo anerobia da vinhaca ainda pode conter matéria
organica e alguns contaminantes, sendo necessario um tratamento adicional antes da sua
disposicdo final. Nesse sentido, tem sido estudado o tratamento aerébio com fungos
(Penicillium decumbens, Aspergillus niger, Flavadon flavus), leveduras (Citeromyces sp.),
bactérias (Bacillus sp., Pseudomonas sp.) e microalgas (Spirulina sp.) (JIRANUNTIPON et al.,
2008).
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Na adsorcédo, o carvdo ativado e utilizado como eficiente adsorvente dos poluentes
organicos através de reacfes quimicas e eletrostaticas (SEIXAS et al., 2016). A coagulacdo-
floculacdo envolve a adicdo de sais de aluminio ou de ferro como coagulante facilitando a
separacdo dos materiais suspensos no efluente (GUERREIRO et al., 2016). No processo de
ozonizagdo, 0 0zonio é solubilizado no efluente e 0 H202 aumenta a producdo de radicais
oxidantes como o radical hidroxila (HADAVIFAR et al., 2016). A oxidagdo eletroquimica
envolve os elétrons como principais reagentes para remocéo da cor do efluente (DASKALAKI
et al., 2013). E a eletrocoagulacdo € um complexo interdependente de processos, no qual a
geracdo de coagulantes por oxidacdo é realizada in situ através da dissociagdo de um anodo
(ESPANA-GAMBOA et al., 2011).

2.3  JUSTIFICATIVA

Com a perspectiva de aumento substancial da producdo de vinhaca e CO2, e tendo em
vista o controle sobre a disposicdo desses residuos, faz-se necessaria a busca por tecnologias
que visam redirecionar 0s mesmos para outros processos industriais de modo a agregar valor
econdémico. Embora a vinhaga possa ser potencialmente utilizada como uma fonte de nutrientes
e ja tenha sido descrito como substrato na obtencdo de biomassa fungica e bacteriana, poucos
sdo os relatos da utilizacdo desse residuo industrial na producao de biomassa microalgal. Nesse
caso, além de reduzir a toxicidade da vinhaca, as microalgas sdo capazes de biofixar CO;
contribuindo para a mitigacédo do efeito estufa.

Em 2010, Barrocal e colaboradores avaliaram o crescimento de Spirulina maxima em
meio de cultura suplementado com vinhaga de beterraba. Na ocasido a vinhaca foi inserida no
meio de cultura para reduzir o custo de producdo da biomassa. Em 2015, esse mesmo grupo
cientifico (COCA et al., 2015) descreveu o crescimento e o teor proteico de Spirulina platensis
novamente em meio suplementado com vinhaca de beterraba.

No Brasil, ja foram descritos o cultivo mixotrofico de Spirulina platensis utilizando
melago como substrato orgénico (ANDRADE & COSTA, 2007), o uso de vinhaca de cana-de-
acucar apos digestdo anaerdbia diluido em efluente doméstico para cultivo de Chlorella
vulgaris (MARQUES et al., 2013), o crescimento de Scenedesmus sp. em meio de cultura
suplementado com vinhaca de cana-de-acucar (RAMIREZ et al., 2014) e a codigestdo
anaerdbia de Chlorella sp. e Scenedesmus sp. com vinhaga de cana-de-agucar (FORMAGINI
etal., 2014).
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Mais recentemente, Calixto e colaboradores (2016) avaliaram o crescimento, a
composi¢do bioquimica e o perfil de &cidos graxos de Chlorella sp., Chlamydomonas sp.,
Lagerheimia longiseta e Pediastrum tetras em meio de cultura alternativo a partir de cana-de-
acucar e vinhaca. Ja Santana e colaboradores (2016), selecionaram 40 cepas de microalgas e
avaliaram o crescimento e a composicao bioquimica dessas em vinhaga de cana-de-agtcar sob
diferentes concentragdes.

Iniciado em 2013, o presente trabalho levou em consideracdo a quantidade de relatos
sobre a utilizacdo de vinhaca bruta no cultivo de microrganismos fotossintetizantes, sendo
justificavel a busca por outras possiveis espécies promissoras no tratamento de vinhaca, bem
como a avaliacdo da utilizacdo de vinhaca oriunda do bagaco de cana-de-agucar (principal
matéria-prima para a producao de bioetanol no Brasil). Em adicdo as justificativas acima, a
existéncia de grandes quantidades de carboidratos, proteinas e lipidios, entre outras
biomoléculas, em células de microalgas tem estimulado o desenvolvimento de pesquisas que

exploram o potencial biotecnoldgico dessa biomassa.
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CAPITULO 3
Materiais & Métodos

As principais etapas realizadas no presente trabalho sdo apresentadas na figura abaixo.

Caracterizacao da vinhaca

!

Escolha da microalga e da estratégia de cultivo mais promissora para obtencio de

biomassa a partir de residuos provenientes da industria de bioetanol

!

Otimizac¢ao das condicoes de cultivo visando a producio de biomassa

Etapas complementares: cultivos utilizando luz solar e separacao da biomassa obtida

por meio da floculacao

Figura 7. Fluxograma das principais etapas realizadas no presente trabalho. Fonte: autor, 2016.
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3.1 MICROALGAS E MEIOS DE CULTURA

As microalgas Chlorella vulgaris e Spirulina maxima foram doadas pelo prof. Armando
A. H. Vieira da Universidade Federal de Sdo Carlos (USFcar/SP). As cepas foram mantidas em
frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio esterilizado por autoclavagéo a 121
°C e 1 atm durante 20 min, exceto a solucdo de vitaminas que foi filtrada em membrana de
acetato de poro 0,22 um (SARTORIUS®). Os frascos foram mantidos sob agitacdo constante
de 110 rpm em movimento orbital de 25 mm (ETHIK TECHNOLOGY modelo 109-01),
intensidade luminosa de 20 pmol de fotons.m2.s™ provida por Iampadas fluorescentes em
fotoperiodo 12:12 h (claro:escuro) e temperatura de 25+2 °C. As células foram repicadas a cada
20 dias. A densidade de fluxo de fotons foi mensurada através de um sensor quantico LI1-190SA
(Li-Cor Inc., EUA) acoplado a um integrador radiométrico LI-250A (Li-Cor Inc., EUA). O
sensor foi localizado na superficie externa dos frascos Erlenmeyer.

A cepa C. vulgaris foi mantida em meio WC (GUILLARD & LORENZEN, 1972)
modificado composto por tampéo TRIS (0,5 g.L ™), NaNO3 (0,085 g.L ), NaHCO3 (0,0126 g.L-
1), CaCl2.2H,0 (0,03676 g.Lt), MgS04.7H0 (0,03697 g.L 1), KoHPO4 (0,00871 g.L ), H3BOs3
1% (0,1 mL.L1), solugdo de metais tragos (1 mL.L?) e solugdo de vitaminas (1 mL.L™%). A
solucéo de metais tragos foi composta de CuSO4.5H20 (0,0098 g.L 1), ZnS0O4.7H,0 (0,022 g.L-
), CoCl2.6H.0 (0,01 g.LY), MnCl..4H,0 (0,18 g.L'), NaMo00O4.2H,O (0,0063 g.L}),
Na,EDTA (4,36 g.L!) e FeCls.6H.0 (3,5 g.L ). A solugdo de vitaminas foi constituida de
tiamina (0,1 g.L %), cianocobalamina (0,0005 g.L™) e biotina (0,0005 g.L™). O pH inicial do
meio foi ajustado para 8,5 com HCI 1 M.

A cepa S. maxima foi mantida em meio AO (AIBA & OGAWA, 1977) modificado
composto de Na,COs3 (4,03 g.L), NaHCO3 (13,61 g.L 1), KoHPO4 (0,5 g.L ), NaNOs3 (2,5 g.L-
1), K2SO4 (1,0 g.L ™), NaCl (1,0 g.L™Y), MgS04.7H20 (0,2 g.L?), CaCl2.2H20 (0,04 g.L™?),
FeS04.7H20 (0,01 g.L ), Na,EDTA.2H,0 (0,08 g.L™?) e solugio de metais tragos (1 mL.L™).
A solucéo de metais tracos foi constituida de ZnS04.7H20 (0,22 g.L™), MnCl2.4H20 (1,81 g.L°
1, H3BOs (2,86 g.L!), Co(NO3)2.6H.0 (0,049 g.L!), Na;M00O4.2H,O (0,039 g.L?) e
CuS04.5H20 (0,079 g.L™). O pH inicial do meio foi ajustado para 9,5 com NaOH 1 M.
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3.2  VINHACA E CARACTERIZACAO

A vinhaca de cana-de-acucar foi obtida na Cooperativa Agroindustrial do Estado do Rio
de Janeiro (Usina Coagro) localizada no municipio de Campos dos Goytacazes/RJ. A vinhaca
coletada diretamente de colunas de destilagdo (~95 °C), foi acondicionado em garrafas de
polietileno de 5 L (figura 8), imediatamente transportado e armazenado a -4 °C até o momento

de utilizac&o.

Figura 8. Coleta da vinhaga na Usina Coagro. Fonte: autor, 2013.

A presenca de ions foi determinada por cromatografia de troca ibnica (METROHM
modelo 930 COMPACT IC FLEX). A deteccdo de cations foi realizada em uma coluna
METROSEP C4 250/4.0 com solucéo aquosa de HNOs (1,7 mM) e acido dipicolinico (0,07
mM) como eluente. As condigBes analiticas foram 0,9 mL.min%, 40 °C, 11,04 MPa e 20 L de
volume de amostra. Para a deteccdo de anions, foi utilizada a coluna METROSEP ASupp 5
150/4.0 com solucdo aquosa de NaHCO3 (1,0 mM) e Na2COz (3,2 mM) como eluente. As
condigdes analiticas foram 0,7 mL.min, 25 °C, 13,52 MPa e 20 pL de volume de amostra. A
curva de calibragdo foi construida usando padrdes da marca Fluka.

Os valores de pH, condutividade elétrica e salinidade foram mensurados através da
leitura em potencidmetro (ANALYSER COMERCIO E INDUSTRIA LTDA modelo 300),
medidor de condutividade elétrica (SEVEN COMPACT modelo S230) e refratbmetro
(INSTRUTHERM modelo RTS-101ATC), respectivamente. Os teores de carboidratos e
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proteinas totais foram quantificados através dos métodos colorimétricos fenol-acido sulfarico
(DUBOIS et al., 1956) e Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando curvas de calibracéo
(figuras Al e A2, apéndice) construidas a partir de D-glicose e albumina de soro bovino,
respectivamente. Demais caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégica foram avaliadas de
acordo com as metodologias analiticas descritas no Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (1976). Todo a vinhaca utilizada foi previamente filtrada em filtro de
poro 1,2 um e autoclavada, portanto alguns parametros também foram caracterizados apos
autoclavacdo. A tabela 5 lista as caracteristicas obtidas na amostra de vinhaca coletada, sendo

essa mesma amostra utilizada em todos 0s ensaios.

Tabela 5. Pardmetros caracterizados na vinhaga bruta. *Apds autoclavacdo: fragdo de levedura e proteinas foram
zeradas, carboidratos passaram para 2.119 mg.L, DBO passou para 2.649 mg.L' e DQO passou para 21.784
mg.LL.

Célcio 900 ppm
Cloro 1.930 ppm
Enxofre 453 ppm
Potassio 2.210 ppm
Sadio 570 ppm

pH 3,11
Condutividade elétrica 6,7 mS.cm
Salinidade 20 ppm
Carboidratos totais 3.909 mg.LY
Proteinas totais 139 mg.LY"
Solidos totais 22.803 mg.L?
Solidos dissolvidos! ~ 16.758 mg.L™*
Sélidos suspensos? 3.244 mg.L?
Soélidos volateis 13.821 mg.L*?
DBO 9.060 mg.Lt"
DQO 21.698 mg.L"
Nitrogénio amoniacal 3,4 mg.L*
Levedura >10 UFC.mLY*

1 Por¢3o do sélido total que transpassa por filtro de poro 1,2 um.
2 Porcdo do sélido total retida no filtro de poro 1,2 um.
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3.3 CONDICOES DE CULTIVO

Para obtencéo do indculo, as microalgas foram cultivadas em garrafas do tipo pet cristal
de 6 L contendo 5 L de meio de manutencéo esteril. As garrafas foram mantidas sob agitacédo
pneumatica, aeradas com ar filtrado proveniente de compressores de aquario com vazao de 800
cm®.mint, luminosidade de 70 umol de fotons.m.s em fotoperiodo 12:12 h e temperatura de
30+£3 °C. As células foram aclimatadas as condi¢des experimentais por trés geracoes e o indculo
utilizado na fase exponencial de crescimento.

Para escolher a microalga mais promissora no tratamento de vinhagca, estabelecer o tipo
de metabolismo mais eficiente para os fins e verificar a influéncia dessa decisdo na composigéo
bioquimica da célula, foi avaliado o crescimento de ambas as espécies sob condi¢bes
heterotrofica, mixotrofica e autotrdfica (secdo 3.3.1). Diferentes modos de fornecimento de
carbono orgénico e inorgénico também foram testados a fim de aprimorar a estratégia de cultivo
estabelecida (secdo 3.3.2). Na sequéncia, concentracdes de carbono organico e inorganico

foram otimizadas por meio da metodologia de Superficie de Resposta (se¢do 3.3.3).

3.3.1 ESCOLHA DA MICROALGA E DA ESTRATEGIA DE CULTIVO MAIS
PROMISSORA

O indculo obtido foi transferido para garrafas de 6 L contendo 5 L de meio, de modo
que a concentragio inicial de C. vulgaris e S. maxima foi 0,05 e 0,02 g.L ™%, respectivamente.
Sob condicdo heterotrofica, os cultivos ocorreram na auséncia de luminosidade e em meios
suplementados com vinhaga nas concentragfes 0,1% v/v e 1% v/v. Em condi¢do mixotrofica,
os cultivos foram mantidos sob luminosidade de 70 pmol de fétons.m2.s"* em fotoperiodo 12:12
h e os meios novamente suplementados com vinhaga nas concentragdes 0,1% v/v e 1% V/v.
Para controle, foram conduzidos ensaios sob condicdo autotréfica com luminosidade de 70
umol de fotons.m2.s"t em fotoperiodo 12:12 h e auséncia de vinhaga.

Todos os cultivos, conduzidos em batelada simples, foram mantidos sob aeragdo com
ar filtrado proveniente de compressores de aquério com vazdo de 800 cm®.min* e temperatura
de 30+3 °C. O pH inicial dos cultivos de C. vugaris e S. maxima, ap0s acréscimo de vinhaca,
foi ajustado para 8,5 e 9,5, respectivamente. O crescimento celular foi avaliado através de
registros diarios (se¢do 3.3.4). A figura 9 retrata os cultivos mantidos sob condi¢bes

heterotrofica e autotréfica.
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A biomassa produzida foi coletada por centrifugacédo (CIENTEC modelo CT6000R) a
3.500 rpm (ou 2607 g) e 20 °C durante 10 min. Apds centrifugacdo, a biomassa de S. maxima
foi lavada com NH4sHCO3 0,5 M para remocdo do excesso de sal (ZHU & LEE, 1997). As
biomassas foram liofilizadas (TERRONI modelo LT600) e estocadas a 4 °C até o momento da

andlise bioquimica (secdo 3.4).

Figura 9. Cultivo microalgal em garrafas do tipo pet cristal. Primeira prateleira com cultivo heterotréfico (auséncia
de luminosidade e meio de cultura suplementado com vinhaga) e segunda prateleira com cultivo autotrofico
(presencga de luminosidade e auséncia de vinhaga). Para o cultivo mixotrofico utilizou-se a segunda prateleira
(presenca de luminosidade e meio de cultura suplementado com vinhaga). Fonte: autor, 2014.

3.3.1.1 CULTIVO CICLICO EM DUAS ETAPAS

O indculo de S. maxima foi transferido para garrafas de 6 L contendo 2,5 L de meio AO,
de modo que a concentracéo inicial de células foi 0,05 g.L%. O Cultivo Ciclico em Duas Etapas
(CCDE) corresponde ao crescimento sob condi¢Ges autotréfica durante a fase clara do
fotoperiodo (12 h) e heterotrofica durante a fase escura (12 h). Na fase autotrofica, as células
foram iluminadas com 70, 100, 150 e 200 pumol de fétons.m?.s™ a depender da coloragéo do
meio decorrente da adicdo de vinhaca. Ja na fase heterotrofica, o cultivo foi mantido sob
auséncia de luminosidade, sendo as células alimentadas com vinhaga. No inicio de cada fase

escura, as células foram alimentadas com vinhaca via substituicdo de 75 mL de suspensdo
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celular por 75 mL de vinhaga, de modo que o volume da garrafa fosse constante (2,5 L) e 0
meio suplementado (batelada alimentada) com vinhaga a 3% v/v durante 7 dias.

Apbs 7 dias de CCDE, parte da suspenséo celular foi coletada (75%) enquanto parte
(25%) foi utilizada como indculo de novo cultivo, sendo esse processo em “corte” chamado de
regime semicontinuo. Dois principais esquemas de cultivo semicontinuo foram testados: (i)
Ciclo | de CCDE durante 7 dias + Ciclo Il de CCDE durante 3 dias; (ii) Ciclo | de CCDE
durante 7 dias + cultivo autotrofico de 5 dias (intervalo para restabelecer o crescimento celular)
+ Ciclo Il de CCDE durante 7 dias + intervalo autotrofico de 3 dias + Ciclo |11 de CCDE durante
7 dias.

Os cultivos foram mantidos sob aera¢do com ar filtrado e temperatura de 303 °C. O
pH inicial de 9,5 foi periodicamente ajustado com NaOH 1 M na fase heterotrofica apos
batelada alimentada de vinhaca. O crescimento celular foi avaliado diariamente, sendo a
biomassa produzida nos Ciclos I, 11 e 11l de CCDE centrifugada (3.500 rpm e 20 °C durante 10
min), lavada (NH4sHCO3 0,5 M), liofilizada e estocada (a 4 °C) até o momento da anélise

bioquimica.

3.3.2 FORNECIMENTO DE CARBONO ORGANICO E NIVEL DE CARBONO
INORGANICO DISSOLVIDO

O inoculo de S. maxima foi transferido para garrafas de 4 L contendo 2 L de meio AO
e concentracéo inicial de células igual a 0,05 g.L™. A fim de aprimorar o cultivo estabelecido
(CCDE), foram avaliadas diferentes estratégias de fornecimento de vinhaca durante a fase
heterotréfica. Alteracdes no nivel de CID foram observadas através de modificagdes no influxo
de COzno cultivo e na concentracdo de HCO3 no meio de cultura. Na fase autotrofica, as células
foram iluminadas com 70 pmol de f6tons.m™2.s durante os 3 dias iniciais e 150 pmol de
fotons.m2.s! durante os 4 dias finais. Para cada estratégia investigada, um cultivo controle
autotrofico foi conduzido sob as mesmas condi¢fes experimentais, inclusive iluminacao (70-
150 pmol de fotons.m2.st). Todos os cultivos foram mantidos por 7 dias sob aeragdo com ar
filtrado e temperatura de 303 °C. O pH inicial de 9,5 foi periodicamente ajustado com NaOH
1 M na fase heterotrofica apds o fornecimento de vinhaca e o crescimento celular avaliado

diariamente.
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3.3.2.1 INJECAO DE VINHACA

O fornecimento de vinhaca, no inicio de cada fase heterotréfica, ocorreu via substitui¢éo
de 60 mL de suspensdo celular por 60 mL de vinhaca resultando em meio suplementado com
vinhaca a 3% v/v. Dois modos de fornecimento de vinhaca foram testados: (i) injecéo
fracionada de substrato, provido em trés instantes de tempo, com adi¢do de 20 mL de vinhaga
a cada 4 h da fase escura do fotoperiodo; (ii) injecdo unica de substrato com adicdo de 60 mL
de vinhaca no inicio da fase escura. Além do cultivo controle, a injecdo fracionada de substrato
foi conduzida em CCDE com meio AO substituido por dgua destilada estéril e tampdo Na,COs
(4,03 g.L 7).

3.3.2.2 INJECAO DE CO:

Inicialmente, a influéncia do influxo de CO2 no crescimento celular foi analisada sob
condicdes autotroficas. Os cultivos foram aerados com ar comprimido filtrado na vazao de 80
mL.min enriquecido de CO2 a 10% v/v. As taxas de ar comprimido e CO, foram mensuradas
por meio de rotdmetros de gas (APPLITECH®) com leitura na faixa 1-2,4 L.min* e 0,5-1,3
L.min, respectivamente. Dois modos de operacgdo foram testados: (i) injecdo de CO- durante
a fase clara do fotoperiodo (12 h); (ii) injecdo continua de CO2 (24 h). Na sequéncia, foi
observada a influéncia da densidade celular em cultivo enriquecido de CO». A injecdo continua
de CO: foi analisada em cultivo autotrofico com concentracdo inicial de células igual a 0,45

g.L . Nessa situacdo, o cultivo controle foi conduzido com a mesma concentragéo celular.

3.3.2.3 CONCENTRACAO DE HCO3

Inicialmente, a interferéncia da concentragdo de HCO3 no meio de cultura sobre o
crescimento celular foi investigada sob condicdo autotréfica sem enriquecimento de CO». As
células foram cultivadas em meio AO reduzido em 50% de NaHCO:3 (i.e., reducédo de 13,61
para 6,81 g.L ). Em seguida, o efeito da reducéo de HCO3 foi observado em CCDE com injegéo
fracionada de vinhaga. Por fim, foi observado o efeito simultaneo da redugéo de HCO3 em

CCDE com injecdo fracionada de vinhaga e influxo continuo de CO>.
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3.3.2.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados obtidos nas sec¢des 3.3.1 e 3.3.2 foi conduzida segundo
Himmelblau (1970). A analise empregou estimadores de Média (Y), de Variancia (SZ) e de

Desvio Padrdo da Amostra (Sy), calculados via Egs. (1), (2) e (3), respectivamente.

_ (Zk=1Xk (D)
Y = (Re)
SZ _ (2113=1(Xk_y)2) (2)
Y- (n-1)
Sy = +/S2 ©)

onde n é numero de réplicas e Xk é a resposta observada do ensaio k. As curvas de crescimento
e analise bioguimica foram observadas em triplicata (n=3) e duplicata (n=2) independentes,
respectivamente. A populagao de respostas obtidas {X«} segue uma Distribui¢cdo Normal N com

média 6« e variancia 92 e distribuicdo X* com n-1 Graus de Liberdade como demonstrados na
Eq. (4).

2 _ 2
ron(enT)  TEToXi. o COVWSH =0 @

onde COV € variancia-covariancia. O objetivo da analise estatistica é inferir os valores corretos
de 6x e 2 para abordar incertezas e/ou erros associados aos dados obtidos. A partir da Eq. (4)

e do teorema t, forma-se a Eq. (5) obedecendo o t-Student com n-1 Graus de Liberdade.

Y—0y

t
2 ) n—-1
/SY
n

O valor de o permite t;_,,, ser a abcissa na distribuicao t

()

n.—1 tal que o intervalo
[_tl—a/ZJtl—a/Z] tem probabilidade 1-a, ou seja, (_tl—a/z <t< tl—a/z) = (1-o). Assim, 0
valor correto de 6x pode ser localizado dentro de um intervalo de confianga centralizado em Y

com probabilidade (1-a)*100% como demonstra a Eq. (6).

Y =ty a/p/SE/M < 0, SY + t1_q/0/SE/0 (6)
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Toda a analise foi baseada no limite de confianca de 95% (a = 0,05). Os gréficos sdo plotados
com valores de Y e as barras verticais representam Sy (Y£Sy). As tabelas A1-Al1l (apéndice)

apresentam a analise estatistica dos dados obtidos.

3.3.3 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE CULTIVO

O inoculo de S. maxima foi transferido para garrafas de 4 L contendo 2 L de meio AO
e concentragdo inicial de células igual a 0,06 g.L™. As concentracdes de carbono fornecidas
durante o CCDE foram otimizadas aplicando a metodologia de Superficie de Resposta (SR).
Um planejamento fatorial completo 32 foi utilizado como design experimental para otimizar a
concentracdo de vinhaca (1,5-4,5% v/v, Xi1) fornecida durante a fase heterotrofica e a
concentragdo de HCO3 (2,72-10,9 g.L!, X,) presente no meio AO. A tabela 6 indica a
configuracdo experimental e os niveis das variaveis independentes (input) da SR.

A vinhaca, injetado de forma fracionada, foi provido em trés instantes de tempo (i.e.,
para 1,5% v/v ou 30 mL, foram adicionados 10 mL de vinhaga a cada 4 h da fase escura do
fotoperiodo. Para 3% v/v ou 60 mL, foram adicionados 20 mL de vinhaga a cada 4 h. Para 4,5%
v/v ou 90 mL, foram adicionados 30 mL de vinhaca a cada 4 h). O volume da garrafa manteve-
se constante (2 L) via substituicdo do volume de suspensdo celular pelo volume de vinhaca. Na
fase autotrdfica, as células foram iluminadas com 70 pumol de fotons.m2.s durante os 2 dias
iniciais e 150 pmol de fétons.m.s™ durante os 3 dias finais.

Foram realizados um total de 9 ensaios com 3 repeticGes no ponto central. Todos 0s
cultivos foram mantidos por 5 dias sob aeragdo com ar filtrado e temperatura de 30+3 °C. O pH
inicial de 9,5 foi periodicamente ajustado com NaOH 1 M na fase heterotréfica apds batelada
alimentada de vinhaca. O crescimento celular foi avaliado diariamente e a biomassa obtida
processada para posterior analise. Como variaveis dependentes (output), foi verificada a
maxima taxa especifica de crescimento, a produtividade em biomassa e a composicéo

bioquimica celular.
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Tabela 6. Configuracéo experimental e niveis das varidveis input da Metodologia SR.

Ensaio X Xe Replicas
Vinhaca (% v/v) Nivel NaHCOs(g.L) Nivel
1 4,5 1 6,81 0 1
2 4,5 1 10,9 1 1
3 3,0 0 10,9 1 1
4 1,5 -1 10,9 1 1
5 1,5 -1 6,81 0 1
6 15 -1 2,72 -1 1
7 3,0 0 2,72 -1 1
8 4,5 1 2,72 -1 1
9 3,0 0 6,81 0 3

3.3.3.1 MODELO, ANALISE ESTATISTICA E VALIDACAO DA SUPERFICIE DE
RESPOSTA

Um modelo empirico com estrutura polinomial quadratica (Eq. 7) foi obtido através da

SR para prever a maxima taxa especifica de crescimento a partir das variaveis input Xy e Xo.
Y = Bo.+B1. X1 + Bo- Xy + B3. X1. Xp + B4 XT + 5. X3 (7

onde f1 e f2 s@o coeficientes de regressdo linear; 3 é coeficiente de regressdo interativo; fa e
Ps sdo coeficientes de regressdo quadratica e fo € um termo constante.

A analise empregou estimadores da variancia fundamental (¢2) - S2, S2 e S2 - usados
como indicadores da qualidade dos dados obtidos. A Soma de Quadrados de Residuos Modelo-
Médias (S3), a Soma de Quadrados de Residuos Réplicas-Médias (SZ) e a Soma de Quadrados
de Residuos Modelo-Réplicas (SZ) foram calculadas segundo Himmelblau (1970) via Egs. (8),

(9) e (10), respectivamente.

SVE py(VE-1,) I N 8)
mE DFR = Ng — (g + 1), YE===21

SE=
R P;
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ShE L (vE-TFy? 9)
Sf === ——, DFL=3 P — N

ShE 3L (B9 (10)
Sp="2E A — DFY =REP—(q+1)

onde i e j sdo indices de ensaios e réplicas, respectivamente; Ne e P; sdo nimeros de ensaios e

replicas, respectivamente; Y¥e ¥,sdo as respostas observada e predita do ensaio i,

respectivamente; Yl.f. ¢ a resposta observada da réplica j no ensaio i; DFR, DFL e DFY sédo

numeros de Graus de Liberdade associados as variancias 52 , S2 e SZ, respectivamente e q + 1
€ 0 numero de parametros do modelo.

O teste Fisher (F-test) para mensurar a significancia de parametros do modelo de
regressdo, os limites de confianca do parametro (CLF) e os limites de confianca dos dados
observados (CLE) foram calculados (HIMMELBLAU, 1970) via Egs. (11), (12) e (13),

respectivamente.

2
F — test = ‘;'—IL* (11)
CLP = t1_a/2.+/SE (12)
CLE = tl_a/z.\/s_g (13)

onde t;_,,, € a abscissa t-Student com apropriados Graus de Liberdade e probabilidade
(_tl—a/z <t< tl—a/z) = (1-a)*100%. Toda a analise foi baseada no nivel de confianga de
95% (a = 0,05), sendo p < 0,05 considerado estatisticamente significante. A validacdo do
modelo de SR foi conduzida em triplicata, em ensaios utilizando os niveis 6timos de variaveis

input. O modelo e os graficos da SR foram gerados através do programa MATLAB (The
Mathworks Inc.).

3.3.3.2 CONSUMO DA MATERIA ORGANICA PRESENTE NA VINHACA

A remogdo de matéria organica da vinhaca foi observada sob condigdes 6timas de
cultivo (ensaios de validacdo do modelo de SR) através da DBO e DQO, ambas avaliadas

conforme procedimentos descritos no Standard Methods for the Examination of Water and
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Wastewater (1976). A remocgdo de ions foi avaliada através da leitura em medidor de
condutividade elétrica.

3.3.4 PARAMETROS DO CULTIVO

O crescimento celular foi monitorado pela leitura da densidade Optica em
espectrofotometro (SHIMADZU modelo U-1800 EGN 120V) a 730 nm (DO7zonm), Sendo a
DO730nm corrigida em fungéo da concentragdo de vinhaga adicionada. A curva de crescimento
foi construida a partir dos valores de peso seco (g.L 1) em escala logaritmica. A DOz3onm de C.
vulgaris e S. maxima foi correlacionada (figura A3, apéndice) com o peso seco X via Egs. (14)

e (15), respectivamente.

x = LOrz0mm), R? = 0,987 (14)
3,7464

X — (D0730nm)’ RZ — 0‘995 (15)
1,8158

O peso seco foi determinado por meio da filtracdo a vacuo da suspensdo celular em
membranas de fibra de vidro de poro 0,45 um (SARTORIUS®) previamente pesadas. As
membranas contendo biomassa de S. maxima foram ainda lavadas com NH4sHCO3 0,5 M. Apds
filtracdo e lavagem, as membranas foram secas em estufa (ICAMO modelo 3) a 100 °C até peso
constante. As membranas secas foram resfriadas em dessecador e pesadas novamente. O peso
seco foi calculado a partir da diferenca entre o peso final e 0 peso inicial da membrana.

A maxima taxa especifica de crescimento (i, d*) foi determinada na fase exponencial
via Eq. (16).

= ()in(22) e

onde t é o tempo total de crescimento exponencial (d); X e Xi sdo concentracdes final e inicial
da cultura (g.L) em t, respectivamente. A produtividade em biomassa no final do cultivo
(mg.Lt.d?) foi o quociente da concentragio de biomassa produzida (mg.L™) pelo tempo total
de cultivo (d).
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34 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DA BIOMASSA PRODUZIDA

34.1 CARBOIDRATOS TOTAIS

Os carboidratos totais foram extraidos de acordo com o método descrito por Myklestad
& Haug (1972). Para o preparo do extrato, foi utilizado 0,03 g de biomassa seca para cada 2
mL de acido sulfurico concentrado. A mistura foi incubada em banho a 4 °C por 20 h. O extrato
foi diluido pela adicéo de 6 mL de agua destilada e filtrado a vacuo em membrana de fibra de
vidro de poro 0,45 pm (SARTORIUS®). O teor de carboidratos totais foi determinado pelo
método fenol-acido sulfdrico (DUBOIS et al., 1956). Uma aliquota de 1 mL do extrato diluido
foi transferida para outro tubo onde foram adicionados 0,5 mL de fenol 3% e 2,5 mL de &cido
sulfurico concentrado. A amostra repousou por 10 min, sendo agitada e novamente repousada
em banho a 25 °C por mais 10 min. A absorvéancia foi obtida a 490 nm (SHIMADZU modelo
U-1800 EGN 120V). A curva de calibracdo (figura A4, apéndice) foi construida usando D-

glicose como padréo.

3.4.2 PROTEINAS TOTAIS

O conteldo de proteinas totais foi obtido pela multiplicacdo do contetdo de nitrogénio
total (%) pelo fator de converséo especifico 4,22 (LOURENCO et al., 2004). O nitrogénio total
foi quantificado por analise elementar CHN (%), utilizando 1,7 mg de biomassa seca para
combustdo a 1075 °C em analisador elementar (Perkin-Elmer CHN analyzer modelo 2400). O
contetdo de nitrogénio presente na biomassa foi convertido em gas e quantificado por célula

de condutividade térmica. Acetanilida foi usada para calibracéo.

3.43 LIPIDIOS TOTAIS

A extracdo de lipidios foi realizada pela mistura cloroformio:metanol (2:1) assistido por
ultrassom (SANTOS et al., 2015). Foi utilizado 0,5 g de biomassa seca para cada 36 mL da
mistura de solventes. A mistura foi submetida ao banho ultrassénico (UNIQUE modelo USC-
1400A) sob 40 kHz por 20 min a temperatura ambiente. Apos filtracdo a vacuo em membrana

de fibra de vidro de poro 0,45 um (SARTORIUS®), a fase organica foi coletada e transferida
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para outro tubo onde foram adicionados 9 mL de KCI 0,88%. Ap6s remogao da fase superior
com o auxilio de uma pipeta, a fase inferior foi lavada pela adi¢do de 4,5 mL da mistura
cloroférmio:metanol:agua (3:48:47). A lavagem foi repetida duas vezes, sendo a fase superior
coletada e seca em estufa a 40 °C até peso constante. O conteudo de lipidios totais foi

determinado por gravimetria.

344 CINZAS

O teor de cinzas foi estimado por calcinagdo da biomassa seca em forno mufla
(HELRICH, 1990). As cinzas foram obtidas a partir da filtracdo a vacuo da suspensdo celular
em membranas de fibra de vidro de poro 0,45 um (SARTORIUS®), previamente pesadas, e
tratamento em forno mufla (QUIMIS modelo Q318M21) a 450 °C por 1 h. Apds resfriamento
em dessecador, as membranas foram pesadas novamente. O teor de cinzas foi calculado a partir

da diferenca entre o peso inicial e o peso final da membrana.

3.5 CULTIVOS UTILIZANDO LUZ SOLAR

Os cultivos utilizando luz solar foram realizados visando observar o comportamento
celular em face das oscilacBes ambientais de luminosidade e temperatura e, supostamente,
projetar o CCDE em fotobiorreator com captacao solar. A média e variancia (n=2) (tabela A12,
apéndice) foram conduzidas conforme descrito na secéo 3.3.2.4.

O in6culo de S. maxima foi transferido para garrafas de vidro transparente de 10 L
contendo 8 L de meio AO estéril e concentragdo inicial de células igual a 0,05 g.L™. Sob
condicéo autotrdfica, os cultivos foram conduzidos em batelada simples, aerados com ar filtrado
proveniente de compressores de aquario com vazado 800 cm®.mint e iluminados por luz solar
de dois modos: (i) iluminacéo em periodo matutino (i.e., 9 h as 12 h); (ii) iluminagdo em periodo
matutino e vespertino (i.e., 9 h as 15 h). Para controle foi utilizado o cultivo autotréfico
iluminado por luz artificial (i.e., 6 h as 18 h). O pH inicial dos cultivos foi ajustado para 9,5
com NaOH 1 M. As oscilagdes na luminosidade e temperatura decorrentes das variacdes
ambientais foram acompanhadas durante todo o dia e o crescimento celular avaliado
diariamente. A figura 10 retrata o cultivo mantido sob iluminacao solar.
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Figura 10. Cultivo microalgal iluminado por luz solar em periodo matutino as 16 h. Fonte: autor, 2016.

36 SEPARACAO DE BIOMASSA POR MEIO DA FLOCULAGCAO

Os ensaios de floculacdo visaram explorar a acdo de vaclolos gasosos presentes em S.
maxima para processos dowstream de separacdo de biomassa. A média e variancia (n=2)
(tabelas A13-A14, apéndice) foram conduzidas conforme descrito na se¢do 3.3.2.4.

Foi verificada a separacdo solido-liquido da biomassa produzida durante cultivos
autotroficos ao longo do presente trabalho. A separacdo quimica ocorreu em provetas contendo
50 mL de suspenséo celular onde foi adicionado 1 mL de NaOH nas concentragdes 1 M, 2 M,
3 M, 4 Meb5 M. As suspensdes foram homogeneizadas trés vezes e incubadas a 25 °C durante
90, 120 e 150 min. Para avaliar a interferéncia da composicdo bioquimica sobre 0 mecanismo
de floculacdo, a separacdo soélido-liqguido mediada por NaOH também foi realizada com
biomassa na fase exponencial de crescimento.

Apos o tempo de incubagdo, foi retirada uma aliquota na porcéo inferior da coluna de
suspensdo celular. A eficiéncia do processo de separacdo foi verificada pela reducdo da
densidade 6ptica (DO730nm), a qual foi calculada a partir da diferenca entre a DO730nm Obtida

antes da adicdo de NaOH e a DOv7z0nm Obtida ap6s incubacéo. Variagdes no pH também foram
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avaliadas ap6s incubacdo e a integridade celular foi observada por microscopia éptica
(BIOVAL modelo L1000B).
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CAPITULO 4
Resultados & Discussao

41  ESCOLHA DA MICROALGA E DA ESTRATEGIA DE CULTIVO MAIS
PROMISSORA

O crescimento das microalgas em meio de cultura suplementado ou ndo com vinhaca
foi acompanhado sob condicdes heterotréfica, mixotrofica e autotrofica. A figura 11 apresenta
o crescimento de C. vulgaris mantido por 10 dias sob diferentes regimes. A maxima densidade
celular registrada sob condi¢cdes heterotréfica (meio contendo 0,1% v/v de vinhaga),
mixotrofica (meio contendo 1% v/v de vinhaga) e autotréfica foi 0,109 g.L %, 0,160 g.L e 0,143
g.L%, respectivamente. Nessas condigGes, as maximas taxas especificas de crescimento
variaram entre 0,21-0,36 d.

Concentragao celular (gL1)

0,01

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo (d)

Figura 11. Crescimento de Chlorella vulgaris sob diferentes regimes. (--¢--) Cultivo heterotr6fico em meio
contendo 0,1% v/v de vinhaga. (--m--) Cultivo heterotréfico em meio contendo 1% v/v de vinhaga. ( ) Cultivo
mixotrofico em meio contendo 0,1% v/v de vinhaga. (--=--) Cultivo mixotréfico em meio contendo 1% v/v de
vinhaga. (-- A --) Cultivo autotrdfico.

No caso de S. maxima, o cultivo heterotrofico alcancgou a fase estacionaria entre 2-4 dias
de crescimento (figura 12) apresentando maxima concentracgdo celular (em meio contendo 1%
v/v de vinhaca) de 0,198 g.L%. J4 os cultivos mixotrofico e autotréfico mantiveram-se em fase
exponencial por mais tempo. Apds 25 dias, foi produzido 0,716 g.L* de biomassa sob condic&o
mixotréfica (meio contendo 1% v/v de vinhaga). O cultivo autotrofico apontou uma producao

de biomassa cerca de 20% menor do que os cultivos mixotroficos. O crescimento de S. maxima



Resultados & Discussao 49

sob diferentes regimes influenciou as méaximas taxas especificas de crescimento. Os cultivos
heterotroficos contendo meio suplementado com 0,1% e 1% v/v de vinhaca indicaram maxima
taxa especifica de crescimento de 0,54 d* e 1,47 d*, respectivamente. No cultivo autotréfico a
taxa de crescimento foi 0,97 d*, enquanto os cultivos mixotréficos obtiveram valores entre
0,84-1,34 d.

Embora a espécie de C. vulgaris esteja entre as mais estudadas, apresentando inimeros
dados na literatura, a cepa de C. vulgaris empregada no presente trabalho ndo demonstrou ser
propicia ao consumo de carbono organico devido a caracteristicas como baixa densidade celular
e facil contaminacdo na presenca de vinhaca (dados ndo apresentados). Enquanto a presenca de
carbono orgénico no cultivo heterotréfico de S. maxima pode aumentar a taxa especifica de
crescimento na fase exponencial, a associacao entre a intensidade luminosa e a vinhaga no
cultivo mixotrofico pode aumentar a biomassa produzida na fase estacionaria.

Esses resultados sugerem que existe uma sinergia entre iluminagéo e vinhaga durante o
cultivo de S. maxima, a qual pode ser explorada por meio da estratégia de Cultivo Ciclico em
Duas Etapas (CCDE) empregando condig¢des autotrdfica durante a fase clara do fotoperiodo (12
h) seguida de condicdo heterotrofica durante a fase escura (12 h). O fornecimento de vinhaca
como fonte de carbono orgénico pode proporcionar o crescimento noturno e reduzir substancial
perda respiratoria, de modo a impactar significativamente a produtividade em biomassa e 0
rendimento de biomoléculas especificas.

Sabe-se que ciclos claro:escuro durante o fotoperiodo tém impacto direto no balango
fotossintese:respiragdo. Como alternativa para aumentar a taxa fotossintética e reduzir a perda
de biomassa durante a respiracao, alguns estudos tém descrito o cultivo intermitente em ciclo
claro (KIM et al., 2011; LI et al., 2015a), a insercdo de painel LED gerando fotoperiodo
altamente controlado (CHOI et al., 2013; WAGNER et al., 2016), aléem de mudancas na
temperatura de cultivo durante o ciclo escuro (OGBONNA & TANAKA, 1996; WANA et al.,
2014). Nesse sentido, o CCDE aplicado no inicio de cada fotoperiodo € uma estratégia,
ambientalmente correta, para manter a célula em crescimento continuo sem perdas de biomassa
(OGBONNA & TANAKA, 1998).

As vantagens de escolher Spirulina sp. para o tratamento de vinhaga incluem: (i)
ocorréncia natural em meio alcalino, sendo uma condicdo natural que reduz a presenca de
contaminantes bioldgicos; (ii) crescimento 6timo em temperatura acima de 25 °C de maneira
gue a alta densidade de fluxo de fétons pode provocar o aumento da temperatura sem
comprometer o crescimento celular; (iii) alta taxa de crescimento e robustez (caracteristicas de
cianobactéria) (HABIB et al., 2008).
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Uma vez escolhida, apenas a biomassa da S. maxima foi avaliada (figura 13) quanto a
composic¢do bioguimica. Sob condig¢des autotréfica e mixotrédfica, a composicao bioquimica da
biomassa nao foi significativamente diferente. O conteldo em peso seco de carboidratos,
proteinas e lipidios variou entre 4,5-6,4%, 73,9-76,5% e 9,9-11,5%, respectivamente. O teor de
cinzas, aproximadamente constante, foi 5,2%. A figura 14 retrata os meios de cultura de S.

maxima sob diferentes momentos e regimes.

o
—

Concentragao celular (gL™1)

0’01 ; L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
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Figura 12. Crescimento de Spirulina maxima sob diferentes regimes. (--¢--) Cultivo heterotréfico em meio
contendo 0,1% v/v de vinhaga. (--m--) Cultivo heterotréfico em meio contendo 1% v/v de vinhaga. (--x--) Cultivo
mixotrdfico em meio contendo 0,1% v/v de vinhaga. (--¢--) Cultivo mixotréfico em meio contendo 1% v/v de
vinhaga. (-- A --) Cultivo autotrofico.
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Figura 13. Composicdo bioquimica da biomassa de Spirulina maxima obtida ap6s 25 dias de cultivo sob diferentes
regimes. (M) Carboidratos. (l) Proteinas. (M) Lipidios. (") Cinzas. (") Outros.
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Figura 14. Meios de cultura de Spirulina maxima sob diferentes momentos e regimes. Colunas 1, 2, 3 e 4
representam meios de cultura antes do indculo de células, imediatamente apds o inéculo de células, apds 25 dias
de cultivo e ap6s a separacdo celular por centrifugacéo, respectivamente. Linhas A, B e C representam os cultivos
autotréfico, mixotréfico com meio contendo 0,1% v/v de vinhaca e mixotréfico com meio contendo 1% v/v de
vinhaca, respectivamente.
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4.1.1 CULTIVO CICLICO EM DUAS ETAPAS

No CCDE de S. maxima, as celulas foram iluminadas durante a fase autotréfica (12 h)
e alimentadas com vinhaca a 3% v/v durante a fase heterotréfica (12 h). As figuras 15 e 16
apontam os dois principais esquemas de cultivo semicontinuo testados. Apés 7 dias de CCDE,
foi produzido 0,495 g.L de biomassa com maxima taxa especifica de crescimento de 1,13 d*!
(Ciclo I). No 7° dia de cultivo, 75% da suspensao celular foi coletada e substituida por volume
igual de meio de cultura suplementado com vinhaca a 3% v/v (Ciclo Il de CCDE). O
encadeamento de CCDE demostra baixo crescimento celular no Ciclo Il em relagéo ao Ciclo |
(figura 15).

Uma possivel razdo para a ineficiéncia do Ciclo I, em subsequéncia, € a auséncia de
um intervalo autotréfico de poucos dias para clarificar a suspenséo e restabelecer o crescimento
celular. Isso porque a batelada alimentada de vinhaca durante a fase escura do fotoperiodo altera
a coloragdo do meio de cultura impedindo a penetracdo de luz durante a fase clara. Ensaios
preliminares em meios suplementados com vinhaga em concentracdes superiores a 10% v/v nao

induziram crescimento celular (dados ndo apresentados).

Ciclo | Ciclo 1l

< _ > +—— — >

Concentragao celular (gL™)
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Tempo (d)
Figura 15. Crescimento de Spirulina maxima em cultivo semicontinuo. Ciclo I representa 0 CCDE com corte de

75% da suspenséo celular no 7° dia e substitui¢do por volume igual de meio de cultura suplementado com vinhaca
a 3% v/v iniciando o Ciclo Il de CCDE.
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Como alternativa para restabelecer o crescimento celular, foram testados Ciclos de
CCDE com intervalos autotroficos de 5 e de 3 dias (figura 16). Assim, no 7° dia de cultivo,
75% da suspenséo celular foi coletada e substituida por volume igual de meio de cultura sem
vinhaca. Ao 12° dia, 86% da suspensao celular (a fim de que a concentracdo inicial de células
fosse constante em todos os Ciclos) foi substituida por meio de cultura contendo 3% v/v de
vinhaca (Ciclo Il de CCDE). Ao término do Ciclo 11, foi obtido 0,609 g.L! de biomassa, sendo
75% da suspenséo celular novamente substituida por meio de cultura sem vinhaca. Ao 22° dia,
75% da suspensao celular foi substituida por meio de cultura com vinhaca dando inicio ao Ciclo
I11 de CCDE com a produgcéo final de 0,585 g.L™ de biomassa. As maximas taxas especificas
de crescimento nos Ciclos 11 e 111 foram 1,09 d* e 0,52 d*?, respectivamente.

L Ciclo | Intervalo | Ciclo Il Intervalo Il Ciclo Il
[ < > +“————» « > “—>r 4>

Concentragao celular (gL-')
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0 2 4 5 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Tempo (d)

Figura 16. Crescimento de Spirulina maxima em cultivo semicontinuo com intervalos autotréficos. Ciclos I, 1l e
111 representam o CCDE intercalados por intervalos de 5 e de 3 dias sob condi¢fes autotréficas, respectivamente.

Em comparagéo ao cultivo autotrofico de S. maxima (figura 12), densidades celulares
similares (0,495-0,609 g.L ™) foram obtidas entre 22-25 dias decorridos de cultivo, portanto a
estrategia de CCDE permite manter a célula em crescimento continuo sem substancial perda
respiratoria. Como consequéncia, o tempo de cultivo pode ser reduzido (7 dias) sem
comprometer a produtividade em biomassa.

Sob condicéo autotrofica, o pH do cultivo aumenta gradualmente durante a fotossintese
devido a conversdao de HCO3; a CO2 consumindo prétons (HCO;+H* & H,CO; « CO, +
H,0) (SWARNALATHA et al., 2015). Sendo a vinhaca predominantemente acida, a batelada
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alimentada durante a fase heterotréfica reduz o pH do meio de cultura tal que o pH durante o
CCDE pode alcancar valores fora da faixa 6tima de crescimento (dados ndo apresentados). Para
prevenir variacdes de pH com efeito negativo sobre o crescimento de S. maxima, o pH inicial
foi periodicamente ajustado mantendo as caracteristicas basicas do meio de cultura. A figura
17 exibe os valores de pH (9,4-9,8) no meio de cultura durante os Ciclos e intervalos de CCDE.
A variacéo na densidade de fluxo de fotons (70-200 pmol de fétons.m2.s:, figura 18) também
é consequéncia da batelada alimentada de vinhaca, visto que a coloracdo do meio é alterada

impedindo a penetracdo de luz durante a fase clara.
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Figura 17. Valores de pH no meio de cultura durante os Ciclos e intervalos de CCDE.
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Figura 18. Luminosidade estimada na superficie externa das garrafas de cultura durante os Ciclos e intervalos de
CCDE.
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A andlise bioquimica da biomassa produzida nos Ciclos de CCDE néo foi
significativamente diferente (figura 19). O teor em peso seco de carboidratos, proteinas e
lipidios variou entre 7,2-8,7%, 74,3-77,3% e 6,1-7,6%, respectivamente. O conteudo de cinzas
foi constante (5,2%). Assim, a estratégia de CCDE é vantajosa por impactar significativamente
a produtividade em biomassa sem comprometer o elevado contetdo proteico caracteristico de

Spirulina sp.
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Figura 19. Composicao bioquimica da biomassa de Spirulina maxima obtida no 7° dia (Ciclo 1), 19° dia (Ciclo 1)
e 29° dia de cultivo (Ciclo I11). (M) Carboidratos. (M) Proteinas. (M) Lipidios. (") Cinzas. (") Outros.

Em 2010, Barrocal e colaboradores avaliaram o crescimento de S. maxima em meio
Schlgsser suplementado com 1, 2, 5 e 7 g.L™ de vinhaga de beterraba. O cultivo mixotrofico
ocorreu em fotobiorreator airlift tubular (injecdo de 1 L.min™ de ar) de 3,55 L a 25-30 °C e
iluminagdo constante de 3.000 Lx (~41 pumol de fétons.m?2.s1). Com in6culo inicial de 0,25
g.L, o fotobiorreator operou em regime continuo com vazao constante de meio de cultura. A
maxima densidade celular (4,8 g.L™) foi observada no cultivo suplementado com vinhaga bruta
a concentracdo de 1 g.L ! em menos de 20 dias. Os cultivos com 2 e 5 g.L! de vinhaca
apresentaram concentragio de biomassa de 4,3 e 4,8 g.L™, respectivamente, em maior tempo.
A composicdo do meio ndo influenciou a taxa especifica de crescimento (0,1 d1).

Esse mesmo grupo cientifico descreveu o crescimento de S. platensis cultivada em meio
Schldsser contendo vinhaca de beterraba (COCA et al., 2015). Inicialmente, o cultivo
mixotrdfico ocorreu em frascos Erlenmeyer contendo 100 mL de meio com in6culo inicial de

0,2 g.Lta30°C, fotoperiodo 16:8 h e agitacdo orbital de 150 rpm. Foram avaliadas a influéncia
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de quatro fatores: intensidade luminosa (24, 48, 72 umol de fotons.m2.s%); tempo de cultivo
(15, 20, 25 dias); concentragdo de vinhaga no meio de cultura (sem vinhaga, 2, 5 g.L™?) e diluicdo
do meio (sem diluicdo, diluicdo 75% meio + 25% &gua destilada, diluicdo 50% meio + 50%
agua destilada). A maxima concentracdo celular (3,3 g.L ) foi observada em 72 pmol de
fotons.m2.s%, 25 dias de cultivo, 2 g.L de vinhaga e meio sem diluic&o.

Sabe-se que 0 peso seco de microalgas ¢é afetado pela quantidade de sais presentes na
agua intracelular e absorvidos na superficie celular. Nesse caso, a lavagem da biomassa € uma
técnica que deve ser adotada para evitar valores nao reais de peso seco (ZHU & LEE, 1997).
Curvas iniciais de correlacdo entre valores de DO73nm € peso seco (g.L ™) sem a etapa de
lavagem da biomassa com NH4HCO3 superestimaram valores de peso seco em até quatro vezes
(dados ndo apresentados). Em muitos trabalhos € comum a auséncia de descri¢do da etapa de
lavagem, o que pode justificar valores aparentemente elevados de concentracao celular.

Ogbonna & Tanaka (1996) introduziram a estratégia de cultivo ciclico utilizando ciclos
claro:escuro para investigar a perda de biomassa e mudangas na composicdo bioquimica de
Chlorella pyrenoidosa. O fornecimento de glicose como fonte de carbono organico durante a
fase escura do fotoperiodo permitiu o crescimento celular continuo sem perdas e efeito adverso
sobre a composi¢cdo bioquimica da biomassa. Esses autores também observaram o cultivo
ciclico de Euglena gracilis utilizando glicose, etanol e acetato como fonte de carbono orgénico
(OGBONNA & TANAKA, 1998). Em 2000, Yang e colaboradores avaliaram o fluxo
metabolico em cultivo ciclico de C. pyrenoidosa por meio do fornecimento de glicose como

fonte de carbono organico.

4.2  FORNECIMENTO DE CARBONO ORGANICO E NIVEL DE CARBONO
INORGANICO DISSOLVIDO

A fim de aprimorar o cultivo estabelecido (CCDE), foram avaliados diferentes modos
de fornecimento de vinhaca durante a fase heterotrofica. Alteragdes no nivel de CID foram
observadas através de modificagdes no influxo de CO no cultivo e na concentragéo de HCO3

no meio de cultura.
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4.2.1 INJECAO DE VINHACA

Embora a méxima taxa especifica de crescimento nos dois modos de injecédo testados
seja a mesma (1,13 d1), a produtividade em biomassa no cultivo com inje¢do fracionada de
vinhaca foi 35,4% maior (83,8 mg.L™.d) em relagio ao modo de injecdo tnica (61,9 mg.L.d"
1. Em adic4o, a injecdo fracionada de vinhaga foi conduzida em CCDE com meio de cultura
substituido por agua destilada. Assim, ensaios de CCDE em agua destilada (tendo vinhagca como
a Unica fonte de nutriente) obtiveram 42 mg.L.d™! de produtividade em biomassa e taxa de
crescimento de 1,10 d* enquanto o cultivo controle autotrofico resultou em 37,8 mg.Lt.d e
0,55 d?, respectivamente (figura 20a). A figura 20b exibe os valores de pH (9,3-9,7) nos
cultivos observados.
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Figura 20. (a) Crescimento de Spirulina maxima e (b) valores de pH nos meios durante o CCDE com diferentes
fornecimentos de vinhaca a 3% v/v durante a fase heterotréfica. (... M....) CCDE com inje¢do fracionada de vinhaca.
(...0O....) CCDE com injecdo Unica de vinhaga. (....X....) CCDE em agua destilada com injecdo fracionada de
vinhaga. (....0....) Cultivo autotrdfico sem injecédo de vinhaga. Setas azuis indicam injecdo de vinhaca.
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O modelo de cinética Monod estabelece uma associacdo entre a concentragdo de
substrato (S) limitante no meio e a taxa especifica de crescimento (uy) através da maxima taxa
especifica de crescimento (u,,) e da constante de saturacdo do substrato (Ks) (LEE et al.,
2015a). No inicio do cultivo, quando S é alta (em relagdo ao in6culo obtido na auséncia de
vinhaca), a célula deve apresentar uy proximo de p, em ambos os modos de injecéo.
Entretanto, no CCDE com injecdo fracionada de vinhaga ocorre uma suposta reducdo da K
mantendo o platd da fase exponencial por um tempo maior (até o 4° dia). Em situacdo sem
inibicdo por substrato, maior duracéo na fase exponencial resulta em maior produtividade em
biomassa.

Um modelo (expresso via Egs. 17-21) explicando o efeito do fornecimento de vinhaca
e do nivel de CID sobre a cinética de crescimento celular pode ser desenvolvido a partir dos
resultados experimentais aqui apresentados e da cinética Monod. A perda de biomassa e 0
balango fotossintese:respiracdo sdo dependentes do CID (HCO3 induz respiracdo e,
consequentemente, perda respiratoria) e da luminosidade (durante a fotossintese essa perda é
menor). Simultaneamente, a injecdo fracionada de vinhaca impacta positivamente o
crescimento heterotrofico (LUONG, 1987; KEYMER et al., 2014).

ax

7w Mx— fr (17)
= s (18)
Hx = My T Uxa (19)
Hx.a = Hm,a %K”:% (20)
Hx.H = HmH Kosfso [1- Soj\il) AX]n (21)

onde dX é a diferenca entre concentracédo final e inicial da células; dt € a variacdo de tempo
final e inicial de crescimento; iy, f;, € IR sdo taxa especifica de crescimento, perda de biomassa
e luminosidade, respectivamente; py, e pyy SA0 taxas especificas para crescimento
autotrofico e heterotrofico, respectivamente; 4 € py y S0 Maximas taxas especificas de
crescimento autotrofico e heterotrofico, respectivamente; S, e S, sdo concentracdes de
carbono inorganico e carbono organico, respectivamente; K;, K, e K;z sdo constantes de
saturacdo para S;, Sp e IR, respectivamente; S,, MAX € a concentracdo de S, que inibe a

regulacdo intensificada pelo exponente n (LUONG, 1987).
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Conforme Eq. (21), o fornecimento de vinhaga na fase escura do fotoperiodo
desencadeia o crescimento heterotrofico proporcionando aumento da densidade celular em
relacdo ao cultivo exclusivamente sob condi¢édo autotrofica. Ja a injecdo fracionada de vinhaca
minimiza a inibicdo por substrato justificando melhor desempenho quando comparado a
injecdo Unica. Como expresso em Eqg. (20), a iluminacéo artificial é capaz de manter o
crescimento noturno, mas com notorio aumento de custos. Nesse caso, 0 CCDE com injecdo
fracionada de vinhacga pode proporcionar beneficios econémicos em larga escala industrial.
Sabe-se que a geracdo de energia heterotrofica em cianobactérias ocorre por meio da via
oxidativa pentose fosfato, via glicolitica e ciclo dos &cidos tricarboxilicos
(SUBASHCHANDRABOSE et al., 2013); e que sob nutricdo heterotréfica, moléculas
organicas fornecem energia primaria proporcionado maiores produtividades (ZHEN et al.,
2012; ZHOU et al., 2012).

Ainda que a vinhaga possa ser utilizada como fonte de carbono organico na obtencéo
de biomassa microalgal e a estratégia de cultivos ciclicos utilizando ciclos claro
(autotréfico):escuro  (heterotréfico) seja potencialmente vantajosa para aumentar a
produtividade em biomassa microalgal, poucos sdo os relatos explorando CCDE e inexistente
é 0 emprego de vinhaca para crescimento heterotrofico durante os ciclos escuros. Em 2014,
Ramirez e colaboradores otimizaram temperatura, concentra¢do de vinhaca de cana-de-agtcar
e intensidade luminosa durante cultivo de Scenedesmus sp. As condi¢fes 6timas indicadas no
planejamento fatorial foram 20-30 °C, meio WC suplementado com 40% v/v de vinhaca e
10.000 Lx (~137 umol de fotons.m?2.s1) em fotoperiodo 12:12 h. Sob condigdes 6timas, 0
cultivo mixotréfico em fotobiorreator airlift de 3 L ap6s 10 dias alcancou 80 mg.Lt.d de
produtividade em biomassa (no presente trabalho, o CCDE com injecdo fracionada de vinhaca

a 3% v/v durante 7 dias apresentou 83,3 mg.L.d"* de produtividade em biomassa).

4.2.2 INJECAO DE CO:

A figura 21a mostra o crescimento de S. maxima sob condi¢do autotrofica com dois
modos de injecdo de CO2a 10% v/v. O cultivo com injecdo de CO. durante a fase clara do
fotoperiodo (12 h) apresentou comportamento similar (sem diferenca significativa) ao cultivo
controle aerado com ar atmosférico sem enriquecimento de CO,. Nessas situacdes, a
produtividade em biomassa e a m&xima taxa especifica de crescimento variaram entre 38,8-

39,7 mg.Ltd! e 0,57-0,60 d?, respectivamente. Ao comparar com o cultivo aerado
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continuamente (24 h) com ar comprimido enriquecido de CO., a produtividade em biomassa
aumentou para 65,5 mg.L.d"* enquanto a taxa de crescimento foi 0,56 d.
A dissolucdo de CO2 em meio aquoso forma um sistema tampéo acido-base fraco

(CO, + H,0 & H,CO5; « HCO3 + H* & C032 + 2H™). Sendo a resisténcia de difusdo da
molécula de CO; através da membrana plasmatica menor que a resisténcia de difusdo da
molécula de HCO; (ANDRADE et al., 2008); e sabendo que na faixa de pH entre 6,5-10 a
espécie de carbono dominante € HCO3, 0 consumo de HCO3 ocorre devido a converséo deste a
CO: catalisada pela enzima anidrase carbénica, no carboxissoma, com consumo de prétons e
aumento de pH (MARKOU et al., 2014). Sendo assim, a quantidade relativa de CID esta
intimamente relacionada ao pH do meio através do equilibrio quimico; e 0 CO2 ndo s6 estimula
o crescimento celular pelo fornecimento de carbono, mas também reduz o pH.

Para prevenir variagOes de pH com efeito negativo sobre o crescimento de S. maxima,
o pH inicial foi periodicamente ajustado mantendo as caracteristicas basicas do meio de cultura.
A figura 21b exibe os valores de pH nos meios aerados ou ndo com enriquecimento de COs.
Enquanto o pH dos cultivos controle (sem enriquecimento de CO.) e com injecdo de CO>
durante a fase clara do fotoperiodo mantiveram o pH entre 9,5-9,7, o pH do cultivo com injecao
continua de CO- foi reduzido até 8,5 (apesar da correcdo diaria). Os resultados sugerem que a
injecdo continua de CO2 aumenta os niveis de CID aumentando a produtividade, sob condigédo
autotrofica, apesar do efeito negativo do pH sobre o crescimento celular.

Estudos recentes tém avaliado a tolerancia de Spirulina sp. as diferentes concentracoes
de CO2 (KIM et al., 2011; HU et al., 2015). A regulacdo da concentracdo de CID atraves de
diferentes influxos de CO2 é um caminho para investigar essa tolerancia as variagdes de CO..
O influxo de CO: ¢ influenciado pela solubilidade e transferéncia de massa, 0s quais podem
variar em fungédo de parametros do cultivo como pH, salinidade, presséo, temperatura, area de
contato especifica, padrdes de mistura no fotobiorreator resultando em gradientes de
concentracdo entre as fases liquida e gasosa, tempo de contato e area de interface (tamanho da
bolha) (LAMELAS et al., 2005).

Para S. maxima, a simples difusdo e dissolu¢do de CO, dentro do meio de cultura com
HCO3 disponivel pode ser desfavoravel a assimilacdo de CO,. Nessa condicéo, o CO pode ser
melhor assimilado através da alteracdo na concentracdo de sais bicarbonato (secdo 4.2.3).
Segundo Judd e colaboradores (2015), além do CID, a assimilacdo de CO: € determinada pela
concentracdo celular e taxa de crescimento. Devido a baixa solubilidade de CO>, seu influxo
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deve ser equilibrado com sua taxa de assimilacdo em funcdo do crescimento celular e ndo pelo

tempo de retencdo (capacidade do reator).
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Figura 21. (a) Crescimento de Spirulina maxima e (b) valores de pH em cultivos autotréficos aerados com ar
comprimido enriquecido de CO; a 10% v/v em diferentes influxos. (...X....) Injecdo de CO; durante a fase clara
do fotoperiodo (12 h). (....A....) Injecdo continua de CO; (24 h). (...0....) Cultivo autotrofico aerado com ar
atmosférico sem enriquecimento de COa.

Antes de alterar a concentracdo de sais bicarbonato, o influxo de CO- foi observado sob
condicdo autotréfica em cultivo com maior concentragdo celular. A figura 22a mostra o
crescimento de S. maxima com injecdo continua de CO2 a 10% v/v e in6culo de células nove
vezes maior (i.e., 0,45 g.L) que ensaios anteriores (i.e., 0,05 g.L™!). Os cultivos aerado
continuamente com ar comprimido enriquecido de CO- e controle aerado com ar atmosférico
sem enriquecimento de CO; apresentaram produtividade em biomassa de 58,1 mg.Lt.d e de
24,4 mg.L1.d%, respectivamente. Se por um lado, cultivo com injecdo continua de CO; tende a
reduzir o pH (figura 21b), por outro, esse procedimento em culturas densas mantem o pH na
faixa entre 9,3-9,5 (figura 22b).
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Embora a injec¢do continua de CO; ndo tenha efeito negativo sobre o pH de cultivos
densos, a proliferacdo celular é baixa em consequéncia a alta concentracgdo de indculo. O cultivo
iniciando com 0,45 g.L e terminando com 0,857 g.L™* (figura 22a) obteve menor multiplicagio
celular que o cultivo comegando com 0,05 g.L* e finalizando com 0,517 g.L™* (figura 21a).
Dessa forma, cultivos com alto inoculo apresentam células mais “velhas” (entram na fase
estacionaria no 4° dia), o que favorece o acimulo de biomoléculas de reserva em vez da
proliferacdo celular com consumo de substrato.
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Figura 22. (a) Crescimento de Spirulina maxima e (b) valores de pH em cultivo autotréfico aerado com ar
comprimido enriquecido de CO; a 10% v/v e inéculo de 0,45 g.L.. (....#....) Injecdo continua de COz. (...0....)
Cultivo autotréfico aerado com ar atmosférico sem enriquecimento de COs.

Em 2014, Sivakumar e colaboradores examinaram o efeito de CO2 sobre o crescimento
de Spirulina sp. e sua respectiva resposta fisioldgica em termos de produtividade. A cepa foi
cultivada em fotobiorreator de 2 L a 30 °C e 40,54 pmol de fotons.m2.s em fotoperiodo 10:14
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h. Embora os resultados revelem que a cepa tenha sido capaz de tolerar ar enriquecido de CO>
até 20% v/v, melhor assimilagdo de CO. foi observada na faixa entre 4-10% v/v com
rendimento de biomassa entre 67-150 mg.L™.d! apds 9 dias de cultivo. Culturas mantidas a
niveis superiores de CO> obtiveram o pH do meio reduzido até 6,8 favorecendo a aglomeragéo
celular.

Zhang e colaboradores (2015) analisaram a influéncia de diferentes condicdes de
cultivo sobre o crescimento de Spirulina platensis. As células foram cultivadas durante 6 dias
em fotobiorreator de 2 L a 25 °C, iluminago constante de 200 pmol de fotons.m™2.s™ e aeragio
com ar atmosférico na vazdo de 0,25 vvm enriquecido de COz a 1% v/v. Em meio de cultura
livre de NaHCOs3, a produtividade em biomassa aumentou rapidamente quando a concentragéo
de COz passou de 0,038% (ar atmosférico) para 0,5% v/v. Por outro lado, concentra¢fes acima

de 0,5% v/v acarretaram ligeira reducdo no rendimento da biomassa.

4.2.3 CONCENTRACAO DE HCO3;

Sem aumentar o indculo de células, ensaios com alteracdo na concentragdo de HCO3
foram propostos visando melhor desempenho do cultivo em face da carbonatacdo. A figura
23a mostra o crescimento de S. maxima em meio de cultura reduzido em 50% de NaHCO:s.
Inicialmente, o efeito da redugdo de HCO3 foi analisado sob condicdo autotrofica em cultivo
aerado com ar atmosférico sem enriquecimento de CO». Uma vez constatada que essa reducao
é benéfica para a produtividade em biomassa (68,2 mg.L™.d?) e maxima taxa especifica de
crescimento (0,59 d1), em relagdo ao cultivo controle sem reducéo (38,8 mg.Lt.dte 0,57 d?,
respectivamente), a reducdo de HCO3 foi observada em CCDE com injecdo fracionada de
vinhaca.

O efeito simultdneo de reducdo de CID e injecdo fracionada de vinhaga sobre o
crescimento de S. maxima permitiu o registro de maxima densidade celular no 5° dia de cultivo
0 que resultou em uma produtividade em biomassa de 115,4 mg.L1.d? e 0,73 d! de taxa de
crescimento (ao considerar 7 dias de cultivo, a produtividade foi 84,1 mg.L*.d?) (figura 23a).
Os valores de pH nos cultivos reduzidos em 50% de NaHCO3 foram mantidos na faixa entre
9,4-9,8 (figura 23b).

A reducdo de HCO3 impacta positivamente a produtividade e, consequentemente, o
custo de producdo (DUERR et al., 1997). Alta concentragdo de NaHCO3 resulta em répida
entrada de Na* dentro da célula (MORAIS & COSTA, 2007), o que esta associado a alta energia
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dispensada para expulsar Na* de dentro da célula e alta taxa de respiracdo (TORZILLO et al.,
1991). Andrade e colaboradores (2008) descrevem que solugdes ricas em CID contém COz livre
em maior concentracdo que na atmosfera facilitando o fluxo de CO2 do meio de cultura para o

ambiente. Portanto alta concentragdo de NaHCO3 pode acarretar maior perda de CO> e variagdo
de pH.

Concentragao celular (gL-1)

(a)
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Figura 23. Efeito da redugdo de HCO3 sobre (a) crescimento de Spirulina maxima e (b) valores de pH no meio.
(--X--) Cultivo autotréfico em meio de cultura reduzido em 50% de NaHCOs. (--0--) Cultivo autotréfico em meio
sem reducéo. (---) CCDE com inje¢éo fracionada de vinhaca a 3% v/v em meio reduzido em 50% de NaHCOs.

Por fim, foi observado o efeito simultaneo da redugdo de HCO3; em CCDE com injecéo
fracionada de vinhaga e influxo continuo de CO>. A maxima biomassa (0,362 g.L!) foi obtida
no 4° dia de cultivo com méxima taxa especifica de crescimento de 0,64 d! (figura 24a) e
valores de pH no meio variando entre 9,3-9,7 (figura 24b). A assimilacédo de CO2 em meio de

cultura com HCO3 reduzido continua aumentando os niveis de CID, sendo favoravel sob
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condigdo autotrdfica (figura 22a) e desfavoravel em CCDE (figura 23a). Em relacéo ao cultivo
controle autotréfico, elevada concentragdo de CO> dificulta a assimilagdo de carbono organico

e diminui o crescimento heterotrofico.
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Figura 24. (a) Crescimento de Spirulina maxima e (b) valores de pH no meio sob efeito da reducdo de HCO3 em
CCDE com injecéo fracionada de 3% v/v de vinhaca e influxo continuo de CO; a 10% v/v.

A tabela 7 sumariza o efeito de diferentes modos de fornecimento de carbono organico
e alteracdes no nivel de CID sobre a maxima taxa especifica de crescimento e produtividade
em biomassa. Os resultados obtidos sugerem que a assimilacdo de carbono é maior quando a
vinhaca € injetada de forma fracionada durante a fase escura do fotoperiodo e a concentracdo
de CID é reduzida. Essas observagdes experimentais demandam otimizacdo das concentraces
de carbono organico (vinhaga) e inorganico (HCO3) assimilados durante crescimentos

heterotréfico e autotréfico, respectivamente.
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Tabela 7. Comparacdo dos resultados decorrentes da adi¢do de carbono orgénico e inorganico ao cultivo de
Spirulina maxima.

Fornecimento de carbono organico e nivel de carbono Taxa de Produtividade
inorganico / crescimento em biomassa
Parametros do cultivo dh (mg.LLd?)
Controle autotrofico sem
vinhaga 1,2 d! 80 mgL-'d"
Carbono organico (vinhaca) Injecdo fracionada -
Fornecimento de 3% v/v durante a o
fase heterotrofica do CCDE Injecao tnica 1O F 70
Injegao fracionada em
CCDE com agua destilada
Controle autotrofico sem 0.8 F + 60
enriquecimento de CO,
Carbono inorganico (CO,) Injegdo na fase clara do
fotoperiodo (12 h)
X 0,6 - 4 50
Influxo de 10% v/v durante o . )
cultivo Injecdo continua (24 h)
Injegao continua em
cultivo com maior inoculo 0.4 40
Controle autotrofico sem
redugdo de HCO3
Carbono inorganico (HCO;) Cultivo autotrdfico 0.2 d?! 30 mgL-'d-
Reducdo em 50% d.a concentragao CCDE com injegdo
de HCO4 no meio de cultura fracionada de vinhaga
CCDE com vinhaca
fracionado e CO, continuo

43  OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE CULTIVO

A concentragdo de carbono fornecida durante o CCDE foi otimizada aplicando a
metodologia de Superficie de Resposta (SR). A tabela 8 apresenta as respostas observada e
predita, os limites de confianga e o desvio padréo para maxima taxa especifica de crescimento
enquanto a tabela 9 exibe as respostas observadas para outras varidveis output como
produtividade em biomassa e a composicao bioquimica celular. As maximas taxas especificas
de crescimento foram calculadas na fase exponencial de suas respectivas curvas de crescimento,
as quais sao apresentadas na figura 25. Haja vista a quantidade de respostas output, a relevancia
da taxa de crescimento sobre a produtividade em biomassa e a similaridade na composi¢édo
bioquimica entre os ensaios realizados; apenas a maxima taxa especifica de crescimento foi

analisada pela metodologia de SR.
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Tabela 8. Maxima taxa especifica de crescimento analisada pela metodologia de SR: respostas observadas e
preditas, limites de confianca e desvio padréo da resposta observada.

Maxima taxa especifica de crescimento (d™)

Resposta  Resposta Limite de Limite de Desvio

Ensaio observada predita  confianca inferior  confianca superior padréo
1 1,18 1,13 0,9801 1,2725 0,0569
2 0,80 0,84 0,6576 1,0228 0,0710
3 1,31 1,30 1,1535 1,4458 0,0569
4 0,87 0,84 0,6576 1,0228 0,0710
5 0,90 0,99 0,8401 1,1325 0,0569
6 0,85 0,79 0,6109 0,9761 0,0710
7 1,35 1,39 1,2468 1,5392 0,0569
8 1,06 1,07 0,8909 1,2561 0,0710
9 1,62 1,52 1,4106 1,6209 0,0409
9 1,49 1,52 1,4106 1,6209 0,0409
9 1,47 1,52 1,4106 1,6209 0,0409

Tabela 9. Demais variaveis input observadas: produtividade em biomassa, contelido de carboidratos, proteinas,
lipidios e cinzas.

Produtividade Composicdo bioquimica (% em peso seco)
Ensaio em biomassa
Carboidratos Proteinas Lipidios Cinzas

(mg.L.d?)
1 1519 10,6 72,2 8,4 4.4
? 99,1 4,7 80,5 5,9 4,5
3 74,3 7.3 78,4 5,4 4,4
4 61,5 4,9 81,7 5,4 3,6
5 73,9 5,2 77,4 8,9 4,2
6 69,1 5,4 79,5 53 55
! 81,1 5,6 78,9 5,6 55
8 64,9 6,9 76,2 7.8 47
9 68,0 4,6 79,6 6.8 4,6
9 60,8 7,6 82,6 53 50
9 733 4,6 85,1 4,6 4,9
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Figura 25. (a) Crescimento de Spirulina maxima durante os ensaios da metodologia de SR, tendo (M) ensaio 1, (
M) ensaio 2, () ensaio 3, (M) ensaio 4, (M) ensaio 5, (W) ensaio 6, (M) ensaio 7, (M) ensaio 8. (b) Crescimento de
S. maxima durante as trés repeti¢des do ponto central, tendo (M) ensaio 9a, (M) ensaio 9b, () ensaio 9c.

As respostas observadas e preditas indicaram bom ajuste, sendo o desvio padrdo
constante (tabela 8). Dentro da faixa estudada, a produtividade em biomassa variou de acordo
com a taxa de crescimento e a analise bioquimica ndo apresentou diferenca significativa em
funcdo das varidveis input (tabela 9). Aplicando a anélise de regressdo mdaltipla as respostas
observadas, o efeito das varidveis input sobre a maxima taxa especifica de crescimento (Y) pode

ser descrito pelo modelo de SR expresso na Eq. (22).

Y = —1,0874 + 1,3496X, + 0,1608X, — 0,0114X, X, — 0,2042X2 — 0,0101X2  (22)

onde X1 € a concentragdo de vinhaga (% v/v) e X, é concentragdo de HCO3 (g.L™?).
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A adequacdo do modelo foi verificada por meio da anélise de variancia conforme tabela
10. Baixo valor para Soma de Quadrados de Residuos Réplicas-Médias (S?) indicou boa
qualidade das respostas observadas enquanto baixos valores para Soma de Quadrados de
Residuos Modelo-Médias (S3) e Soma de Quadrados de Residuos Modelo-Réplicas (SZ)
indicaram que as respostas observadas foram satisfatoriamente representadas pela SR. Assim,
a analise de variancia apontou que a SR ajustada adere-se as respostas observadas indicando
que o modelo foi significativo. Os coeficientes de regressdo linear e quadréatica (51, 52, S, Bs)
demonstraram significancia absoluta enquanto o coeficiente de regressdo interativo (fs)

apresentou menor significancia para a performance dessa SR (tabela 11).

Tabela 10. Analise de variancia do modelo. S2 é Soma de Quadrados de Residuos Modelo-Médias. S? é Soma de
Quadrados de Residuos Réplicas-Médias. SZ ¢ Soma de Quadrados de Residuos Modelo-Réplicas.

Anélise de Variancia  Value  Grau de Liberdade F-test Significante

LY 0,006173 3
s? 0,006633 5 0,931 SIM
sz 0,006357 2

Tabela 11. Teste de significancia dos parametros do modelo. S, é um termo constante. 1 e . sdo coeficientes de
regressdo linear. 5 é coeficiente de regressdo interativo. S4 € fs sdo coeficientes de regressdo quadratica.

Pardmetros Value  F-test Limite Significante

Bo “1,0874 20,5717 6,6079  SIM
B 1,3496 89,8448 66079  SIM
B 0,608 12,2731 6,6079  SIM
B -0,0114 3,0831 66079  NAO
Ba -0,2042 84,1295 66079  SIM

Ps -0,0101 11,4454 16,6079 SIM
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A adequacéo da regressdo foi verificada por meio do histograma de distribui¢do de
residuos (figura 26). A distribuigdo normal com variancia estimada é representada por linhas
tracejadas em vermelho. Apesar de apresentar um consideravel nimero de residuos negativos,
0 histograma observado vs. predito segue aproximadamente uma distribuicdo normal com

média zero e variancia S7.
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Figura 26. Histograma de distribuicdo de residuos para respostas observadas e preditas.

A matriz variancia-covariancia para parametros do modelo e dados experimentais €
ilustrada na figura 27. Observa-se baixa covariancia entre os parametros, sendo fo e 1 maiores
guando comparados aos outros parametros. Na matriz variancia-covariancia para dados
experimentais, os termos obtiveram baixa ordem de grandeza (10-%) expressando baixa incerteza
na taxa de crescimento estimada. A dominancia na diagonal da matriz indica essa baixa

incerteza entre as respostas de diferentes ensaios.
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Figura 27. Matriz Variancia-covariancia para pardmetros do modelo e dados experimentais.

A figura 28 ilustra a SR incluindo as respostas observadas (circulos vermelhos na
superficie intermediaria) e os limites de confianca (superficies superior e inferior). A
aproximacao entre as trés superficies envolvendo as respostas observadas aponta SR ajustada e
aderida aos dados experimentais. Dentro da faixa estudada, a SR revelou que a otimizacao da
méaxima taxa especifica de crescimento ocorre quando a concentracdo de vinhaca esta entre 3-
4,5% v/v e a concentragdo de NaHCO3 é 6,81 g.L ™.

Para validacdo do modelo de SR, o crescimento de S. maxima foi conduzido durante 5
dias em meio de cultura contendo 6,81 g.L™* de NaHCOs3 e 4,5% v/v de vinhaca injetada de
forma fracionada durante a fase heterotrofica do CCDE. Sob niveis 6timos de variaveis input,
o ensaio de validacdo exibiu maxima taxa especifica de crescimento igual a 0,95 d*. O modelo
foi considerado véalido dado que o valor obtido esté inserido no limite de confianga (0,9801-
1,2725 d*!, tabela 8).
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Figura 28. SR mostrando efeito interativo de vinhaga (X1) e NaHCOj3; (X2) sobre a maxima taxa especifica de
crescimento de Spirulina maxima durante CCDE.

A taxa de crescimento implica direta e indiretamente na produtividade em biomassa e
remocéo de matéria organica (OLGUIN, 2003). Por conseguinte, uma das questdes chave para
o tratamento eficaz de residuos esta relacionada com a definicdo de condi¢bes 6timas para a
taxa méaxima de crescimento no sistema particular em operagdo. Varios parametros podem ser
manipulados, como intensidade luminosa, temperatura, agitagdo ou aeracdo, nutriente ou
substrato, concentracdo de CO> e procedimento de cultivo. Embora a SR revele que a 6tima
taxa especifica de crescimento possa ser atingida quando a concentracéo de vinhaca é elevada,
a adicéo ciclica de quantidades superiores a 4,5% v/v impede a penetracéo de luz durante a fase
clara.

O presente trabalho revelou a possibilidade de produzir biomassa de S. maxima
utilizando vinhaca de cana-de-agucar como suplemento de meio de cultura através da estratégia
de CCDE. Cultivos iniciais (13,61 g.L"t NaHCOs) de 7 dias com injecdo de vinhaga a 3% v/v
sinalizaram méaximas taxas especificas de crescimento entre 0,52-1,13 d* com contetido em
peso seco de proteinas aproximadamente 74,3-77,3% (figuras 16 e 19). Apos avaliar diferentes
estratégias de fornecimento e otimizar concentra¢des de carbono organico (i.e., 3-4,5% v/v de
vinhaca injetado de forma fracionada) e inorganico (i.e., 6,81 g.L"* de NaHCO3), foi possivel

reduzir o tempo de cultivo (5 dias) e aumentar a maxima taxa especifica de crescimento (1,18-
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1,62 d1) (figura 28) sem comprometer significativamente o teor proteico (72,2% em peso Seco,
tabela 9). Nessa ocasido (i.e., 4,5% v/v de vinhaga injetado de forma fracionada e 6,81 g.L* de
NaHCO3), foi obtida a maxima produtividade em biomassa do presente trabalho (151,9 mg.L"
1d? tabela 9).

A metodologia de SR foi empregada visando caracterizar matematicamente a influéncia
causal de vinhaga e NaHCOs sobre a taxa de crescimento no sistema bioldgico CCDE
investigado. As vantagens da metodologia incluem: (i) avaliar a variabilidade e consisténcia
experimental; (ii) adequacdo do modelo ao conjunto de dados experimentais; (iii) estimar
respostas em coordenadas experimentais ndo testadas, reduzindo custo e tempo desnecessarios;
(iv) testar e propor diferentes estratégias operacionais; (v) avaliar efeitos sinérgicos e
antagbnicos entre variaveis input (HIMMELBLAU, 1970). Embora varios estudos tenham
otimizado o comportamento de cianobactérias no tratamento de aguas residuais (RYM et al.,
2010; PATEL et al., 2014), existe uma lacuna de informacéo na literatura sobre a metodologia
de SR em cultivo de cianobactéria para tratamento de vinhaga.

Em 2015, Coca e colaboradores avaliaram a obtencdo de biomassa e producdo de
proteinas por Spirulina platensis através de um design fatorial multinivel distribuido em 18
ensaios. Como variaveis input, foram observadas a intensidade luminosa, o tempo de cultivo, a
concentracdo de vinhaca no meio de cultura e a diluicdo do meio. As variaveis output foram
produtividade em biomassa e teor proteico. O diagrama de Pareto indicou que a luminosidade
e o tempo de cultivo tém efeito positivo sobre a produtividade em biomassa. Quanto ao teor
proteico, foram a luminosidade e a concentracdo de vinhaca que apresentaram efeito positivo.
O maximo valor obtido para produtividade em biomassa e teor proteico foi 122 mg.L1.d'e
72%, respectivamente.

A utilizagdo de vinhaca de cana-de-agicar como suplemento de meio de cultura através
da estratégia de CCDE permitiu a produgdo de biomassa de S. maxima com elevado teor
proteico. Levando-se em consideracédo o perfil, a citoxicidade e a alergenicidade dos peptideos
presentes (além de &cidos graxos e compostos fenolicos), a biomassa obtida pode ser utilizada
para preparo de extrato bioativo em formulagdes cosmetoldgicas com intuito de promover
regeneracao celular, hidratagéo, fotoprotecédo e clareamento. Outras aplicagdes incluem agdes
antioxidante, antimicrobiana, emoliente, emulsificante, espessante e estabilizante. O uso de
extrato microalgal em formulagbes cosmetologicas € um campo em evolucdo possibilitando
ainda muita exploracdo e investimento. A quantidade de produto comercializado ainda é
limitada de modo a utilizar biomoléculas isoladas restringindo o potencial multivalente das

microalgas.



Resultados & Discussao 74

O processamento complementar da biomassa residual, apds extragdo de biomoléculas
de interesse comercial, inclui o reaproveitamento energético visando a produgéo de biogas. A
biomassa, pré-tratada ou ndo, pode ser suplementada com mistura de vinhaga em diferentes
proporcoes e utilizada como substrato na digestdo ou codigestdo anaerobia. Embora o niUmero
de publicacbes abordando o processo de digestdo anaerdbia tenha crescido muito nos Ultimos
anos, este tema ainda compreende inimeros desafios em funcdo da variedade de matérias-
primas e parametros envolvidos. De forma mais usual, muitos autores vém pesquisando 0
processo de digestdo anaerobia, utilizando vinhaca ou biomassa microalgal de forma separada.
Dois recentes trabalhos, ambos desenvolvidos no Brasil, demonstraram o processo integrado
com vinhaca, biomassa e digestdo anaerébia (MARQUES et al., 2013; FORMAGINI et al.,
2014).

4.3.1 CONSUMO DA MATERIA ORGANICA PRESENTE NA VINHACA

Os ensaios de validacdo do modelo de SR foram utilizados para avaliar a remocao de
matéria organica da vinhaca. A figura 29 exibe a remocgdo de matéria organica presente na
vinhaca associada ao crescimento celular. Considerando a batelada alimentada de vinhaga na
fase heterotréfica do CCDE em cada um dos dias, o consumo da matéria organica presente na
vinhaca ao término do cultivo otimizado foi observado pela reducéo de 67% da DQO (de 1.896
para 1.276 mg.L ™).

O tratamento de vinhaca resultou em formacgéo de lodo com aumento de 12% sobre a
DBO (de 218 para 245 mg.L?). Sendo o lodo formado biodegradavel, pode-se dizer que a
toxicidade da vinhaca foi reduzida. A remocao de ions foi acompanhada pela reducdo de 67%
da condutividade elétrica (de 19,5 para 13 mS.cm™). Aumento parcial da condutividade elétrica
entre 1° e 2° dia pode ser justificada pelo inicio da batelada alimentada de vinhaca durante a
fase heterotrofica do CCDE.
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Figura 29. Remocéo de matéria organica e ions no meio de cultura durante ensaios de validagéo da SR. (--A --)
Demanda bioguimica de oxigénio. (--A --) Demanda quimica de oxigénio. (--@--) Condutividade elétrica.

Em 2014, Mahapatra e colaboradores estudaram o tratamento de aguas residuais
municipais por meio de um consorcio microalgal. A agua coletada, com DQO de 676 mg.L™,
foi filtrada, esterilizada e utilizada como meio de cultura por um consorcio constituido de
Bacillariophyceae (12%), Chlorophyceae (22%), Cyanophyceae (8%) e Euglenophyceae
(58%). As células foram cultivadas em fotobiorreator de 10 L a 22-30 °C, fotoperiodo 12:12 h
e agitacdo uniforme em intervalos regulares. O in6culo inicial do consorcio foi 0,17 g.L?,
sendo o crescimento monitorado por 12 dias. Nessas condicBGes, a taxa especifica de
crescimento e produtividade em biomassa foi 0,2 d* e 122 mg.L™.d?, respectivamente. A
remocao de carbono organico foi em torno de 86% (no presente trabalho, o CCDE com

batelada alimentada de vinhaga a 4,5% durante 5 dias apresentou redugéo de 67% da DQO).

44  CULTIVOS UTILIZANDO LUZ SOLAR

Cultivos autotréficos de S. maxima foram desenvolvidos sob luz solar. A figura 30
apresenta o crescimento da microalga durante 10 dias sob iluminacdo solar em dois locais
distintos. O cultivo realizado no local que recebeu luz solar apenas no periodo da manha indicou
comportamento similar ao cultivo controle mantido na &rea interna do laboratério e iluminado
por lampadas fluorescentes (70 umol de fotons.m™.s durante os 3 dias iniciais e 150 umol de
fotons.m2.s durante os 4 dias finais). As oscila¢des na luminosidade sdo representadas na
figura 31a. Vale ressaltar que o cultivo exposto a luz solar foi submetido a maiores variagdes

de temperatura durante o dia (36x9 °C) que o cultivo controle (30+3 °C).
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Em contrapartida, o cultivo realizado no local que recebeu luz solar no periodo da
manhd e da tarde resultou em morte celular (figura 30). Nesta situacdo, provavelmente a
fotoinibicdo promovida pelo excesso da densidade do fluxo de fétons associado a grande
variacdo de temperatura (37£16 °C) foi irreversivel, apesar da exposicéo a periodos de baixa
luminosidade (figura 31b).

Cabe mencionar que, em ambos os cultivos expostos a luz solar, as células ndo foram
aclimatadas as condic6es experimentais. Na situacdo onde a quantidade de fotons foi maior que
a capacidade de utilizacdo da energia absorvida pelo aparato fotossintético, verificou-se reducédo

da quantidade de pigmentos seguida da destruicdo dos tricomas (dados ndo apresentados).
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Figura 30. Crescimento de Spirulina maxima sob luz solar. (--m--) Cultivo iluminado por radiacdo solar em periodo
matutino. (--m--) Cultivo iluminado por radiacéo solar em periodo matutino e vespertino. (--0--) Cultivo iluminado
por luz artificial.
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Figura 31. Valores da densidade de fluxo de fotons registrados ao longo do dia em (a) local iluminado com luz
solar em periodo matutino e (b) local iluminado com luz solar em periodo matutino e vespertino.

A possibilidade de cultivar Spirulina sp. utilizando luz solar é viavel, sendo necesséario
avaliar a amplitude da densidade de fluxo de fétons e o impacto de raios UV sobre a célula.
Essa andlise, importante e necessaria, é capaz de direcionar cultivos em fotobiorreator projetado
para captagdo solar, como no caso do objeto de patente desenvolvido no laboratério H2CIN (n°
do registro: 020100092613, depositado em 04/10/2010) (PICARDO, 2012). Considerando as
estacOes e as condicdes climaticas predominantes em muitas regifes do Brasil, essa pratica
parece ser uma possibilidade socioecondmica muito promissora em nosso pais, ainda que uma
grande quantidade de autores limitem-se & utilizacdo de luz artificial.

Durante o estabelecimento do CCDE, percebeu-se a necessidade de aumentar a
densidade de fluxo de fotons (70-200 pmol de fotons.m2.s%, figura 18) em funcéo da batelada
alimentada de vinhaca. Por outro lado, embora a SR revele que a maxima taxa especifica de
crescimento possa ser atingida com méxima injecdo de vinhaga durante a fase heterotrofica, a

batelada alimentada de quantidades superiores a 4,5% v/v impediu a penetracéo de luz artificial



Resultados & Discussao 78

(200 pumol de fotons.m2.s?) durante a fase autotrofica. Sendo assim, as condigOes Otimas
definidas pela SR devem ser aplicadas ao CCDE utilizando luz solar. A batelada alimentada de
vinhaca durante a fase heterotrofica pode amenizar os efeitos do excesso da densidade do fluxo
de fétons durante a fase autotrofica. Nao sé o indice de refracdo deve ser considerado, mas
também os possiveis impactos sobre a composi¢do bioquimica da biomassa produzida.

Conforme citado, os raios UV podem gerar alteracGes celulares, sendo necessario
avaliar a propor¢do do impacto. Em 2005, Rajagopal e colaboradores avaliaram o efeito de
complementar a iluminagdo artificial (50 pE.m?2.s1) em cultivos de Spirulina platensis com
diferentes intensidades de UV-B (0,2-0,6 mW.cm, 280-320nm) por um periodo de até 5 h.
Altas intensidades de raios UV-B diminuem a absorcdo nos ficobilissomas refletindo em
alteracdes nos complexos de chl a e na estrutura do complexo antena.

Gupta e colaboradores (2008) analisaram o efeito da radiacdo UV-B (280-315nm) sobre
a membrana tilacéide e perfil de acidos graxos de S. platensis. Altas intensidades de raios UV-
B deformaram o lado externo da membrana tilacoide e reduziram a quantidade de chl a. Células
submetidas a raios UV-B sem protecdo apresentaram alteracfes proteicas nos complexos de
clorofila. O perfil de &cidos graxos demonstrou reducdo de gordura saturada e aumento de

acidos graxos poli-insaturados.

45  SEPARACAO DE BIOMASSA POR MEIO DA FLOCULACAO

A separacdo solido-liquido da biomassa de S. maxima, produzida sob condig¢bes
autotroficas, foi avaliada. A figura 32a mostra a eficiéncia do processo de separacdo mediado
por NaOH em diferentes concentragdes e tempos de incubagdo. A recuperacdo da biomassa em
tempo inferior a 90 min n&o foi satisfatoria (dados ndo apresentados). Nas condicdes testadas,
a maxima reducdo de DO7zonm foi 80,7% na presenca de NaOH 5 M durante 150 min. A
integridade celular foi confirmada em todos os ensaios.

Alguns estudos tém descrito a agdo de agentes floculantes na remogéo de coloides e
suspensoes, acelerando o processo de clarificagdo. O principio da adi¢do desses agentes para
coleta de biomassa microalgal nédo é diferente. As células de microalgas apresentam carga de
superficie negativa decorrente da presenca de grupamentos carboxilicos na superficie celular.
Para manter a neutralidade elétrica, a carga da superficie celular atrai os cations presentes nos
floculantes adicionados (e.g., NaOH, NH4OH, AIClz) (HENDERSON et al., 2008). A

associacdo entre a carga de superficie celular negativa e o cation na solucdo envolvente é
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conhecida como dupla camada elétrica e a diferenca de potencial entre o plano hidrodindmico
e a dupla camada é definida como potencial zeta. Quando o potencial zeta € alto, a repulsdo na
dupla camada elétrica é forte (sistema estavel). Quando o potencial zeta é proximo de zero, a
dupla camada elétrica é atraida por forcas Van der Waals formando grandes agregados celulares
(floculacédo) (VANDAMME et al., 2013).
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Figura 32. Separacédo sdlido-liquido de biomassa de Spirulina maxima na fase estacionaria de crescimento. (a)
Eficiéncia do processo de floculacdo mediado por NaOH em diferentes concentraces e tempos de incubacéo,
tendo (") incubagdo por 90 min, () incubagdo por 120 min, (M) incubagdo por 150 min. (b) Valores de pH no
meio ap6s incubag¢do com NaOH, tendo (--#--) 90 min, ( ) 120 min, (--¢--) 150 min.

Assim, a floculacdo de microalgas depende de propriedades espécie-especifica da
superficie celular e do meio no qual as células estdo inseridas. Para maior parte das suspensoes
de microalgas, a densidade dos agregados celulares induz sedimentacdo gravitacional. Em
suspensdes de S. maxima, 0 mecanismo pode ser diferente devido a existéncia de vacuolos
gasosos. Esses vacuolos gasosos sdo formados exclusivamente por proteinas e cheios de gas

(WALSBY, 1994). O contetdo de agua dentro da célula pode ser controlado inversamente pelos
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vaclolos gasosos e a densidade celular pode ser menor que a do meio envolvente. Nessa
situacdo ocorre flotacdo da biomassa (WATERBURY, 2006).

O pH também é um parametro determinante nos processos dowstream de separagédo de
biomassa, visto que pode alterar a carga da superficie celular influenciando a floculagdo. A
figura 32b exibe os valores de pH (9,3-10) no meio apos adi¢do de NaOH. O aumento do pH
na presenca de NaOH 4 M e 5 M pode facilitar a floculagdo a medida que as células apresentam
menor carga eletrostatica de superficie. Sales & Abreu (2014) obtiveram resultados semelhantes
guando investigaram a influéncia do pH sobre a separacdo de Nannochloropsis oculata mediada
por floculantes quimicos e bioldgicos. Os autores descreveram a recuperacdo de 70% da
biomassa quando adicionados NaOH 5 M e biofloculante 0,5 ppm (pH alcangou 9,6).

Diferentes agentes floculantes tém sido estudados como CaCl, (MORIOKA et al.,
2014), Alx(SOs)3 (CHATSUNGNOEN & CHISTI, 2016), FesOs (ZHAO et al., 2015),
quitosana (LAMA et al., 2016), Moringa oleifera (TEIXEIRA et al., 2012) e acido y-glutdmico
(NDIKUBWIMANA et al., 2016). Ainda que efetiva, a adi¢do de floculantes pode muitas vezes
inviabilizar o reuso do meio de cultura contaminando ainda a biomassa coletada. Em verdade,
os resultados de floculacdo obtidos e os mecanismos positivos dos vactolos gasosos sugerem
explorar a flotagdo por meio de eletroestimulacao.

A aplicacdo de campos magnéticos e/ou elétricos é capaz de alterar as propriedades
dielétricas das membranas biolégicas. Enquanto os campos elétricos de baixa intensidade sdo
capazes de alterar o metabolismo e a morfologia de células; os campos de alta intensidade
induzem formacdo de poros (eletropermeacdo), deformacdo e quebra das membranas
estimulando a liberacdo de componentes intracelulares (HUNT et al., 2009). Além de alterar o
potencial zeta facilitando a floculacdo e auxiliando na separacdo de biomassa (LEE et al.,
2015b), trabalho anterior desenvolvido no laboratério H2CIN mostrou que a eletroestimulacéo
pode induzir diferentes respostas bioquimicas e morfoldgicas (EISMANN, 2014).

Outras atribuicdes a eletroestimulacdo podem ser encontradas na literatura, tais como
induzir crescimento celular (SMALL et al., 2012; TU et al., 2015), sintese (LAI et al., 2014;
HAN et al., 2016) e extracdo de biomoléculas (BAHI et al., 2011; COUSTETS et al., 2013;
ZBINDEN et al., 2013). O desenvolvimento de tecnologias e/ou produtos englobando a
eletroestimulacdo abrange inimeras configuracdes experimentais envolvendo o tipo de campo
magnético, a duracédo do estimulo, a distancia da fonte e a intensidade da onda.

Considerando a influéncia da composicao bioquimica sobre 0 mecanismo de flotacdo, a
separacgdo sélido-liquido mediada por NaOH também foi testada em biomassa durante a fase

exponencial de crescimento (figura 33). Diferenca significativa foi observada em ensaios com
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NaOH 5 M durante 150 min, sendo a recuperacdo de biomassa igual a 97,4% (recuperagédo
durante fase estacionaria foi 80,7%, figura 32a). A figura 34 retrata o processo de flotagdo de

S. maxima na fase exponencial.
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Figura 33. Separagdo solido-liquido de biomassa de Spirulina maxima na fase exponencial de crescimento. (™)
incubacdo por 90 min. () incubag&o por 120 min. (M) incubag&o por 150 min.
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Figura 34. Processo de flotagdo de Spirulina maxima na fase exponencial de crescimento mediada pela adicéo de
NaOH 5 M durante 150 min. (a) Suspensao celular antes da adi¢do de NaOH. (b) Suspensdo celular imediatamente
apos adicdo de NaOH. (c) Suspensao celular ap6s 90 min de incubacdo. (d) Suspensdo celular ap6s 120 min de
incubacdo. (e) Suspensdo celular apds 150 min de incubac&o.
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Entre os procariotas, apenas as cianobactérias podem realizar fotossintese oxigénica
com producdo de carboidratos, proteinas e lipidios a partir da alocacdo de carbono
(WATERBURY, 2006). Assim, o crescimento implica em aumento da densidade celular,
reducdo dos vacuolos gasosos e perda da flotacdo (WALSBY, 1994). Em cianobactérias que
formam vesiculas gasosas, a regulacdo do mecanismo de flotacdo parece estar relacionado a
modulacdo da expressdo de genes de vesiculas gasosas (BEARD et al., 2002), colapso dos
vacuolos gasosos (e.g., em virtude da pressdo de turgescéncia) (LI et al., 2015b) e densidade
celular (e.g., contetdo de carboidratos a medida que realiza fotossintese).

Sabendo do impacto direto de ciclos claro:escuro sobre o balanco
fotossintese:respiracdo e compreendendo a necessidade de minimizar perdas respiratérias,
parece ser mais vantajoso a separacao de biomassa durante a fase escura do fotoperiodo, sendo
necessario avaliar a separacdo de biomassa produzida por CCDE a fim de que possa ser
observada a influéncia da vinhaga e da composi¢do bioquimica da biomassa sobre o processo
de floculagéo/flotacéo.

Em 2005, Kim e colaboradores examinaram a influéncia da fase de crescimento sobre a
flotacdo de Spirulina platensis. Ainda que a sintese de vaclolos gasosos tenha excedido o
acumulo de carboidratos, as células reduziram o potencial de flotacdo durante a fase
estacionaria de crescimento com maxima reducdo de DOegonm igual a ~90% na presenca de
NaCl 2% durante 150 min. Hu e colaboradores (2013) mencionaram o aumento na dosagem de
nanoparticulas de FesOs requerida para recuperar 95% da biomassa de Nannochloropsis

maritima durante fase estacionaria.
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CONCLUSOES & RECOMENDACOES

Entre as microalgas utilizadas no presente trabalho, a cianobactéria Spirulina maxima
foi escolhida como cepa mais propicia ao consumo da matéria organica e tratamento de vinhaca.
Para proporcionar o crescimento noturno e reduzir substancial perda respiratoria, foi definida
como estratégia mais promissora o Cultivo Ciclico em Duas Etapas (CCDE) empregando
condicdo autotréfica durante a fase clara do fotoperiodo (12 h) seguida de condigédo
heterotrofica durante a fase escura (12 h). O CCDE permitiu o cultivo semicontinuo com
intervalos autotroficos entre os Ciclos. A produtividade em biomassa e taxa especifica de
crescimento ndo foram prejudicadas no cultivo semicontinuo. A andlise bioquimica da
biomassa produzida em diferentes Ciclos de CCDE ndo foi significativamente diferente.

A injecdo fracionada de vinhaca durante a fase escura do CCDE minimiza a inibicao
por substrato impactando positivamente o crescimento heterotréfico. Observou-se que a injecéo
continua de CO; aumenta os niveis de CID aumentando a produtividade em biomassa, sob
condicdo autotrofica, apesar do efeito negativo do pH sobre o crescimento celular. Além dos
niveis de CID, a assimilacdo de CO, é determinada pela concentragdo celular e taxa de
crescimento. Embora a injecdo continua de CO2 seja melhor assimilada e ndo tenha efeito
negativo em cultivos densos, a proliferacdo celular é baixa o que acaba favorecendo o acimulo
de biomoléculas de reserva em vez da proliferacdo celular com consumo de substrato.

Adicionalmente, conclui-se que a reducdo da concentracdo de sais bicarbonato diminui
perdas respiratdrias aumentando a produtividade em biomassa e a taxa especifica de
crescimento, ndo s6 sob condicdo autotrofica, mas principalmente em CCDE com injegéo
fracionada de vinhaga. No entanto, a assimilagcdo de CO2 em meio de cultura com HCO3
reduzido continua aumentando os niveis de CID, sendo favoravel sob condicéo autotréfica e
desfavoravel em CCDE.

Dentro da faixa estudada, a metodologia de Superficie de Resposta revelou que a
otimizacao da maxima taxa especifica de crescimento ocorre quando a concentracdo de vinhaca
esta entre 3-45% v/v e a concentracdo de NaHCOs é 6,81 g.Lt. Nessas condicbes, a
produtividade em biomassa variou de acordo com a taxa de crescimento e a analise bioquimica
ndo apresentou diferenca significativa em funcéo das varidveis input avaliadas.

Apds avaliar diferentes estratégias para fornecimento de carbono e otimizar
concentragdes de carbono organico (i.e., 3-4,5% v/v de vinhaca injetado de forma fracionada)
e inorganico (i.e., 6,81 g.L™* de NaHCOs), foi possivel reduzir o tempo de cultivo (5 dias) e

aumentar a maxima taxa especifica de crescimento (1,18-1,62 d?!) sem comprometer
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significativamente a composi¢do bioguimica. Nessas condi¢des, a maxima produtividade em
biomassa foi 151,9 mg.L.d™! com 72,2% de teor proteico.

Considerando a batelada alimentada de vinhaca na fase heterotréfica do CCDE em cada um
dos dias, o consumo da matéria organica presente na vinhaca ao término do cultivo otimizado
foi observado pela reducdo de 67% da DQO e da condutividade elétrica.

A possibilidade de cultivar biomassa sob luz solar sugere a realizagdo do CCDE em
fotobiorreator com captacdo solar. Embora as oscilagdes ambientais de luminosidade e
temperatura possam acarretar dados irreversiveis ao cultivo celular, a batelada alimentada de
vinhaga durante a fase heterotrofica pode amenizar os efeitos do excesso da densidade do fluxo
de fotons durante a fase autotrofica.

A acdo de vacuolos gasosos e os resultados de flotacdo sugerem explorar a separagéo solido-
liquido de Spirulina maxima produzida por CCDE. O potencial de flotacéo é significativamente
reduzido na fase estacionaria de crescimento e a coleta de biomassa durante a fase escura do
fotoperiodo pode contribuir para minimizar perdas respiratorias. Outra sugestdo de induzir

flotacdo é através da eletroestimulacdo.
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APENDICE
LEGISLACAO SOBRE A VINHACA

E possivel encontrar leis especificas que descrevem os padrdes, as exigéncias, 0
licenciamento e as penalidades em relagdo ao controle da poluicdo do meio ambiente por
vinhaga. De acordo com a legislag&o federal, Portaria do Ministério do Interior n° 158, de 03 de

novembro de 1980:

I) Fica mantida a proibicdo do lancamento direto ou indireto da vinhaca em qualquer colecéo
hidrica, considerando que, além da vinhaga, os demais efluentes das destilarias de alcool e de
bebidas alcoolicas, bem como os efluentes das usinas de agucar, prejudicam de maneira sensivel
0 abastecimento de agua para as cidades e para atividades econdmicas, alterando de forma
intensa o equilibrio ecoldgico das aguas interiores e causando uma série de prejuizos aos

recursos pesqueiros.

I1) O sistema de tratamento e/ou utilizacdo da vinhaca devera obedecer a solucdo apresentada e

aprovada pelo 6rgdo estadual de controle do meio ambiente.

V) Os efluentes das destilarias e usinas de acgucar, que forem langados em qualquer colegédo
hidrica, ndo poderdo conferir, em qualquer trecho da mesma, caracteristicas em desacordo com
a sua classe, estabelecida nos termos da Portaria OM n° 13, de 15 de janeiro de 1964, do

Ministério do Interior, referente a classificacdo das aguas interiores.

Quanto ao 6rgdo estadual de controle toma-se como base a CETESB (Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental, ligada a secretaria do Meio Ambiente do governo
paulista). A norma técnica CETESB P4.231, de 09 de marco de 2005, dispde sobre critérios e
procedimentos para aplicacdo da vinhaca em solo agricola. A portaria CETESB CTSA - 1, de
28 de novembro de 2005 disp0Oe sobre os prazos e procedimentos para a impermeabilizagdo de
tanques de armazenamento de vinhaga e de canais mestres ou primarios, ja instalados, de uso
permanente para a distribuicdo da vinhaca destinada a aplicacdo no solo que se referem os
subitens 5.3 e 5.5 na Norma Técnica CETESB P4.231 - Vinhaca.

De acordo com a CETESB, a area a ser utilizada para a aplicacéo de vinhaga no solo

deve:
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5.1.6 Estar afastada, no minimo, 1.000 m dos nucleos populacionais compreendidos na area do
perimetro urbano. Essa distancia de afastamento poderd, a critério da CETESB, ser ampliada

quando as condi¢Bes ambientais, incluindo as climaticas, exigirem tal ampliacao.

5.1.7 Estar afastada, no minimo, 6 m das Areas de Preservagdo Permanente.

5.1.8 A profundidade do nivel d’agua do aquifero livre, no momento de aplicagdo de vinhaga

deve ser, no minimo, de 1,50 m.

5.2 Os tanques de armazenamento de vinhaca deverdo atender ao disposto no item 5.1 desta
norma e ser impermeabilizados com geomembrana impermeabilizante ou outra técnica de igual
ou superior efeito. Os prazos para impermeabilizacdo dos tanques de armazenamento instalados
antes da edigédo da primeira versao desta norma (05 de abril de 2005), est&o fixados na Portaria
CTSA 01, de 28 de novembro de 2005.

5.3 Deverdo ser instalados nas areas dos tangues, uma quantidade minima de 04 pocos de
monitoramento, sendo 01 a montante e 03 a jusante, localizados de acordo com o mapa

potenciométrico e construidos conforme a norma NBR 13.895:1997.

5.3.1 Na agua coletada dos pocos de monitoramento, deverdo ser determinados os seguintes
parametros, devendo os mesmos atender aos padrdes da legislacdo pertinente: pH; dureza;
sulfato; manganés; aluminio; ferro; nitrogénio nitrato; nitrogénio nitrito; nitrogénio amoniacal;
nitrogénio Kjeldhal; potassio; calcio; cloreto; solidos dissolvidos totais; condutividade elétrica

e fendis totais.

Observacdes: a) A frequéncia da amostragem para analise sera semestral; b) As metodologias
de analises, para os parametros assinalados acima, sdo aquelas contidas em normas e/ou
procedimentos consagrados para tal, nas suas versfes vigentes; ¢) Os resultados analiticos
deverdo ser comparados com os valores orientadores estabelecidos na Decisdo de Diretoria da
CETESB n° 195-2005-E, de 23 de novembro de 2005 e com os padrbes de potabilidade
estabelecidos na Portaria do Ministério da Saude n® 518/04, de 25 de 03 de 2004.

5.3.2 A implantacdo de drenos testemunha dispensa a instalacdo dos pogos de monitoramento.
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5.4 Devera ser imediatamente suspensa a pratica de armazenamento e/ou disposi¢ao de vinhaca
ou lodo em é&reas de sacrificio, eliminando-se aquelas que ainda estdo sendo utilizadas nas
unidades produtoras, estando qualquer aplicacdo no solo agricola sujeita a observancia desta

norma.

5.4.1 Essas areas deverdo ser avaliadas pelo responsavel quanto a uma possivel alteracdo de
qualidade de aguas subterraneas, por meio da realizacdo de uma investigacdo confirmatoria, a

qual deve seguir minimamente as seguintes recomendacdes:

5.4.1.1 Investigagdo da dgua subterrénea: deverao ser instalados 2 po¢os de monitoramento para
cada area de 10.000 m?, locados preferencialmente nos locais onde, em funco do historico de
utilizacdo da area, ha maior probabilidade de alteracdo da qualidade. Os pocos de
monitoramento instalados devem ter secdo filtrante com comprimento méximo de 2 m,
instalada na parte superficial do aquifero fredtico. Os aspectos construtivos devem atender as
especificacbes definidas na norma NBR 13.895: 1997. Devem ser coletadas amostras em todos

0s pocos instalados, que devem ser avaliadas para 0s mesmos parametros definidos no item.

5.3.1. Os resultados analiticos deverdo ser comparados com os valores orientadores
estabelecidos na Deciséo de Diretoria da CETESB n° 195-2005-E, de 23 de novembro de 2005
e com os padr@es de potabilidade estabelecidos na Portaria do Ministério da Saude n° 518/04,
de 25 de marc¢o de 2004.

5.4.2 Caso sejam constatadas alteracGes de qualidade na agua subterranea, superiores aos
valores definidos acima, deverd ser realizada uma investigacdo detalhada da area, atendendo ao
que for cabivel as recomendacbes constantes do Manual de Gerenciamento de Areas

Contaminadas.

5.6 Ao término de cada safra, devera ser promovida a limpeza dos tanques e canais mestres

impermeabilizados, sendo que a vinhaga eventualmente remanescente devera ser neutralizada.

5.6.1 A vinhaga remanescente nos tangques e canais mestres ou primarios devera ser aplicada,
conforme os procedimentos estabelecidos nesta Norma, em solos agricolas para uso da cultura

canavieira.
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5.7 Anualmente, devera ser realizado ou atualizado o Plano de Aplicacdo de Vinhaca, a ser
elaborado conforme instrucdes contidas no item 6, 0s procedimentos estabelecidos pela Portaria
CTSA 01, de 28 de novembro de 2005 e assinado por profissional devidamente habilitado junto
ao CREA — Conselho Regional de Engenharia, Arquitetura e Agronomia, que devera recolher

a ART (Anotacgdo de Responsabilidade Técnica) especifica.

5.7.1 Até a data de 02 de abril de cada ano, o empreendimento devera encaminhar a CETESB

o Plano de Aplicacao de Vinhaca, observadas as instrugcdes contidas no item 6 desta norma.

5.7.2 O Plano de Aplicacdo de Vinhaca sera utilizado pela CETESB para fins de

acompanhamento e fiscalizacéo.

5.8 A dosagem para a aplicacdo de vinhaca para enriquecimento do solo agricola, devera ser
calculada considerando a profundidade e a fertilidade do solo, a concentracdo de potassio na
vinhaca e a extracdo média desse elemento pela cultura, conforme férmula constante do item 6

desta norma.

5.8.1 A concentracdo méaxima de potassio no solo ndo podera exceder 5% da Capacidade de
Troca Catibnica — CTC. Quando esse limite for atingido, a aplicacdo de vinhaca ficara restrita
a reposicao desse nutriente em funcdo da extracdo média pela cultura, que € de 185 kg de
K20/ha por corte. Estes parametros poderao ser, a critério da CETESB, revistos conforme os

resultados do estudo de avaliagdo mencionado no item 5.10 desta norma ou outros estudos.

6 Plano de Aplicacdo de Vinhaga: instrucoes

O Plano de Aplicacao de Vinhaca no solo seré constituido de memorial descritivo da prética de
aplicagéo pretendida, acompanhado de planta na escala de 1:20.000, ou superior, contendo as
taxas indicativas de dosagem a serem aplicadas, em m3.ha?, diferenciadas em cores, com
intervalos de aplicacdo a cada 150 m3.ha*. A planta e planilha complementares deveréo indicar,
no minimo: a localizacdo dos tanques de armazenamento e dos canais mestres ou primarios de
uso permanente de distribuicdo; a localizacdo dos cursos d’agua; pogos utilizados para
abastecimento; dados de geologia e hidrogeologia local; resultados analiticos dos solos; as areas

de interesse ambiental; e forma e dosagem de aplicacdo de vinhaga.

6.1 Caracterizacdo da vinhaca a ser utilizada nas aplica¢Ges no solo
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6.1.1 A vinhaca devera ser caracterizada quanto aos seguintes parametros: pH; residuo ndo
filtravel total; dureza; condutividade elétrica; nitrogénio nitrato; nitrogénio nitrito; nitrogénio
amoniacal; nitrogénio Kjeldhal; sodio; calcio; potassio; magnésio; sulfato; fosfato total; DBO
e DQO.

Observacdo: outros parametros poderdo ser solicitados, a critério da CETESB. Essa
caracterizacdo devera ser resultado de, no minimo, duas amostragens realizadas no local de

geracdo da vinhaca, durante a safra anterior a apresentacdo do plano de aplicacéo.

6.1.2 Determinac&o do teor de K>O na vinhaga: semanalmente, sera determinado o teor de K20
da vinhaca, expresso em kg.m=.Essa determinacgdo ird indicar a dosagem de vinhaca a ser

aplicada no solo.

6.1.3 Dosagem: a dosagem méaxima de vinhaca a ser aplicada no tratamento de solos agricolas
em cultura de cana-de-agucar sera determinada pela equacéo:

m? de vinhaca/ha = [(0,05 x CTC — ks) x 3744 + 185] / kvi, onde:

0,05 = 5% da Capacidade de Troca Cati6nica, expressa em cmolc.dm, dada pela anlise de
fertilidade do solo realizada por laboratério de analise de solo e utilizando metodologia de
analise do solo do Instituto Agronémico - IAC, devidamente assinado por responsavel técnico.
ks = concentracio de potassio no solo, expresso em cmolc.dm, & profundidade de 0 a 0,80 m,
dada pela analise de fertilidade do solo realizada por laboratério de analise de solo utilizando
metodologia de analise de solo do Instituto Agronémico — IAC , devidamente assinado por
responsavel técnico.

3744 = constante para transformar os resultados da analise de fertilidade, expressos em
cmolc.dm™ ou mE@100 cm™® | para kg de potassio em um volume de 1 ha por 0,80 m de
profundidade.

185 = massa, em kg, de K>O/ha extraido pela cultura, por corte.

kvi = concentragio de potassio na vinhaga, expressa em kg de K20 m, apresentada em boletim

de resultado analitico, assinado por responsavel técnico.

7 Caracterizacédo do Solo
7.1 Caracterizacdo da qualidade do solo que recebera aplicacdo de vinhaca
7.1.1 Amostragem do solo
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Seré utilizada uma amostra composta, constituida de quatro sub-amostras, coletadas em gleba
homogénea de, no maximo, 100 ha. As sub-amostras deverdo ser coletadas, uma no centro de
um circulo com raio de 10 m e as outras trés ao longo do perimetro, distanciadas cerca de 120°
uma da outra. Essa amostragem devera estar geo-referenciada com suas coordenadas. As
amostras deverao ser coletadas com trado, de maneira continua, até a profundidade de 0,80 m.
O solo devera ser colocado em recipiente limpo, especifico para essa finalidade. Apos a coleta
das quatro sub-amostras, homogeneizar e, por quarteamento, retirar uma amostra de 500 g, que

sera encaminhada para analise de solo em laboratorio integrado ao Instituto Agronémico — IAC.

7.1.2 Caracterizacao da qualidade do solo

Deverdo ser determinados nas amostras compostas, conforme descrito acima, 0s seguintes
parametros: Al — aluminio trocavel; Ca — calcio; Mg — magnésio; Na — sédio; SOs— sulfato;
Hidrogénio dissociavel; K — potassio; Matéria organica; CTC — capacidade de troca cationica;
pH e V% - saturacéo de bases.
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FIGURAS & TABELAS COMPLEMENTARES
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Figura Al. Curva de calibragdo entre absorvancia e concentracdo de D-glicose, utilizada para quantificacdo de
carboidratos totais na vinhaga. Barras verticais representam o desvio padréo (n=2).
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Figura A2. Curva de calibracdo entre absorvancia e concentracdo de BSA (albumina do soro bovino). Barras
verticais representam o desvio padréo (n=2).



Apéndice 114

0.8

07 y = 3,7464x =
R®=0,9873

05 t

’

02 r

Densidade optica (ODy30nm)
o
™

0.1 r (a)

0!0 L L L
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Peso seco (gL)

1,0
09 | y=1,8158x

0s | R®=0,9952 2
07 t
06
05 |
04 |
03
02
01 | (b)

0 0 L L L L L
0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6

Peso seco (gL)

Densidade optica (ODy30nm)

Figura A3. Curva de correlagdo entre densidade Optica e peso seco. (a) Chlorella vulgaris. (b) Spirulina maxima.
Barras horizontais e verticais representam o desvio padrdo (n=2).
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Figura A4. Curva de calibracdo entre absorvancia e concentracdo de D-glicose, utilizada para quantificacdo de
carboidratos totais na biomassa. Barras verticais representam o desvio padréo (n=2).
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Tabela Al. Analise estatistica das curvas presentes na figura 11: cultivo heterotréfico em meio contendo 0,1%
v/v de vinhaga, cultivo heterotréfico em meio contendo 1% v/v de vinhaga, cultivo mixotréfico em meio contendo
0,1% v/v de vinhaga, cultivo mixotr6fico em meio contendo 1% v/v de vinhaga e cultivo autotrdfico,
respectivamente.

Cultivo heterotrdfico em meio contende O0.1VW/v de vinhoto [C.vulgaris] [Celular) (g/L) vs Tempo (Dia)
[vich §5% Frobability Confidence Limits, t©(0.§75) = 4.3027)

Tempo Coservedil Chserveds2 Coservedtl Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 953Ced.Limit Lower 95%Cfd.Limit
{Dia) {Celular} (g/L) [Celular] (g/L) ([Celular](g/L) (Celular](g/L) ([Celular](g/L) V(Celular](g/L) (Celular)(g/L) {Celular] (g/L)

0 0.04% 0.04% 0.049 0.04% 8.5e-018 1.73e-014 0.049 0.049
1 0.06 0.073 0.07 0.06767 0.00&81 10.1 0.097 0.0384
2 0.082 0.081 0.08 0.081 0.001 1.23 0.0883 0.07€7
3 0.114 0.108 0.107 0.10% 0.0043¢ 4 0.128 0.0s02
4 c.1 0.118 0.10¢ 0.1073 0.00808 7.53 0.142 0.072¢8
7 0.096 0.094 0.097 0.09587 0.00153 1.6 0.102 0.0891
8 0.0%8 0.108 0.103 0.102 0.003¢1 3.83 0.118 0.0888
S 0.083 0.os8 0.08% 0.0% 0.002&5 2.94 0.10: 0.078&
0 0.0%1 0.08% 0.082 0.09087 0.00153 1.68 0.0§72 0.0841

Cultivo heterotréfico em melo contendo 1Vv/v de vinhoto [C.vulgaris] (Celular] (g/L) vs Tempo(Dia)
(vith $5\ Probabilicy Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027)

Tempo  Chserveddi Chservedd Chservedsd Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%C2d.Limit Lower 95%Cfd.Limic
(Dia) [Celular] (g/L) ([Celular) (g/L) (Celular] (g/L) ([Celular) (g/L) (Celular] (g/L) S[Celular] (g/L) [Celular) (g/L) [Celular] (g/L)
o 0.042 0.042 0.042 0.042 o o 0.042 0.042

1 0.044 0.057 0.0s 0.05033 0.00&51 12.9 0.0783 0.022

: 0.078 0.073 0.07 0.07387 0.00404 5.49 0.0911 0.0563

3 0.079 0.081 0.08 0.08 0.001 1.2 0.0843 0.0757

4 0.08¢ 0.074 0.077 0.0%¢ 0.00624 7.91 0.10¢6 0.0s21

7 o.o8s 0.088 0.091 o.oe8 0.003 3.1 0.101 0.0751

-] 0.087 0.204 0.1 0.087 0.00889 9.16 0.135 0.0ss8

9 0.077 0.073 0.082 0.07733 0.00451 5.83 0.0967 0.0579
10 0.073 0.073 0.073 0.073 0 0 0.073 0.073

Cultivo mixotréfico em meio contendo 0.1%v/v de vinhoto [C.vulgaris] [Celular] (g/L) va Tempo(Dia)
[vith S5% Probability Confidence Limics, t(D.§75) = 4.3027)

Tempo Coservedil Chserveds Cbservedsds Average Std.Daviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower ©5%C2d.Limit
(Dia) [Celular) (g/L) ([Celular] (g/L) ([Celular) (g/L) (Celular]ig/L) (Celular)(g/L) V(Celular)(g/L) ([Celular) (g/L) [Celular] (g/L)
0 0.0¢ 0.0¢& 0.0¢ 0.08 o 0 0.08 0.08

1 0.074 0.078 0.083 0.07833 0.00451 5.76 0.0877 0.0589

2 0.087 0.08 0.08 0.085&7 0.00981 11.5 0.128 0.0434

3 0.101 0.113 0.117 0.1103 0.00833 7.5% 0.14¢ 0.0748

4 0.1& 0.1s8 0.157 0.1s583 0.00153 0.9&5 0.165 0.1s52

7 0.135 0.138 0.134 0.135 0.001 0.742 0.139 D0.1312

8 0.13 0.153 0.128 0.137 0.0139 10.1 0.197 0.0772

-] 0.13 0.128 0.129 0.129 0.001 0.778 0.133 0.138
10 0.128 0.128 0.128 0.128 o o 0.128 0.128

Cultivo mixotrofico em meio contendo 1vww/v de vinhoto [C.vulgaris] [Celular] (g/L) vs Tempo(Dia)
{vith 95% Probability Confidence Limits, t(0.97§) = 4.3027)

Tempo Chserveds§l Cbservedf2 Coserved#3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper S5\Cfd.Limit Lower $S5VCfd.Limic
(Dia) [Celular] (g/L) [Celular](g/L) ([Celular](g/L) ([Celular](g/L) [Celular](g/L) %¥(Celular](g/L) ([Celular](g/L) {Celular]) (g/L)
0 0.054 0.054 0.054 0.054 o 0 0.054 0.054

1 0.07¢ 0.07 0.07¢ 0.074 0.0034¢ 4.¢60 0.088¢ 0.0891

2 0.1 0.1 0.0ss 0.09833 0.0028¢ 2.94 0.111 0.08s58

3 0.138 0.135 0.138 0.137 0.00173 1.2¢6 0.144 0.13

4 0.153 0.14% 0.143 0.15 0.002&S 1.76 0.182 0.139

7 0.154 0.151 0.151 0.152 0.00173 1.14 D.159 0.145

L] 0.143 0.142 0.141 0,142 0.001 0.704 0.14¢ 0.138

s 0.164 0.18¢ 0.158 0.15923 0.0041¢& 2.6 0.177 0.141

10 0.1587 0.16 0.158 D.1s583 0.00153 0.9&S 0.185 0.182

Cultivo autotréfico [C.vulgaris] [Celular] (g/L) vs Tempo(Dia)
{vith 95V Probabilicy Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027)

Tempo  Chservedwi ChservedsI Chserveds3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper §S5:C2d.Limit Lower 95%3Cfd.Limit
(Dia) (Celular) (g/L) ([Celular) (g/L) ([Celular) (g/L) ([Celular) (g/L) ([Celular](g/L) s([Celular] (g/L) [Celular) (g/L) (Celularx] (g/L)
a 0.048 0.048 0.048 0.048 8.5e-018 1.77=-014 0.048 0.048

1 0.073 0.07 0.07 0.0Mm 0.00173 2.44 0.078s 0.06&3s

K 0.098 0.05% 0.056 0.0%7&7 0.00153 1.56 0.104 0.0911

3 0.124 0.109 0.114 0.1157 0.00764 6.6 0.149 0.0828

4 0.137 0.109 0.118 0.1213 0.0143 11.8 0.183 0.0598

7 0.138 0.128 0.108 0.1237 0.014 11.3 0.184 0.0634

8 0.116 c.113 0.11¢6 0.115 0.00173 1.51 0.122 0.108

9 D0.138 0.148 0.13 0.138 0.00517 .64 0.177 0.098&
10 0.144 0,141 0.14 0.1417 0.00208 1.47 0.151 0.133
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Tabela A2. Andlise estatistica das curvas presentes na figura 12: cultivo heterotréfico em meio contendo 0,1%
v/v de vinhaga, cultivo heterotréfico em meio contendo 1% v/v de vinhaga, cultivo mixotréfico em meio contendo
0,1% v/v de vinhaga, cultivo mixotr6fico em meio contendo 1% v/v de vinhaga e cultivo autotrdfico,
respectivamente.

Cultivo heterotréfico em meio contendo 0,1\v/v de vinbhoto [S.maxima] [Celular) (g/L) vs Tempo(Dia)
[vith 95V Probabilicy Confidence Limits, t©(0.975) = 4.3027)

Tempo Cbservedni Coserveds? Coserveds3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 9S5AC2d.Limit Lower 95%C2d.Limit
(Dia) [Celular] (g/L) (Celular) (g/L) ([Celular](g/L) [Celular)(g/L) ([Celular)(g/L) S([Celular) (g/L) ([Celular) (g/L) {Celular) (g/L)
o 0.022 0.022 0.022 0.022 4.25e-018 1.93=-014 0.022 0.022

1 0.03 0.03s 0.033 0.032&67 0.00252 7.7 0.0435 0.0218

2 0.0&5 0.064 0.0&8 0.08S 0.002 1.54 0.0&93 0.0607

3 0.099 0.099 0.097 0.09833 0.00115 1.17 0.103 0.0934

4 0.111 0.107 0.107 0.1083 0.00231 2.13 0.118 0.0%84

? 0.o088 0.0%2 0.0¢ 0.0e 0.002 2.22 0.098& 0.0814

e 0.08s 0.09 0.088 0.088 0.002&5 3.01 0.09%4 0.07¢¢6

9 0.oes 0.088 D.os8 0.088 1.7e-017 1.93e-014 0.088 0.088
10 0.088 0.088 0.088 0.088 1.7e-017 1.93e-014 0.088 0.088

Cultivo heterotréfico em meio contendo 1Vv/v de vinhoto [S.maxima] [Celular) (g/L) vs Tempo(Dia)
[victh S5V Probability Confidence Limits, t(0.875) = 4.3027)

Tempo Coservedsi Chserveds? Coserveds3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper $5%C2d.Limit Lower §5%Cfd.Limic
{Dia) {Celular) (g/L) (Celular] (¢/L) ([Celular] (g/L) (Celular](g/L) [Celular])(g/L) s([Celular] (g/L) [Celular) (g/L) (Celulax] (g/L)
o 0.02¢ 0.02¢6 0.02¢ 0.02& o [} 0.02& 0.02¢&
1 0.112 0.112 0.116 0.1133 0.00231 2.04 0.123 0.103
2 0.158 0.197 0.198 0.1977 0.000577 .292 0.2 0.195
3 0.18 0.179 0.17% 0.1793 0.000577 0.322 0.182 0.177
4 0.176 0.174 0.177 0.1757 0.00153 0.87 0.182 0.169
7 0.161 0.162 0.182 0.1617 0.000577 0.357 0.1&4 0.15¢
L] 0.18¢ 0.158 0.15¢ 0.1567 0.00118 0.737 0.162 0.182
9 0.171 0.17& 0.178 0.17s 0.00361 2.0¢€ 0.151 0.158
10 0.165 0.183 0.165 0.1643 0.00115 0.703 0.169 0.158

Cultivo mixotréfico em meio contendo 0.1Vw/v de vinhoto [S.maxima] [Celular] (g/L) vs Tempo(Dia)
[with §5\ Frobability Confidence Limits, t©(0.57S) = 4.3027)

Tespo  Cbservedl Coservedi Coservednd Average Std.Deviation  Std.Deviation Upper 953Cfd.Limit Lower 95%C2d.Limit
{b1a) {Celular) (g/L) (Celular] (g/L) ([Celular](g/L) (Celular](g/L) ([Celular](g/L) ¥([Celular](g/L) (Celular] (g/L) [Celular]) (g/L)
o 0.015 0.015 0.015 0.015 ] 0.015 0.015
1 0.037 0.034 0.035 0.03533 0.00153 0.0419 0.0288
2 0.05 0.044 0.0s2 0.04887 0.00416 0.08é6 0.0308
3 0.0&s 0.064 0.0és 0.084€7 0.000877 0.0&72 0.0&22
4 0.082 0.07% 0.079 0.08 0.00173 0.087s5 0.0725
7 0.15% 0.158 0.153 0.1587 0.00321 0.17 0.143
8 0.195 0.194 0.1947 0.000577 0.197 0.182
-] 0.234 0.234 0.2337 0.000577 0.23¢ 0.231
10 0.279 0.272 0.2743 0.00404 0.282 0.257
1 0.312 0.313 2.311 0.002&5 0.322 0.3
i 0.335 0.337 0.3363 0.00115 0.341 0.331
15 0.372 0.362 0.3887 0.00577 0.394 0.344
1& 0.398 0.117 0.4053 0.0102 0.44% 0.361
17 0.453 0.422 0.4387 0.015¢& 0.50& 0.371
18 0.458 0.458 0.4817 0.00&35 0.489 0.434
21 0.819 0.s82 0.605 0.0201 0.691 0.519
22 0.648 0.645 0.8443 0.00404 0.862 0.827
s 0.685 0.é85 0.67¢ 0.015¢& 0.743 0.¢0%

CUILAVO MIXOLEOLICcO wm meio contendo 1VWw/v de viohoto [(S.maxima) (Celulacr) (9/L) ve Tewpo(Dim)
(with 954 Probabiiity CORTiIdnce Limite, ©(0.078) = 4.3027)

Tampo

JTd.Deviarion  Scd,Daviation

o 0.013 o.

1 0.049 o.

2 0.087 °.

3 0.068 o.

4 0.07¢ °. 0. 0.0823 ©o.0724

7 0.1%6 o. o. o o.183

o 0. 160 °. 0. o ©.147

b 0.217 ) o. o.212
o0.338 o. 0. o
0.z01 o o. o. o
0.343 o. o. o. o
0.387 o. 0. o. o,

0.4 o. o. o. o.

0.437 ©. 0. o. .
0.463 o. o. o. o.
LRt ° o. o. o.
0.607 o. o. o. o.
0.733 o. o. o. o.

Cultivo autotréfico [S.maxima] ([Celular) (g/L} vs Tempo (Dia)
[vith 95V Probability Confidence Limits, ©(0.975) = 4.3027)

Tempo Coservedsl Chsexrvedn? Coservedss Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower $5%C2d.Limic
Dia) {Celular] (g/L) [Celulax] (g/L) (Celular) (g/L) [Celular] (g/L) ([Celular] (g/L) %([Celular](g/L) (Celular) (g/L) [Celular]) (g/L)
o 0.011 0.011 0.011 0.011 2.12e-018 1.93e-014 0.011 0.011
1 0.038 0.038 0.028 0.038 o ] 0.038 0.038
2 0.0 0.077 0.077 0.077 o o 0.077 .07
3 0.084 0.084 0.084 o o 0.084 0.084
1 0.108 0.108 0.105 0 o 0.10§ 0.105
Y./ 0.165 0.165 0.165 o o 0.165 0.165
e 0.21% 0.204 0.213 0.00819 3.84 0.248 0.178
9 0.238 0.245 0.238 0.00857 2.33 0.263 0.218
10 0.282 0.258 0.2613 0.0030¢& 1.17 0.273% 0.248
1 0.2% 0.251 0.29 0.001 0.345 0.294 0.288
4 0.352 0.35 0.351 0.001 0.285 0.355 0.347
15 0.31¢é 0.314 0.3147 0.00115 0.387 0.32 0.31
1é 0.328 0.33 0.3283 0.00289 0.87% 0.341 0.316
17 0.38¢ 0.357 0.3856 0.001 0.281 0.3¢6 0.352
18 0.383 0.382 0.3807 0.00321 0.844 0.394 0.387
21 0.483 0.457 0.459 0.0034¢ 0.75% 0.474 0.444
22 0.506 0.485 0.4%2 0.0121 2.4¢ 0.544 0.44
23 0.531 0.521 0.5277 0.00577 31.09 0.553 0,503
24 0.588 0.58 0.574 0.0178 3.1 0.65 0.498
s 0.5e1 0.581 0.5893 0.0028¢ 0.49 0.602 0.577
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Tabela A3. Analise estatistica da analise bioquimica presente na figura 13: carboidratos, proteinas, lipidios e
cinzas sob condicdo autotréfica, condicdo mixotréfica em meio contendo 0,1% e 1% v/v de vinhaca,
respectivamente.

Cultivo autotréfico [S.maxima)] Carboidrato(%) vs Tempo(Dia)
[with 95% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 12.70€2)

Tempo Cbservedfl Cbservedfi2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 65%Cfd.Limit
(Dia) Carboidrato (%) Carboidrato(t%) Carboidrato(t%) Carboidrato(%) (Carboidrato(%) Carboidrato(%) Carboidrato (%)

25 .8 6.1 €.35 0.354 5.57 10.8 1.8¢

Tempo Observedfl Observed§2 Averages Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower S5%Cfd.Limit
{Dia) Proteina(%) Proteina(%) Proteina(s) Proteina(%s) $Proteina(s) Proteina(s) Proteina(s)

2s 72.1 75.7 73.9 2.55 3.44 10&é 41.86

Tempo Observed#l Observedf#2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit|
(Dia) Lipidio(%) Lipidio(%) Lipidio(%) Lipidio(%) $Lipidio (%) Lipidio (%) Lipidio (%)

25 10.7 10.¢ 10.8 0.141 1.3%1 12.8 -}

Tempo Observedfl Observedf2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper S5%Cfd.Limit Lower S53Cfd.Limic
(Dia) Cinza(s) Cinza(s) Cinza(s) Cinza(%) sCinza(%) Cinza(%s) Cinza(%)

25 5.2 5.2 5.2 0 0 5.2 5.2

Cultivo mixotrofico em meio contendo 0.1%v/v de vinhoto [S.maxima] Carboidrato(%) vs Tempo(Dia)
[with S5% Probability Confidence Limits, t©(0.97S5) = 12.708&2)]

Tempo Cbserved#l Observed#2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 9S5%3Cfd.Limit Lower S5%Cfd.Limit
(Dia) Carboidrato(¥) Carboidrato(y) Carboidrato(%) Carboidrato(s) 3%Carboidrato(¥) Carboidrato(s) Carboidrato (%)

25 4.3 4.6 4.45 0.212 4.77 7.15 1.78

Tempo Observed#l Observed#2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) Proteina(s) Proteina(%) Proteina(%) Proteina(s) $Proteina(s) Proteina(s) Proteina(s)

2S5 74.6 74.86 74.6 0 0 74.6 74.6

Tempo Observedfl ObservedffZ Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) Lipidio(%) Lipidio(%) Lipidio(%) Lipidio(%) %Lipidio (%) Lipidio (%) Lipidio (%)

25 11.3 11.8 11.55 0.354 3.0é 18 7.08

Tempo Observedfl Observedf2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper ©5%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) Cinza(y) Cinza(s) Cinza(s) Cinza(%) %Cinza(%) Cinza(k) Cinza(%)

25 5.2 5.2 5.2 0 0 5.2 5.2

ICultivo mixotréfico em meio contendo 1%v/v de vinhoto [S.maxima] Carboidrato (%) vs Tempo(Dia)
[with 95% Probability Confidence Limits, t©(0.97S) = 12.70&2)]

[Tempo Observed#l Cbservedf2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper S5%Cfd.Limit Lower S5%Cfd.Limit
(Dia) Carboidrato(%¥) Carboidrato(¥) Carboidrato(%) Carboidrato(%) %Carboidrato(%) Carboidrato(y) Carboidrato (%)

25 4.8 4.8 4.7 0.141 3.01 E.5 2.9

Tempo Observedf#l Observeadf2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper S5%Cfd.Limit Lower S5%Cfd.Limit
(Dia) Proteina(%) Proteina(%) Proteina(%¥) Proteina(%) %Proteina(t) Proteina(y) Proteina(s)

25 7€.5 7€.5 7€.5 0 0 7&6.5 76.5

Tempo Observed#l Observedfi2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) Lipidio(%) Lipidio(%) Lipidio(%) Lipidio(%) %Lipidio (%) Lipidio (%) Lipidio (%)

25 10.4 9.4 9.9 0.707 7.14 18.¢ 0.215

Tempo Observed#l Observedf#2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower ©5%Cfd.Limit
(Dia) Cinza(%) Cinza(k) Cinza(%) Cinza(s) %¥Cinza(%) Cinza(s) Cinza(%)

25 5.2 5.2 5.2 0 0 5.2 5.2
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Tabela A4. Analise estatistica da curva presente na figura 15: Ciclo | e 1l de CCDE.

Ciclo I & Ciclo II de CCDE [S.maxima] [Celular] (g/L) vs Tempo (Dia)

[with ©5% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027]

Tempo Observed#l Observedf2 Observed§3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) $%[Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L)
) 0.07s5 0.073 0.07& 0.0748&7 0.00153 2.05 0.0812 0.0&81

2 0.191 0.204 0.18 0.1917 0.012 6.27 0.243 0.14

2 0.287 0.245 0.z209 0.247 0.03¢ 15.8 0.415 0.079

3 0.297 0.308 0.297 0.3 0.0052 1.73 0.322 0.278

4 0.348 0.338 0.301 0.329 0.0248 7.53 0.43¢ 0.222

5 0.403 0.417 0.393 0.4043 0.0121 2.98 0.45¢6 0.352

7 0.453 0.517 0.517 0.4957 0.037 7.45 0.8&55 0.337

7. 0.108 0.108 0.108 0.108 u} u} 0.108 0.108

8 0.218 0.218 0.218 0.218 o o 0.218 0.z218

L 0.243 0.242 0.243 0.2427 0.000577 0.238 0.245 0.2

10 0.1¢98 0.1¢98 0.1¢88 0.198 3.4e-017 1.72e-014 0.1¢98 0.1¢8

Tabela A5. Andlise estatistica da curva presente na figura 16: Ciclo I, 1l e Il de CCDE com intervalos
autotroficos.

Ciclo I, Ciclo II & Ciclo III de CCDE [S.maxima)] [Celular] (g/L) vs Tempo(Dia)

[with S5% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027)

Tempo Observed#1 Observed#2 Observed#3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular](g/L) [Celular](g/L) %[Celular](g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L)
0 0.0&2 0.0&1 0.0&3 0.0&2 0.001 1.61 0.0&e3 0.0577
1 0.191 0.204 0.18 0.1917 0.012 6.27 0.243 0.14
2 0.287 0.245 0.20¢ 0.247 0.03¢ 15.8 0.415 0.07¢
3 0.297 0.30é& 0.297 0.3 0.00s2 1.73 0.322 0.278
4 0.348 0.338 0.301 0.329 0.0248 7.53 0.43¢ 0.222
S5 0.403 0.417 0.393 0.4043 0.0121 2.98 0.4586 0.352
7 0.453 0.517 0.517 0.4957 0.037 7.45 0.655 0.337
7 0.0&e 0.0&e 0.0&¢ 0.0&e ] 0 0.0&e 0.0&9
8 0.201 0.201 0.201 0.201 3.4e-017 1.89e-014 0.201 0.201
10 0.2 0.28 0.28 0.28 0 0 0.2 0.28
12 0.335 0.335 0.335 0.335 1] o 0.335 0.335
12 0.0S53 0.053 0.0s3 0.0S53 0 0o 0.0s3 0.0s3
13 0.157 0.157 0.157 0.157 o o 0.157 0.157
14 0.237 0.241 0.235 0.2377 0.0030& 1.29 0.251 0.225
15 0.34 0.328& 0.328 0.3313 0.00757 2.29 0.3¢&4 0.299
1é 0.388 0.392 0.4 0.3933 0.00611 1.55 0.42 0.387
18 0.49 0.495 0.534 0.506&3 0.0241 4.7¢ 0.81 0.403
19 0.815 0.&19 0.5¢3 0.&80¢ 0.014 2.3 0.gg&¢ 0.549
19 0.113 0.113 0.113 0.113 o o 0.113 0.113
20 0.19 0.19 0.188 0.1893 0.00115 0.81 0.124 0.184
21 0.277 0.27& 0.28¢6 0.273 0.00&08 2.23 0.299 0.247
22 0.293 0.2¢83 0.302 0.296 0.00s2 1.76 0.318 0.274
22 0.0&é 0.0&é 0.0&¢ 0.0é&¢ 0 0 0.0é&e 0.0é&¢
23 0.119 0.114 0.124 0.119 0.00s 4.2 0.141 0.0975
24 0.205 0.206 0.214 0.2083 0.00493 2.37 0.23 0.187
25 0.313 0.312 0.30¢ 0.3113 0.00208 0.889 0.32 0.302
28 0.35¢ 0.357 0.381 0.358 0.002&S 0.73¢9 0.389 0.347
27 0.555 0.519 0.534 0.53¢6 0.0181 3.37 0.614 0.458
29 0.57 0.59 0.58 0.58 0.01 1.72 0.823 0.537
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Tabela A6. Analise estatistica da analise bioquimica presentes na figura 19: carboidratos, proteinas, lipidios e
cinzas no 7° dia (Ciclo 1), 19° dia (Ciclo I1) e 29° dia (Ciclo II1).

Ciclo I, Ciclo II e Ciclo III de CCDE [S.maxima] Carboidrato(%) vs Tempo (Dia)

[with ©5% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 12.70&2]

Tempo Observed#1 Observed#2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) Carboidrato (%) Carboidrato (%) Carboidrato (%) Carboidrato(%) $Carboidrato (%) Carboidrato(%) Carboidrato (%)

7 7.2 7.2 7.2 0 0 7.2 7.2

19 8.6 8.8 8.7 0.141 1.83 10.5 8.9

29 7.5 7.5 7.5 0 o] 7.5 7.5

Tempo Observedf1 Observed§f2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) Proteina(%) Proteina(%) Proteina(%) Proteina(%) %Proteina(%) Proteina(%) Proteina(%)

7 7.3 7.3 77.83 o ] 77.3 7.3

19 74.3 74.3 74.3 0 0 74.3 74.3

29 7&.8 7€.8 7€.8 0 0 7€.8 7€.8
Tempo Observed#l Observedff2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) Lipidio(%) Lipidio(%) Lipidio(%) Lipidio(%) sLipidio (%) Lipidio (%) Lipidio (%)

7 6.1 6.1 6.1 0 0 6.1 6.1

19 78 7.6 7.55 0.0707 0.937 8.45 .85
29 6.1 €.86 €.3S5 0.354 5.57 10.8 1.886

Tempo Observed#l Observedf2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) Cinza(%) Cinza(%) Cinza(%) Cinza(%) %Cinza(%) Cinza(%) Cinza(%)

7§ 5.2 5.2 5.2 0 0 5.2 5.2

19 5.2 5.2 5.2 0 0 5.2 5.2

29 5.2 5.2 5.2 0 0 5.2 5.2
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Tabela A7. Andlise estatistica das curvas presentes na figura 20a: CCDE com injecéo fracionada de vinhaca,
CCDE com inje¢do Unica de vinhaga, CCDE em agua destilada com injecdo fracionada de vinhaca e cultivo
autotrofico sem inje¢do vinhaca, respectivamente.

CCDE com injegdo devagar de vinhoto [S.maxima] [Celular] (g/L) vs Tempo(Dia)
[with 95% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027)]

CCDE com injegdo rapida de vinhoto [S.maxima]

[Celular] (g/L) vs Tempo(Dia)

Tempo Observedf1l Observedf2 Observed§f3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) %([Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L)

o 0.0&2 0.0é1 0.0&3 0.0é&2 0.001 1.61 0.0&&3 0.0577

1 0.191 0.204 0.18 0.1917 0.012 6.27 0.243 0.14

2 0.287 0.245 0.20¢ 0.247 0.03¢9 15.8 0.415 0.07¢

3 0.297 0.30¢ 0.297 0.3 0.0052 1.73 0.322 0.278

4 0.348 0.338 0.301 0.329 0.0248 7.53 0.43¢6 0.222

S 0.403 0.417 0.393 0.4043 0.0121 2.98 0.458 0.352

7 0.453 0.517 0.517 0.4857 0.037 7.45 0.655 0.337

CCDE em agua destilada com injecd@o devagar de vinhoto [S.maxima) [Celular] (g/L) vs Tempo (Dia)
[with ©5% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027]

[with 85% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027]

Tempo Observedfl Observedf2 Observed#3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) ([Celular] (g/L) $%[Celular] (g/L) ([Celular] (g/L) [Celular] (g/L)

o] 0.058& 0.0s8& 0.058& 0.058 [s] o 0.0s& 0.0se

1 0.171 0.172 0.174 0.1723 0.00153 0.88& 0.17¢9 0.1¢&¢

2 0.22 0.231 0.231 0.229 0.0034¢ 1.51 0.244 0.214

3 0.335 0.334 0.333 0.334 0.001 0.29¢8 0.338 0.33

4 0.415 0.42 0.405 0.4133 0.007&4 1.85 0.44¢ 0.38

5 0.4&¢ 0.485 0.48 0.478 0.0081¢ 1.71 0.513 0.443

(3 0.641 0.648 0.83¢9 0.842 0.00361 0.582 0.658 0.82¢

[with 95% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027]

Tempo Observedff1 Observed#2 Observedf3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) %([Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L)
0 0.05é 0.0sé 0.0Sé& 0.0sé 0 0 0.05é 0.05¢

1 0.187 0.17 0.187 0.1&8 0.00173 1.03 0.17s5 0.161

2 0.184 0.192 0.197 0.191 0.00&5é 3.43 0.219 0.183

3 0.208 0.218 0.218& 0.2123 0.00&3s 2.99 0.24 0.185

4 0.268 0.272 0.272 0.2707 0.00231 0.853 0.281 0.281

5 0.295 0.293 0.2¢98 0.2953 0.00252 0.852 0.306 0.285

3 0.292 0.291 0.3 0.2943 0.004¢3 1.68 0.31¢ 0.273

7 0.344 0.352 0.352 0.34¢93 0.004&2 1.32 0.38&¢ 0.32¢

Cultivo autotrofico sem injegdo de vinhoto [S.maxima] [Celular] (g/L) vs Tempo(dia)

Tempo Observed#1 Observed#2 Observed#3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(dia) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) %([Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L)

o 0.057 0.057 0.057 0.057 o o 0.057 0.057

x 0.1 0.08s 0.1 0.09833 0.0028¢ 2.94 0.111 0.085¢

2 0.12& 0.134 0.134 0.1313 0.004&2 3.52 0.151 0.111

3 0.17 0.17 0.18&3 0.1877 0.00404 2.41 0.185 0.15

4 0.194 0.198 0.192 0.1247 0.0030é 1.57 0.208 0.182

5 0.233 0.232 0.235 0.2333 0.00153 0.855 0.24 0.227

& 0.283 0.278 0.2¢83 0.2847 0.007&4 2.68 0.318 0.252

7 0.33 0.33 0.304 0.3213 0.015 4.87 0.388& 0.257
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Tabela A8. Andlise estatistica das curvas presentes na figura 21a: injecdo de CO; durante a fase clara do
fotoperiodo, injecéo continua de CO; e cultivo autotréfico aerado com ar atmosférico sem enriquecimento de CO»,
respectivamente.

Injecgdo de CO2 durante a fase clara do fotoperiodo [S.maxima] [Celular] (g/L) vs Tempo (Dia)

Injecdo continua de CO2 [S.maxima] ([Celular] (g/L) vs Tempo(Dia)

[with 5% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027)

Tempo Observed#1 Observed#2 Observed#3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular](g/L) [Celular](g/L) %([Celular](g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L)

0 0.0s3 0.0s3 0.0s3 0.0s3 0 1} 0.0s3 0.0s3

1 0.0¢8 0.087 0.097 0.09733 0.000577 0.593 0.09¢%8 0.0948

2 0.128 0.128 0.128 0.1273 0.00115 0.%07 0.132 0.122

3 0.1&7 0.17 0.172 0.1897 0.00252 1.48 0.18 0.158

4 0.1¢98 0.1%94 0.1¢8 0.1967 0.00231 1.17 0.207 0.187

7 0.334 0.321 0.33¢9 0.3313 0.0092¢9 2.8 0.371 0.291

Cultivo autotrdfico aerado com ar atmosférico sem enriquecimento de CO2

[S.maxima)

[Celular] (g/L) vs Tempo (Dia)

[with S5% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027)

[Tempo Observedf1 Observedf2 Observed#3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) $%[Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L)

0 0.0s8 0.0s8 0.0s8 0.0s8 o o] 0.058 0.0s8

1 0.102 0.108 0.0%é 0.102 0.00& 5.88 0.128 0.07&2

2 0.13 0.14 0.137 0.1357 0.00513 3.78 0.158 0.114

3 0.19¢6 0.188& 0.179 0.187 0.00854 4.57 0.224 0.15

4 0.278¢ 0.249 0.241 0.2553 0.0183 7.18 0.334 0.17¢

7 0.53¢ 0.s08 0.50& 0.5187 0.01e8 3.28 0.588 0.444

[with 95% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027]

Tempo Observedfl Observedf2 Observed#3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper S5%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) [Celular] (g/L) (Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) %[Celular] (g/L) ([Celular] (g/L) [Celular] (g/L)

0 0.0Ss3 0.0s3 0.0s3 0.0s3 o] o 0.0s3 0.0s3

1 0.08¢ 0.097 0.094 0.09333 0.00404 4.33 0.111 0.07s¢

2 0.12 0.121 0.121 0.1207 0.000577 0.478 0.123 0.118

3 0.175 0.171 0.171 0.1723 0.00231 1.34 0.182 0.1&2

4 0.208 0.21¢6 0.217 0.2137 0.00493 2.31 0.235 0.192

9 0.324 0.319 0.33 0.3243 0.00551 1.7 0.348 0.301

Tabela A9. Andlise estatistica das curvas presentes na figura 22a: inje¢do continua de CO; e cultivo autotréfico
aerado com ar atmosférico sem enriquecimento de CO,, respectivamente.

Injegdo continua de CO2 [S.maxima]

[Celular] (g/L)

vs Tempo (Dia)

Cultivo autotrdfico asrado com ar atmosférico sem enriquecimento de CO2

[S.maxima)

[Celular] (g/L)

vs Tempo (Dia)

[with 95% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027)

Tempo Observed#1 Observed#2 Observed#3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular](g/L) %[Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L)
0 0.45 0.45 0.45 0.45 0 0 0.45 0.45

1 0.837 0.634 0.578 0.&183 0.0332 5.3¢9 0.75¢ 0.473

2 0.683 0.702 0.727 0.704 0.0221 3.13 0.79¢ 0.808

3 0.803 0.749 0.781 0.771 0.0284 3.e8 0.893 0.649

4 0.819 0.857 0.851 0.8423 0.0204 2.43 0.93 0.754

5 0.90é& 0.794 0.804 0.8347 0.0&2 7.43 1.1 0.5&8

3 0.731 0.881 0.88 0.8307 0.08&3 10.4 1.2 0.459

7 0.857 0.857 0.857 0.857 1.36e-016 1.59e-014 0.857 0.857

[with 95% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027)

Tempo Observed#1 Observed§f2 Observed#3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular](g/L) [Celular](g/L) [Celular](g/L) %[Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L)

o 0.457 0.48&3 0.457 0.45¢ 0.0034¢ 0.755 0.474 0.444

 } 0.485 0.50é 0.485 0.492 0.0121 2.48 0.544 0.44

2 0.531 0.531 0.521 0.5277 0.00577 1.09 0.553 0.503

3 0.554 0.s88 0.58 0.574 0.0178 3.1 0.&5 0.498

4 0.58¢6 0.521 0.591 0.58¢83 0.0028¢ 0.49 0.€02 0.577

7 0.&3 0.831 0.&28 0.6297 0.00153 0.243 0.83¢6 0.8&23
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Tabela A10. Analise estatistica das curvas presentes na figura 23a: cultivo autotréfico em meio de cultura
reduzido em 50% de NaHCOs;, cultivo autotréfico em meio sem reducdo e CCDE com injegdo fracionada de
vinhaga a 3% em meio reduzido em 50% de NaHCOs, respectivamente.

Cultivo autotrdéfico em meio reduzido de NaHCO3 [S.maxima] [Celular] (g/L) vs Tempo (Dia)
[with 95% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027]

Tempo Observed#1 Observedf2 Observed§f3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper S5%Cfd.Limit Lower S5%Cfd.Limit
(Dia) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) %[Celular] (g/L) ([Celular] (g/L) [Celular] (g/L)

[s] 0.0s¢ 0.05é 0.0s¢ 0.0s8 0.00173 2.99 0.06&55 0.050s

1 0.107 0.108 0.101 0.1053 0.0037¢ 3.59 0.122 0.08¢

2 0.141 0.148 0.155 0.148 0.007 4.73 0.178 0.118

4 0.331 0.337 0.335 0.3343 0.00308 0.914 0.347 0.321

5 0.38 0.352 0.335 0.3557 0.0227 6.39 0.453 0.2s58

7 0.53¢9 0.531 0.53¢ 0.5353 0.00404 0.755 0.553 0.518

Cultivo autotréfico em meio sem redugdo de NaHCO3 [S.maxima] [Celular] (g/L) vs Tempo(Dia)
[with 95% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027]

Tempo Observed#1 Observedf2 Observed#3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) %[Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L)

0 0.0S3 0.0s3 0.0S3 0.0s3 0 0 0.0s3 0.0s3

1 0.089 0.097 0.0%4 0.09333 0.00404 4.33 0.111 0.0759

2 0.12 0.121 0.121 0.1207 0.000577 0.478 0.123 0.118

3 0.175 0.171 0.171 0.1723 0.00231 1.34 0.182 0.182

4 0.208 0.218& 0.217 0.2137 0.004¢93 2.31 0.235 0.192

4 0.324 0.319 0.33 0.3243 0.00551 1.7 0.348 0.301

CCDE em meio reduzido de NaHCO3 com injegdo devagar de vinhoto [S.maxima] ([Celular] (g/L) vs Tempo (Dia)
[with 95% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027]

Tempo Observedfl Observedf2 Observed#3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) %[Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L)

o 0.0&4 0.0&4 0.0&4 0.0&4 o o 0.0&4 0.0&4

2 0.273 0.28&8 0.283 0.2747 0.007&4 2.78 0.308 0.242

3 0.373 0.377 0.387 0.37¢ 0.00721 1.9 0.41 0.348

4 0.54 0.538 0.547 0.5417 0.00473 0.872 0.562 0.521

5 0.314 0.314 0.333 0.3203 0.011 3.42 0.3é&8 0.273

7 0.859 0.&52 0.&848 0.853 0.00557 0.853 0.877 0.829

Tabela A11l. Andlise estatistica da curva presente na figura 24a.

CCDE em meio reduzido de NaHCO3 com injeg&o devagar de vinhoto & influxo continuo de CO2 [S.maxima] [Celular] (g/L) vs Tempo (Dia)

[with ©5% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027]

Tempo Observedffl Observedf2 Observed#3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper S5%Cfd.Limit Lower S5%Cfd.Limit
(Dia) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) %[Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L)
o 0.0&z2 0.08&2 0.08&2 0.08&2 o 0 0.08&2 0.08&z2

2 0.22 0.218 0.22 0.2243 0.00503 2.2 0.24¢ 0.203

3 0.345 0.349 0.34¢ 0.3477 0.00231 0.684 0.358 0.338

4 0.378& 0.355 0.35¢& 0.3823 0.0118 3.27 0.413 0.311

5 0.309 0.307 0.312 0.3083 0.00252 0.814 0.32 0.299

13 0.28¢ 0.235 0.233 0.2447 0.0185 7.58 0.324 0.185

7 0.277 0.284 0.266 0.289 0.007 2.6 0.299 0.239
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Tabela A12. Analise estatistica das curvas presentes na figura 30: cultivo iluminado por radiagdo solar em periodo

matutino, cultivo iluminado por radiagdo solar em periodo matutino e vespertino e cultivo iluminado por luz

artificial.

Cultivo iluminado por radiagdo solar em periodo matutino [S.maxima] ([Celular] (g/L) vs Tempo (Dia)

Cultivo iluminado por radiagdo solar em periodo matutino e vespertino [S.maxima)

[Celular] (g/L)

[with 95% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 12.708&2]

Tempo Observedfl Observed#2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) 3%[Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L)
0 0.044 0.044 0.044 0 ] 0.044 0.044

1 0.091 0.0¢ 0.0205 0.000707 0.781 0.099s5 0.0815

2 0.122 0.122 0.122 ] 0 0.122 0.122

3 0.151 0.145 0.148 0.00424 2.87 0.202 0.0%41

4 0.1%¢ 0.19¢& 0.19¢6 o} 0 0.19%¢ 0.18¢&

s 0.24 0.24 0.24 ] s] 0.24 0.24

3 0.327 0.327 0.327 0 ] 0.327 0.327

2 0.3 0.33 0.315 0.0212 .73 0.585 0.045S

vs Tempo (Dia)

Cultivo iluminado por luz artificial [S.maxima] [Celular] (g/L) vs Tempo (Dia)

[with 95% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 12.7082]

Tempo Observed#1 Observed#2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) %[Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L)

0 0.0S 0.0&2 0.0Sé 0.0084¢ 15.2 0.164 -0.0s518

1 0.09 0.169 0.1295 0.0ss¢ 43.1 0.83¢ -0.58

2 0.127 0.127 0.127 0 0 0.127 0.127

3 0.02 0.04 0.03 0.0141 47.1 0.21 -0.15

7 0.007 0.007 0.007 0 0 0.007 0.007

[with 95% Probability Confidence Limits, t(0.875) = 4.3027)

Tempo Observed#1l Observed#2 Observed#3 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(Dia) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L) %[Celular] (g/L) [Celular] (g/L) [Celular] (g/L
0 0.057 0.057 0.057 0.057 1} 0 0.057 0.057

1 0.1 0.095 0.1 0.09833 0.0028¢ 2.94 0.111 0.0858

2 0.128& 0.134 0.134 0.1313 0.004&2 3.52 0.151 0.111

3 0.17 0.17 0.1&3 0.1877 0.00404 2.41 0.185 0.15

4 0.194 0.1¢98 0.192 0.1947 0.0030¢ 1.57 0.208 0.182

5 0.233 0.232 0.235 0.2333 0.00153 0.855 0.24 0.227

3 0.283 0.278 0.2¢93 0.2847 0.007&4 2.68 0.318 0.2s52

g 0.33 0.33 0.304 0.3213 0.015 4.87 0.388 0.257
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Tabela A13. Analise estatistica da separacao sélido-liquido presente na figura 32a: incubagao por 90 min, 120
min, 150 min com NaOH a 1 M, 2 M, 3M, 4M e 5M.

Incubagdo por 90 min [Separagdo de S.maxima durante fase estacionaria)] Eficiéncia(%) vs [NaOH] (M)
[with 95% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027]

[NaOH] Observedfl Observed#2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(M) Eficiéncia(%) Eficiéncia(¥) Eficiéncia(%) Eficiéncia(%) %Eficiéncia(%) Eficiéncia(%) Eficiéncia(%

1 13.8 17.7 15.73 1.95 12.4 24.1 7.34

2 1&.3 16.9 16.¢& 0.3 1.81 17.9 15.3

3 11.5 12.8 12.13 0.8&51 5.38 14.9 9.33

4 25.4 29.2 26.1 2.82 10.8 38.2 14

S 45.9 53.7 49.8 3.9 7.83 géé.e 33

Incubagdo por 120 min [Separagdo de S.maxima durante fase estacionaria)] Eficiéncia(%) vs [NaOH] (M)
[with 95% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027]

[NaOH] Observedfl Observed#2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(M) Eficiéncia(%) Eficiéncia(%) Eficiéncia(%) Eficiéncia(%) %Eficiéncia(%) Eficiéncia(%) Eficiéncia(%)

1 35.8 42.5 39.13 3.35 8.586 53.5 24.7

2 22.8 21.4 22 0.8é 2.73 24.¢6 19.4

3 . 34.4 34.37 0.0577 0.168 34.8& 34.1

4 52.5 486.3 47.73 4.24 8.87 &é 29.5

s &7 51.3 59.13 7.85 13.3 92.9 25.4

Incubagao por 150 min [Separacdo de S.maxima durante fase estacionaria] Eficiéncia(%) vs [NaOH] (M)
[with S5% Probability Confidence Limits, t(0.875) = 4.3027]

[NaOH] Observed#1 Observedf2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit|
(M) Eficiéncia(%) Eficiéncial(%) Eficiéncia(%) Eficiéncia(%) %Eficiéncia(%) Eficiéncia(%) Eficiéncial(%)

1 33.¢ 29.86 31.8 2 .33 40.2 23

2 27.2 27.9 27.57 0.351 1.27 29.1 26.1

3 23.3 24.7 24 0.7 2.92 27 21

4 49.5 51.1 50.3 0.8 1.59 53.7 46.9

S 80.7 80.7 80.7 o] 0 80.7 80.7

Tabela A14. Anélise estatistica da separacéo solido-liquido presente na figura 33: incubagdo por 90 min, 120 min,
150 min com NaOH a1 M, 2 M, 3M, 4M e 5M.

Incubagdo por S0 min [Separagdo de S.maxima durante fase exponencial] Eficiéncia(%) vs [NaOH] (M)
[with 95% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027)]

[NaOH] Observed#1 Observed#2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(M) Eficiéncia(%) Eficiéncia(s) Eficiéncia(%) Eficiéncia(%) %Eficiéncia(%) Eficiéncia(%) Eficiéncia(%

1 32.5 30.8 31.57 0.95 3.01 35.7 27.5

2 34.2 32.7 33.47 0.751 2.24 38.7 30.2

3 24.8 24.8 24.8 0 ] 24.8 24.8

4 31.3 42.2 35.73 5.73 1é €0.4 11.1

) 84.9 90.5 87.7 2.8 3.19 99.7 5.7

Incubacdo por 120 min [Separacdo de S.maxima durante fase exponencial] Eficiéncia(%) vs [NaOH] (M)
[with 95% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027)]

[NaOH] Observed#l Observed§f2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(M) Eficiéncia(%) Eficiéncia(%) Eficiéncia(%) Eficiéncia(%) $%Eficiéncia(%) Eficiéncia(%) Eficiéncia(%)

1 28.9 33.8 31.33 2.45 7.82 41.9 20.8

2 35.5 3é.8 3é.1 0.85¢& 1.82 38.9 33.3

3 24.8 20.3 22.57 2.25 9.97 2.2 12.9

4 38.3 40.3 39.3 1 2.54 43.8 35

S 88.4 95.9 92.17 3.75 4.07 108 7€

Incubagao por 150 min [Separacdo de S.maxima durante fase exponencial] Eficiéncia(%) vs [NaOH] (M)
[with 95% Probability Confidence Limits, t(0.975) = 4.3027]

[NaOH] Observed#1 Observed#2 Average Std.Deviation Std.Deviation Upper 95%Cfd.Limit Lower 95%Cfd.Limit
(M) Eficiéncia(%) Eficiéncia(%) Eficiéncia(%) Eficiéncia(%) %Eficiéncia(%) Eficiéncia(%) Eficiéncia(%

1 34.4 34.4 34.4 o} 0 34.4 34.4

2 34.9 .6 31.77 3.15 9.92 45.3 18.2

3 24.1 15 19.57 4.55 23.3 39.1 -0.0108

4 48.8 48.2 48.5 0.3 0.619 49.8 47.2

5 96.9 97.2 97.17 0.252 0.25¢9 98.2 96.1
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« Microalgae is a potential alternative
for biologic treatment of sugarcane
vinasse.

« Sugarcane vinasse is an organic
carbon source for Spirulina maxima.

« Spirulina maxima grow under
autotrophic, heterotrophic and
mixotrophic conditions.

« Cyclic light-autotrophic/dark-
heterotrophic strategy increases
biomass productivity.

« Protein content in Spirulina maxima is
appropriate for human and animal
nutrition.
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1. Introduction

ABSTRACT

The feasibility of sugarcane vinasse as supplement in growth medium of Spirulina maxima was investi-
gated. The cell was cultivated under autotrophic (no vinasse, 70 pmol photons m s '), heterotrophic
(no light, culture medium supplemented with vinasse at 0.1% v/v and 1.0% v/v) and mixotrophic condi-
tions (70 pmol photons m~2 s™', vinasse at 0.1% v/v and 1.0% v/v). These preliminary results suggested a
cyclic two-stage cultivation - CTSC, with autotrophic condition during light phase of the photoperiod
(12'h, 70-200 pmol photonsm %s™') and heterotrophic condition during dark phase (12h,
3.0% v/v vinasse). The adopted CTSC strategy consisted in three cycles with 75% withdrawal of suspension
and reposition of medium containing 3.0% v/v vinasse, separated by autotrophic rest periods of few days
between cycles. Results show an increase of biomass concentration between 0.495 gL " and 0.609 gL !
at the 7th day of each cycle and high protein content (between 74.3% and 77.3% w/w).

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

potentially combines the steps of CO, capture from flue gases
(replacing gas scrubbing technologies) and CO, utilization

Microalgae are prokaryotic or eukaryotic microorganisms carry-
ing out oxygenic photosynthesis found in both freshwater and
marine environments, with a great potential for biotechnological
applications (Stengel et al., 2011). Biofixation of CO, by microalgae

* Corresponding author. Tel.: +55 21 3938 7535.
E-mail address: raquel.c.rezende@gmail.com (R.R. dos Santos).

http://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2015.12.077
0960-8524/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

(through adequate biomass processing technologies), building a
promising road for mitigation of greenhouse gas emissions.
According to Chisti (2007), 1 kg of dry microalgae biomass utilizes
about 1.83 kg of CO,. Besides their high growth rates, they produce
and accumulate biomaterials of commercial interest as pharma-
ceutical and nutraceutical products (Spolaore et al., 2006;
Borowitzka, 2013) as well as renewable raw material for fuels
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Chlorella vulgaris cultivation in two-stage process was applied to increase the lipid productivity without
compromising the biomass productivity. At the first stage, microalgae was cultivated under nutrient
sufficient conditions to obtain a maximized cell density; at the second stage, nitrate conditions are
changed to trigger the accumulation of TAG. During first stage, the maximum biomass productivity
(32mglL 1d 1) was observed after 13 days under nutrient sufficient conditions with 1.21 gL ! NaNO3
and 0.00449 g L ! K;HPO4. Maximum lipid content (25.4% DW), lipid productivity (75 mg L ' d ') and
TAG content (41.3% in total lipids) were favored by the nitrogen starvation conditions for more 4 days, at
the second stage. Oil extracted at the second stage contained lower percentage of PUFAs being more
suitable for the biodiesel production when compared with the oil extracted at the first stage. This two-
stage phototrophic process is promising to provide a more efficient way for on a large-scale production of
algal biomass and biodiesel production.

Two-stage process

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Microalgae are prokaryotic or eukaryotic photosynthetic mi-
croorganisms that grow at an exceptional fast rate in open oceans,
rocky shores, and freshwater habitats including rivers, lakes,
ditches and ponds [1]. Microalgae biodiversity is enormous and
represents an almost untapped resource [2]. This biodiversity per-
mits the use of microalgae in biotechnology applications as phar-
maceutical and nutraceutical products as well as raw material for
biofuels production [1].

Microalgae lipids have attracted attention as future raw mate-
rials for biodiesel synthesis, among other factors, due to the
microalgae potential of attaining higher lipid productivity in rela-
tion to the oilseed crops and modulation of the biochemical
composition of the microalgae biomass by varying growth condi-
tions [3]. Accordingly, the choice of the most appropriate condition

* Corresponding author.
E-mail addresses: raquel.c.rezende@gmail.com (R.RR. dos Santos), claudete.
kunigami@int.gov.br (C.N. Kunigami), donato@eq.ufrj.br (D.A. Gomes Aranda),
claudia.teixeira@int.gov.br (C.M. Luz Lapa Teixeira).

http://dx.doi.org/10.1016/j.biombioe.2016.05.014
0961-9534/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

for the microalgae cultivation is of paramount importance to the
viability of the process.

Usually, biochemical composition of microalgae in exponential
phase and growth in batch respects to the following order:
protein > carbohydrate = lipid > nucleic acid. However, under
conditions of nutritional stress and aging culture, this ratio can
change with the increase of lipids and decrease of the protein
concentration [4].

Being the nitrogen essential for the synthesis of amino acids,
limiting conditions of this nutrient makes it impossible to the
synthesis of other proteins involved in the cell division. When cells
are no longer able to divide, lipids are synthesized and stored
within cells as an energy source [5]. For this reason, it is easy to
realize that the amount of nitrogen is an important intracellular
factor involved in lipid biosynthesis. On one side nitrogen starva-
tion favors biosynthesis of intracellular lipids in cells already
developed, on the other, it can affect the cell growth of new cells. In
this sense, increasing the lipid content and getting biomass
simultaneously become a challenge for researchers.

A two-stage process strategy can be an option for enhancing
lipid productivity [6]. In order to increase the biomass productivity,
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The use of lipids obtained from microalgae biomass has been described as a promising alternative for pro-
duction of biodiesel to replace petro-diesel. It involves steps such as the cultivation of microalgae, bio-
mass harvesting, extraction and transesterification of lipids. The purpose of the present study was to
compare different methods of extracting total lipids. These methods were tested in biomass of Chlorella
vulgaris with the solvents ethanol, hexane and a mixture of chloroform:methanol in ratios 1:2 and 2:1.
The solvents were associated with other mechanisms of cell disruption such as use of a Potter homoge-

Keywards: nizer and ultrasound treatment. The percentage of triglycerides in the total lipids was determinated by
Microalgae s . . opyosonne
Biodiesel the glycerol-3-phosphate oxidase-p-chlorophenol method (triglycerides monoreagent K117; Bioclin).

Among the tested methods, the mixture of chloroform:methanol (2:1) assisted by ultrasound was most
efficient, extracting an average of 19% of total lipids, of which 55% were triglycerides. The gas chromato-
graphic analysis did not show differences in methyl ester profiles of oils extracted under the different

Lipid extraction
Potter homogenizer
Solvent

Ultrasound methods.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Given the current technological process and increased exploita-
tion of new unconventional reserves (i.e., natural gas), it is proba-
ble that fossil fuels will continue to be available for a considerable
period of time, although there may be variations in the supply and
in the cost arising from geopolitical developments over time [1].

The steadily growing costs of petroleum, a desire for energy
security in countries with limited petroleum resources and the
inevitable depletion of fossil fuels are common concerns that have
increased worldwide interest in biofuels [2]. In addition to these
concerns, burning fossil fuels causes numerous environmental
problems, including greenhouse gas (GHG) effects, which signifi-
cantly contribute to global warming [3].

Microalgae are prokaryotic or eukaryotic photosynthetic micro-
organisms that can grow rapidly and live in harsh conditions due

* Corresponding author. Tel.: +55 21 2123 1262.

E-mail addresses: raquel.c.rezende@gmail.com (R.R. dos Santos), dm-moreira@
hotmail.com (D.M. Moreira), claudete.kunigami@int.gov.br (C.N. Kunigami),
donato@eq.ufrj.br (D.A.G. Aranda), claudia.teixeira@int.gov.br (Claudia Maria Luz
Lapa Teixeira).
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to their simple cellular structure [4]. Known as one of the oldest
life forms on the Earth, these microorganisms have a diversity of
forms and ecological functions [5]. This diversity creates the capa-
bility for microalgae to be a valuable source in a multitude of prod-
ucts, such as value-added products for pharmaceutical purposes,
food crops for human or animal consumption and as energy
sources [4].

Microalgae biomass is considered a promising feedstock for
producing a variety of renewable fuels, such as biodiesel, bioetha-
nol, biohydrogen and methane [6,7]. Microalgae lipids have
attracted attention as future raw materials for biodiesel synthesis,
among others, because (1) microalgae have potential to attain
higher lipid productivity in relation to oilseed crops [8]; (2) the
biochemical composition of the microalgae biomass can be modu-
lated by varying growth conditions, so the oil yield can be signifi-
cantly increased [9]; (3) the microalgae biomass production can
result in biofixation of waste CO, (1 kg of dry microalgae biomass
utilizes about 1.83 kg of CO,) [10]; (4) microalgae can be cultivated
in brackish water or on non-arable land [11]; (5) the microalgae
cultivation does not require application of herbicides or pesticides
[12].



