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RESUMO

O trabalho teve por objetivo avaliar a dinamicaniteogénio, em cultivo heterotrofico, a
partir da cianobactériaphanothece microscopiddageli, sob o escopo de uma biorrefinaria.
Neste sentido, foi avaliada a contribuicdo dos amstgs nitrogenados nao proteicos, na
dindmica de distribuicdo do nitrogénio, na biomagsada pelo micro-organismo em estudo,
quando cultivado em sistema autotréfico e hetefiotbd Para o cultivo em condigbes
autotrdficas, foi utilizado o meio padrdo BG-11lgeanto que, para o cultivo em condi¢des
heterotroficas, foi empregado o efluente da indaiske laticinios. Inicialmente, foi avaliada a
contribuicdo dos pigmentos na fracdo nitrogenada piteica tendo como base dois
experimentos. No primeiro experimento foi selectana melhor condicéo para a producao de
pigmentos, expressos pela cloroflaem sistema heterotréfico, tendo como base os
parametros C/N (20, 40 e 60), N/P (5, 10 e 15)reeotracdo de inoculo (100, 200 e 300
mg.L"), mediante um planejamento fatorial. s experimentos foram conduzidos em
biorreator heterotréfico a 20°C, pH 7,6 e aeragitinua de 1VVM. A melhor condicédo de
producéio de pigmento foi indicada como sendo a2§Q* de concentracao celular, razées
C/N 20 e N/P 10. Com base nestes resultados, unndegexperimento foi delineado,
visando avaliar a contribuicdo de pigmentos naéfsage nitrogénio ndo proteico, bem como
avaliar a producéao de clorofikae ficobiliproteinas (ficocianina, aloficocianindieoeritrina),
sob influéncia da luz e do meio de cultivo. Foi poskidestacar teores superiores de
ficobiliproteinas na biomassa gerada no cultivoetwgtéfico. No entanto, com notada
diferenca (g0,05) nos teores de clorofig-quando sdo comparadas as concentragées na
biomassa de meios autotréficos (10,7 rify.g@ heterotréficos (1,0 mgly Fato este
compensado pelo menor tempo de cultivo registraata atingir o final do experimento,
qguando o micro-organismo € cultivado em condic@srbtroficas. Fica demonstrado assim,
ainda, a importante contribuicdo dos pigmentosragadb de nitrogénio ndo proteico. Na
sequéncia, um terceiro e quarto experimentos fatl@lneados, visando avaliar a influéncia
do nitrogénio inorgénico intracelular na fracdo péateica e na produgdo de proteina, assim
como a caracterizacdo da fracdo proteica quantseaoperfil aminoacidico. O estudo da
dindmica do nitrogénio intracelular demonstrou quéN-NH,;™ foi a forma nitrogenada
predominante, perfazendo importante fracdo de Ng¢Rdo, portanto, os teores de N-NP
significativamente dependente dos teores de pigmemt nitrogénio intracelular. Os
aminogramas das biomassas geradas pelos cultitosGdicos e heterotréficos indicaram
como aminoacidos majoritarios o acido glutamicegaatico, seguidos por valina, leucina e
isoleucina, e como minoritarios, lisina, glicina raetionina. O perfil aminoacidico
caracterizou-se por apresentar aminoacidos esgenoi@o isoleucina, metionina + cisteina,
fenilalanina + tirosina, valina e treonina em cona;0es superiores ao preconizado pela
FAO/WHO. A caracterizacdo da fracdo proteica quaotperfil aminoacidico qualificou esta
biomassa como fonte potencial de proteina. Ostegtad obtidos neste trabalho demonstram
a influéncia e dinamica de distribuicdo dos composhitrogenados enfphanothece
microscopica Nageli. Fica demonstrado, ainda, que a impleméntago conceito de
biorrefino, no tipo de agroindustria estudado, padepresentar importantes possibilidades
de aproveitamento sustentavel do efluente gerado.

Palavras-chaveAphanothecge biorrefinaria; efluente de laticinios; nitrogénipigmentos
naturais; proteinas



ABSTRACT

The study aimed to evaluate the dynamics of nimoigethe heterotrophic cultivation from
cyanobacteridAphanthece microscopiddageli under the scope of a biorefinery. In tlesse,
we evaluated the contribution of non-protein nigogus compounds in the dynamic
distribution of nitrogen in the biomass generatgdtie microorganism under study, when
grown on autotrophic and heterotrophic system. utotaophic conditions was used as the
culture medium, the standard BG-11 medium and ogtgphic effluents of the dairy
industry. In first moment, the contribution of tpeggments in non-protein nitrogen fraction
was evaluated based on two experiments. In thé éxperiment was selected the best
condition for the production of chlorophylin heterotrophic system, based on the C/N (20,
40 and 60), N/P (5, 10 and 15) parameters and atmat¢@n of inoculum (100, 200 and 300
mg.L"), through a 2 factorial design. Experiments were conducted inetogrophic
bioreactor at 20° C, pH 7.6 and continuous aeratdd¥M. The optimum conditions for the
production of pigment was indicated as being 200Lrh@f cell concentration and ratio C/N
20 and N/P 10. Based on these results, a secongriggmt was conducted in order to
evaluate the contribution of pigments in the fractof non-protein nitrogen, and estiméte
production of chlorophyle and phycobiliproteins (phycocyanin, allophycocyarand
phycoerythrin), under the influence of light anddiuen. It was possible to highlight higher
levels of phycobiliproteins in biomass generatedheterotrophic cultivation. However, with
noticeable difference (p< 0.05) in the levels of chlorophydl: when comparing the
concentrations in the biomass of autotrophic méte7 mg ) and heterotrophic (1.0 mg g
). This fact is compensated by lower cultivatiomei recorded to reach the end of the
experiment, when the organism is grown in hetepdtio conditions. Being demonstrated
thus also the important contribution of the pignseint the fraction of non-protein nitrogen.
Following a third and fourth experiment were desjmn order to evaluate the influence of
intracellular inorganic nitrogen in the non-protdéiaction and protein production, as well as
the characterization of protein fraction as taaitsino acid profile. The study of the dynamics
of intracellular nitrogen showed that the N-Nhvas the predominant nitrogen form, making
significant fraction of N-NP, therefore, while thevels of N-NP significantly dependent on
the levels of pigments and intracellular nitrog&he aminograms of biomass generated by
the autotrophic and heterotrophic cultures showegbrmamino acids such as glutamic acid
and aspartic acid, followed by valine, isoleucimel deucine, and as a minority, lysine,
glycine and methionine. The amino acid profile velsracterized by presenting essential
amino acids like isoleucine, methionine+cysteindenylalanine+tyrosine, valine and
threonine at higher than recommended by the FAO/WHOncentrations. The
characterization of the protein fraction as theramacid profile that described biomass as a
potential source of protein. The results of thisgdgtdemonstrate the influence and dynamic
distribution of nitrogenous compoundsAphanothece microscopidddgeli. It is shown also
that the implementation of the concept of biorefyn@ the type of agribusiness studied may
represent important opportunities for the sustdaabe of the effluent.

Keywords:Aphanothecebiorefinery; dairy effluent; nitrogen; naturagpnents; proteins.
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1 INTRODUCAO

O processo de biorrefinaria pode ser obtido atralgsecuperacdo seletiva e
sequencial de produtos de diferentes compartimergiogares de microalgas procariéticas e
eucaridticas (BALASUNDARAM; SKILL; LLEWELLYN, 2012; VANTHOOR-
KOOPMANS et al., 2013).

Existem, pelo menos, 30.000 espécies conhecidawmic®algas. Apenas uma
pequena parcela tem importancia comercial, as osés geralmente, cultivadas para a
extragdo de compostos de alto valor (PRIYADARSHARWTH, 2012).

Dentre as microalgas, as cianobactérias vém saddesto na producdo de uma
série de compostos de interesse comercial. Est&so-miganismos S&8o procariontes
fotossintéticos, capazes de sintetizar todos ogoosntes celulares a partir de agua, luz e
poucos sais minerais as expensas da luz solar (REIEZ et al., 1989; MISHRA et al.,
2012; BEEVI; SUKUMARAN, 2014). A sua utilizagdo nmtamento de aguas residuérias,
podem oferecer uma alternativa barata, tanto nasguefere ao tratamento de agua, como na
producao de proteina unicelular. Biorreatores altjaterotroficos, operando na auséncia de
luz, sdo uma tecnologia em potencial para tratameet efluentes agroindustriais, onde
moléculas organicas exdgenas simples e nutrienbegdnicos sdo convertidas em biomassa
com potencial producdo de proteina unicelular, mpaera ser utilizada como matéria prima
para a producdo de alimentos, compostos biologictneivos e bioenergia (QUEIROZ et
al., 2007b; ZEPKA et al., 2008; RAWAT; KUMAR; BUX011; QUEIROZ et al., 2013).

Dentre os nutrientes inorganicos que podem linotarescimento, o nitrogénio
pode ser limitante para o crescimento de microadggasonsequentente, para a produgéao de
compostos bioativos. Os ions nitrato, nitrito, am@ compostos nitrogenados organicos séao
as principais fontes de nitrogénio e sdo utilizagaacipalmente, na sintese de aminoacidos e
proteinas (TOUCHETTE; BURKHOLDER, 2000; MURO-PASTOR.ORENCIO, 2003).
Em meios ricos em nutrientes, as microalgas api@sera propriedade de acumular,
intracelularmente, expressivas concentracdes degéitio inorganico, na forma de amoénia,
nitrato e nitrito, antes da sua assimilacao, atildo este nutriente em periodo de privagao, o
que se reflete em sua composicdo quimica (DORTCH.,@084; LAVIN; LOURENCO et
al., 2005; HORNES et al., 2010).

Assim, a utilizacdo de processos para a producablams construtores por

sistemas baseados em recursos renovaveis € umrai@ie para a viabilizacdo da producéo
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de compostos bioativos, em escala de manufatutestimal. Quando insumos e/ou produtos
finais sdo obtidos de fontes renovaveis e de marietegrada, estabelece o conceito de
biorrefinarias (RODSRUD et al., 2012). O biorrefi@aum conceito de producéo baseado no
desenvolvimento sustentavel. Neste sentido, aseffilmarias sdo sistemas que combinam as
tecnologias necessérias entre a concepcao, ex@tordas matérias primas bioldgicas
(biomassa) e a producdo de insumos industriaisnieidiarios e finais. Isto é conseguido
usando uma combinacéo sinérgica entre conversokEgioias e quimicas (KAMM; KAMM,
2004).

Os pigmentos naturais sao biomoléculas abundantenpeesentes na biomassa
microalgal. Além dos carotenoides e das ficobiliresclorofilas sdo moléculas de ocorréncia
abrangente nestes micro-organismos. Os pigmentosrs@iregados como corantes naturais
em induastrias farmacéuticas e de alimentos, alénesiarem vinculadas a propriedades
nutracéuticas em atividades funcionais de proma@daude, como acdo anti-inflamatoria,
auxiliar de cicatrizagdo, controle de cristais dalato de calcio e desodorizagédo interna
(FERRUZI; BLAKESLEE, 2007).

A cianobactériaAphanothece microscopicllageli tem sido considerada uma
fonte de compostos biologicamente ativos, que vemds estudada no laboratério de
Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Gramiando a utilizacdo como insumos
intermediarios e produtos finais (JACOB-LOPES et &007; ZEPKA et al., 2010;
QUEIROZ et al., 2011; QUEIROZ et al., 2013). Emefatisto, o objetivo do trabalho foi
avaliar a dinamica de nitrogénio, cultivada no eilie da industria de laticinios, a partir da

cianobactérigdAphanothece microscopidddgeli sob o escopo de uma biorrefinaria.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a dindmica do nitrogénio em cultivo hetedito a partir da cianobacéria

Aphanothece microscopidddgeli sob o escopo de uma biorrefinaria agromnls

2.2  Objetivos especificos

1. Caracterizar a agua residuaria da industria deciais;
2. Avaliar a cinética de crescimento da cianobact#&planothece microscopiddéageli;
3. Selecionar a melhor condicdo para producdo de pitprepela cianobactéria em

condigdes heterotroficas;
4. Avaliar a influéncia da luz e do meio de cultivopraducdo de compostos bioativos,

expressos como pigmentos e proteinas;

5. Avaliar a dindmica do nitrogénio nos cultivos atdfico e heterotrofico;
6. Avaliar a influéncia do nitrogénio ndo proteicoastimativa de producao de proteina,;
7. Avaliar o perfil aminoacidico na biomassa geradas multivos autotrofico e

heterotrofico.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Efluentes agroindustriais

A composicdo de efluentes agroindustriais caraetese por apresentar alto
conteaddo em matéria orgéanica, constituida por cetopofaciimente degradaveis, como
carboidratos, proteinas e lipidios (QUEIROZ; KOETR97; GUERRERO et al., 1999; DE-
BASHAN et al., 2002; MULKERRINS; DOBSON; COLLEMAN2004; WANG et al., 2005;
SARKAR et al., 2006, JANCZUKOWICZ et al., 2007; VOURCH et al., 2008; KWAR;
MIAO; WYATT, 2010; PITTMAN; DEAN; OSUNDEKO, 2011; QEIROZ et al., 2013).

De-Bashan et al. (2002) reportam que os ions fm&fatmonio sdo 0s principais
constituintes do efluente agroindustrial, comsahoveis de sdlidos dissolvidos ou suspensos,
como lactose, gorduras e proteinas. Esta constat@géorroborada por outros trabalhos
(QUEIROZ; KOETZ, 1997; SARKAR et al., 2006; VOURCet al., 2008; MARKOU;
GEORGAKAKIS, 2011; VIEIRA, 2012a).

Queiroz e Koetz (1997) caracterizaram o efluentgaldoilizacdo do arroz em
relacdo a concentracdo de N-TK, DQO, N-Nid P-PQ?3, obtendo valores entre 28 e 140
mg.L* para o N-TK, 1742-4423 mg'Lde DQO, 11-35 mg.Lde N-NH," e 12-94 para P-
PO,>, 0 que indica alta variabilidade destes composerteoncentracéo destes parametros,
nestes intervalos, tem sido registrada para egte de efluente em uma série de outros
trabalhos (BASTOS et al., 2002; BASTOS et al., 2BASTOS et al., 2010; QUEIROZ et
al., 2007b; ZEPKA et al., 2008). No entanto, a cosigio dos efluentes industriais varia
enormemente em fungcdo da matéria-prima e processasnempregados (LYBERATOS et
al., 1997; SARAIVA, 2000; AGUILAR et al., 2002; WABI et al., 2005; QUEIROZ et al.,
2007b; QUEIROZ et al., 2013).

No processamento de laticinios, a composicdo deergik gerado é constituida
por expressivas concentracdes em matéria organatituida por 6leos, gorduras, proteina,
nitrogénio, fosforo, acucar, nutrientes dissolvidasdlidos suspensos (SARKAR et al., 2006;
VOURCH et al., 2008).

Concentracfes em matéria organica e solidos suspgrelem apresentar uma
variacao diaria significativa no efluente geradtmp@rocessos industriais. No processamento
de vegetais no periodo correspondente a lavageonaentracdo destes parametros excedem
as de outras horas de trabalho (LYBERATOS et 8071
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Os efluentes agroindustriais se caracterizam, dea uorma geral, por
apresentarem a concentracdo em solidos volateigreendendo, aproximadamente metade
dos solidos totais, oferecendo uma aproximacacsgmasda quantidade de matéria organica
presente (AGUILAR et al., 2002). Isto tem sido evidiado por outros autores, como Sarkar
et al. (2006), que estudaram a relacdo dos niees®lidos suspensos do efluente da industria
de laticinios com o contetdo de matéria organica.

A industria de laticinios constitui um setor im@orte da industria alimenticia,
contribuindo de maneira significativa para a préducde efluentes agroindustriais.
Caracterizam-se pelo elevado consumo de agua,dgeram torno de 0,2 a 10L de efluente, o
gue resulta em um alto volume de agua residudciem poluentes organicos e inorganicos
(VOURCH et al. 2008; MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011).

A elevada carga de matéria organica provoca serimsiemas ambientais, caso
estes nutrientes sejam acumulados em rios e ldgoglo as suas altas taxas de DBO e DQO
(BEEVI; SUKUMARAN, 2014). Em funcéo disto, inimerestudos tém sido realizados,
visando o tratamento destas aguas residuariagaontio microalgas (GASPERI et al., 2008;
SAMORI et al.,, 2013; ZHU et al., 2013), enfatizandwincipalmente, a remocédo de
nitrogénio e fésforo (QUEIROZ et al., 2007a; BAST®@6al., 2010; PITTMAN; DEAN;
OSUNDEKO, 2011; VIEIRA et al., 2012a).

Segundo Beevi e Sukumaran (2014), o cultivo de oulgas, no efluente da
industria de laticinios, resulta em uma série dgagens, tais como a producdo de biomassa a
partir de carbono organico, nitrogénio e sais nailsersem a necessidade adicional de
nutrientes; reducdo da carga organica do efluemk@genacédo do efluente tratado e a
possibilidade de extrair produtos de alto valois taomo lipidios, proteinas e carboidratos.
Estes autores descrevem o efluente da industigidaios, como de cor branca, portador de
forte odor e alto pH alcalino, fazendo-se neceasamfericdo de pH, quando o objetivo € 0
cultivo de microalgas. Vieira et al., 2012a, cazdearam o efluente de uma industria de
processamento de laticinio por um periodo de 12medemonstrando a alta variedade de
seus constituintes, mediante os valores dos ceefes de variacdo obtidos, que oscilaram de
10,5% para os valores de pH a 138,6% para Oleosxagy Os valores de pH registrados,
oscilaram de 7,1 a 9,6, resultando valores méaids 1l

Assim, microalgas e cianobactérias apresentam enpial de reciclar nutrientes
de aguas residuarias e produzir biomassa, qualaababiorremediacdo, sera aplicada na

producdo de compostos bioativos e insumos a setibrados, principalmente, na inddstria
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de alimentos (QUEIROZ et al., 2011; MARKOU; GEORGAKIS, 2011; QUEIROZ et al.,
2013; BEEVI; SUKUMARAN, 2014; MARONEZE et al., 2014

3.2 Cianobactérias

As cianobactérias sdo um dos mais interessantep@tantes micro-organismos
autotroficos, sob o ponto de vista evolutivo, fdogtico e ecolégico (KNOLL, 2008;
KOMAREK, 2014). S&o procariotos Gram-negativos,siderados os primeiros produtores
primarios de matéria organica a realizar a fotées@ de forma similar as plantas superiores
(ADAMS, 2000; OLGUIN et al., 2001; DAVID et al.0R7). Datam da era paleozdica, tendo
evoluido na arqueozodica, originando-se ha 3 billdiesnos atras (TANAKA et al., 1975;
THAJUDDIN; SUBRAMANIAN, 2005; DAVID et al., 2007; MSHRA et al., 2012). Na
escala evolutiva, as cianobactérias representaralom@ntre as bactérias e as plantas verdes.
Sua estrutura celular € caracterizada pela aus@aaiganelas envoltas por membranas, tais
como nuacleo definido, cloroplastos ou mitocondriassim como todo o aparelho
fotossintético e sistema respiratério, assemelhaeda bactérias Gram-negativas (XU et al.,
2001).

Estes micro-organismos constituem um dos maiorbgrepos de procariontes
Gram-negativos, apresentando cerca de 150 gériRiBRPKA et al., 1979) e mais de 4.000
espécies (BURJA et al., 2001) depositadas em aedegidd mundo inteiro (COHEN;
GUREVITZ, 2006). Tem seu nome originado a partiudedos seus principais pigmentos, a
ficocianina, que € um pigmento de cor azul. Aléemfidacianina, encontram-se pigmentos
como a ficoeritrina, clorofila, xantofilas ep-carotenos (CAMPBELL, 1998; TING et al.,
2002). As cianobactérias caracterizam-se por apt@ssomente clorofila; estando sempre
presente a ficocianina, podendo estar ausenteerificna (SANTOS et al., 2004).

A clorofila-a é o principal pigmento fotoquimicamente ativo, dueciona como
um receptor de luz para a conducdo da fotossifé@NSHAK, 1997; SANTIAGO-
SANTOS et al., 2004; BARSANTI; GUALTIERI, 2006; M2ER; THOMAS, 2011). Este
pigmento absorve energia luminosa a qual é tradaf@ara os centros de reagdo localizados
na membrana fotossintética, dando inicio ao procekes fotossintese (HOEK; MANN;
JAHNS, 1995; VISKARI; COLYER, 2003). Outras class#s pigmentos acessorios estao
também envolvidos na captacdo de energia lumiomssearotenoides e as ficobiliproteinas.
Os carotenoides sdo pigmentos lipossolluveis, deveonelha, alaranjanjada ou amarela,

encontrados em associacao com a clorafila-terceira classe de pigmentos acessorios sao as
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ficobilinas, a ficocianina, de cor azul e a fictrema, de cor vermelha. Em torno de 50% da
luz requerida é capturada pelas ficobiliproteihdSHRA et al., 2012)

Associada a capacidade de realizar fotossintestd, & facilidade de fixar
nitrogénio atmosférico. Estas propriedades conferamestes micro-organismos as
necessidades nutricionais mais simples de todssres conhecidos (ROMANO et al., 2000;
JEFFERSON et al., 2001). Apresentam vantagens @istayue os colocam como importante
fonte alternativa de bioprodutos. Apresentam, agiralacapacidade de utilizar fontes de
carbono orgéanico e inorganico, curto tempo de @erag ser facilmente cultivavel em
pequenas areas (CHISTI, 2007; MATA et al., 2010).

A versatilidade para sustentar seu crescimentoateste grupo relevante fonte de
recursos a serem explorados pela humanidade (ANURARAVINDRA, 2000; BURJA et
al., 2001; MORIST et al., 2001; MOLINA-GRIMA et aR002; OLGUIM, 2003; BASTOS et
al., 2004; QUEIROZ et al., 2007b; DE-BASHAN; BASHAR010; ABDEL-RAOUF et al.,
2012).

Nos ultimos anos, a Universidade Federal do Rion@avem estudando a
cianobactériaAphanothece microscopiddageli, com o duplo propdsito de tratamento de
efluentes e producdo de compostos bioativos (BAS@C8., 2004; QUEIROZ et al., 2006;
ZEPKA et al., 2007; JACOB-LOPES et al., 2008; SiL¥®al., 2009; QUEIROZ et al., 2010;
QUEIROZ et al., 2011; VIEIRA et al., 2012a; MARKO#! al., 2011; VIEIRA et al., 2012b;
MARONEZE et al., 2014).

3.3  Aphanothece microscopica Nageli

A Aphanothece microscopictlageli € uma cianobactéria de ocorréncia na
Laguna dos Patos, RS, com floracdes constantestdu@do ano (QUEIROZ; TREPTOW,
KOETZ, 1998; QUEIROZ et al., 2001). E taxonomicatee classificada na divisdo
Cyanofita, Classe Cyanoficeae, ordem Chroococcfarslia Synechococcaceae e subfamilia
Aphanotecoidease, géneAphanothecd ANAGNOSTIDIS; KOMARE, 1998; BARSANTI;
GUALTIERI, 2006). Sédo citadas duas espécies do Békghanothecao estuario da laguna
dos PatosAphanothece microscopiddageli e Aphanothece stagnin&prengel. Estas duas
espécies sao morfologicamente muito préximas, qnasehavendo diferencas nas medidas
celulares e na proporgdo comprimento-largura, idde; apenas quanto a morfologia da
bainha gelatinosa. Aphanothece microscopiddageli apresenta a bainha firme, amorfa e
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macroscopica, diferindo da bainha gelatinosa Aphanothece stagninaSprengel
(COUTINHO, 1982; DE LORENZO, 1995).

A coloracéo daAphanothece microscopidddgeli é verde azulada escura, células
adultas elipticas acilindricas, conteudo celulaarfiente granulado, medindo 9,0 - ArB x

4,2um, cerca de 2,1 vezes mais comprida que largarg@iu

Figura 1 - Cultura daAphanothece microscopidéageli (200x)

Fonte: Laboratdrio de Biotecnologia — Universid&@eeral do Rio Grande. Fotografia: Fabiana Barros

A espécie Aphanothece stagninase caracteriza por formar agregados
macroscopicos de 2 a 2,5 cm de didametro, com nwasraeélulas embebecidas em
mucilagem firme, homogénea e incolor. Tais agregadoicialmente mais ou menos
globulosos, se alargam, a posteriori, formandonasiou massas regulares verde-azulada, ou,
as vezes ligeiramente pardacenta (HALPERIN; ZULBRACCARO, 1974).

Uma série de trabalhos focados no crescimento gecies Aphanothece
microscopica Nageli em efluentes agroindustrias vém sendo desenvolvidaEando,
principalmente, a aplicacdo da biomassa geradaieta dlimentar, buscando com isto,
caracterizar este micro-organismo quanto ao sear wvaitricional e viabilidade de utilizacéo
como alimento (QUEIROZ et al., 1998; QUEIROZ; KOETIREPTOW, 2001; TEIXEIRA,
1996; QUEIROZ et al., 2001; QUEIROZ et al.,, 2004%COB-LOPES et al., 2006;
QUEIROZ et al., 2007b; ZEPKA et al., 2007; ZEPKAadt, 2008; HORNES et al., 2010;
ZEPKA et al., 2010; QUEIROZ et al., 2011; QUEIRCQzE, 2013).
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Neste sentido, Queiroz, Koetz e Treptow (1998) atarzaram o odor da
AphanothecenicroscopicaNageli desidratada, constatando odor caracteriatiexvas, o que
viabiliza o uso desta cianobactéria na alimentdgaoana. Afirmativa esta, que foi avaliada,
mediante elaboracdo de macarrdo contendo este-organismo. O produto foi submetido a
aceitacdo pelo consumidor demonstrando sua pdidtat® (TEIXEIRA, 1996). A
viabilidade de aplicagcdo deste micro-organismo mdadfoi avaliada por Queiroz et al.
(2001), mediante avaliacdo do efeito histologidisielogico em ratas alimentadas com dietas
contendoAphanothece sfbem como sua primeira geracdo. A analise hisicdaggo indicou
qualquer alteracdo nas ratas e em tecidos emhiosném formacao, ficando demonstrado,
ainda, o efeito hipocolesterolémico da dieta miag. Baixos niveis de colesterol e glicemia
foram também obtidos em ratas alimentadas odphanothece microscopicilageli,
desenvolvida no efluente da parboilizacdo do amaando comparados a ratas alimentadas
com caseina (Zepka et al., 2010). Os baixos nideizolesterol podem ser atribuidos a
composicdo em 4&cidos graxos destes micro-organisrdasob-Lopes et al. (2007)
demonstrou a predominancia em acidos graxos m&ditirados da biomassa gerada no
efluente da parboilizacdo do arroz, destacandofm®senca do acidg-linolénico (C18:3).
Equivaléncia em concentracao foi obtida para ocapaimitico (C16:0), seguido pelo &cido
linoléico (C18:2).

O perfil aminoacidico deste micro-organismo foileado, apresentando-se como
fonte em potencial de proteina unicelular, saliethdase concentracbes dos aminoacidos
essenciais leucina, fenilalanina+tirosina, valimegleucina e treonina, em concentracdes
superiores ao padrédo exigido pela FAO/WHO (QUEIRGCa al.,, 1998). Estes autores
reportam a deficiéncia em lisina, limitacdo estajlar em relacdo ao padrdo aminoacidico de
outras cianobactérias. Este fato pode estar asikoaiaperacao de secagem. Segundo Yang et
al. (1980), quando estes micro-organismos sao seetesyradas temperaturas, a lisina pode se
complexar com agucares livres ou com a paredédacehesultando em baixos teores deste
aminoécido.

A aplicacdo de proteinas unicelulares como ingredée de alimentos esta
condicionada a desidratacdo da biomassa e a fugliciade dos constituintes da biomassa
seca (JACOB-LOPES et al.,, 2006). Desta forma, est@o-organismo desidratado foi
caracterizado quanto a composicao bioquimica dmesse industrial, tais como proteinas,

carboidratos, acidos graxos, perfil aminoacidicerfip eletroforético e caracteristicas
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funcionais da proteina (JACOB-LOPES et al., 2006PKA et al., 2007; ZEPKA et al.,
2008).

Jacob-Lopes et al. (2006), reportam que o peréitrelorético daAphanothece
microscopicaNageli € constituido de bandas, com massa molabdda a 62,5 kDa. Neste
mesmo trabalho, os autores obtiveram a caractéozégqncional da fracdo proteica deste
micro-organismo, em termos de solubilidade e caae emulsificante, demonstrando a
influéncia da secagem na funcionalidade proteidai@aassa. Foram obtidos maiores valores
para a capacidade emulsificante, quando a bionfasdasidratada a 60°C, correspondendo
ao menor tempo de exposicdo da biomassa ao ar idguddo entanto, as maiores
solubilidades foram registradas nas amostras se4¢@%C.

Zepka et al. (2008), avaliaram a influéncia daperatura de secagem (40, 50 e
60°C) nos teores de proteina, carboidratos e tipidia biomassa déphanothece
microscopicaNageli, desenvolvida no efluente da parboilizacdadoz. Foram registradas
diferencas na composi¢cao da biomassa, em funcéotetageraturas utilizadas. Foram
registrados minimos e maximos na ordem de 41,3, 34913,4 e 17,7% e 7,2 e 7,9% de
proteina, carboidratos e lipidios, respectivamerf®@i constatado que as maiores
concentracoes foram registradas a 60°C.

A qualidade da proteina da biomassa, seca a 66F@ydliada mediante ensaios
biolégicos, quanto aos parametros nutricionais t@mo valor biolégico, digestibilidade,
utilizacdo liquida de proteina e quociente de &ficia liquida. Os resultados demonstraram a
viabilidade de utilizacdo deste micro-organismo cofonte em potencial de proteinas
(ZEPKA et al., 2010).

Associado ao tratamento do efluente e a utilizalgébiomassa, a possibilidade de
reuso da agua residuaria vem sendo estudada. NBdmatti et al. (2011), avaliaram o
potencial de redso da agua residuaria da ind{swbessadora de pescado, a partir do cultivo
da cianobactéridphanothece microscopidddgeli, bem como o processo de separacdo da
biomassa. Estes autores verificaram que a as&ocdg tratamento bioldgico e quimico é
uma importante estratégia quando se pensa em pisiguas, considerando o uso de
coagulantes, como cloreto de ferro e a propriediesficiéncia de remocédo de matéria
organica e nutrientes por este micro-organismo (RQE et al., 2004b; BASTOS et al.,
2004; ZEPKA et al., 2007; ZEPKA et al., 2008; BA3S et al., 2010). A associagao do
tratamento biologico com o processo de coagulaggmienentacdo complementa o processo
de depuracao da agua residuaria, mediante a rerdegdatros contaminantes requeridos pela

legislacdo quando se visa o relso de 4gua, conergéicseparacdo da biomassa (SILVA-
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MANETTI et al., 2009; SILVA-MANETTI et al. 2011). &kte sentido, uma série de trabalhos
tém sido desenvolvidos, envolvendo a remocéao dériaairganica, nitrogénio e fésforo, com
énfase no estudo da cinética de crescimento enenédlsl agroindustriais deste micro-
organismo (QUEIROZ et al., 2002; QUEIROZ et al.,020; BASTOS et al., 2004;
QUEIROZ al., 2007a; BASTOS et al., 2010; QUEIROZal, 2011; VIEIRA et al., 2012a;
VIEIRA et al., 2012b; QUEIROZ et al., 2013). Nesteabalhos, a influéncia de condi¢des de
crescimento, como meio de cultivo, luz, temperataoacentracdo celular e razdes C/N e
N/P, tem sido profundamente estudados e otimizadkendo associar o tratamento de
efluente, com a produgao de compostos bioativosliante a conversédo dos nutrientes das
aguas residuarias sob o escopo de uma biorrefiranma a possibilidade de relso de agua.
Estes trabalhos centralizam-se na capacidade dm-mriganismo em questdo crescer na
auséncia de luz as expensas de matéria organica.

O desenvolvimento do cultivo, em completo escurdimiea diversas
desvantagens dos biorreatores fotossintéticoscipalmente ao que se refere ao aporte de
energia luminosa, possibilitando o uso de reatooesencionais como 0s reatores agitados
mecanicamente e coluna de bolhas (QUEIROZ e2@i]).

Nestas condi¢Bes, fontes organicas exdégenas dencarpodem ser obtidas,
através de aguas residuarias industriais, podeeddigecionada a conversdo de poluentes
como matéria organica, nitrogénio e fosforo, emmuiléculas de valor agregado. Por outro
lado, se considerarmos apenas as caracteristicamtdmentos de residuos industriais, a
principal vantagem do uso de reatores heterotr®fomon microalgas, esta relacionado com a
conversao simultanea de matéria organica, nitrog@énifésforo, em uma Unica etapa,
reduzindo custos capitais e operacionais, assaiasidormas convencionais de tratamento
(QUEIROZ et al., 2007a).

3.4 Metabolismo das cianobactérias

O principal modelo do metabolismo energético dasanalactérias,
invariavelmente, é a fotossintese, em que a lufbéta energética para a sintese do material
organico celular a partir do diéxido de carbonamnapganhada pela formacdo de oxigénio
(OLGUIN et al., 2001; CHISTI et al., 2007; DAVIDet al., 2007; MADHYASTHA,;
VATSALA, 2007; MISHRA et al.,, 2012). A eficiénciaotossintética das microalgas €
considerada substancialmente mais elevada qudardagpsuperiores (CHISTI et al., 2007).
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A fosforilagcdo fotossintética (producédo de ATP)s r@lulas de cianobactérias,
ocorre via transporte de elétrons, da mesma fouaoqorre em algas eucarioticas e plantas
superiores (LEM; GLICK, 1985; ARDELEAN; ZARNIA, 199.

A maior parte da energia luminosa, utilizada poralguer organismo
fotossintético, € absorvida por uma colegcéo de eigos acessorios, uma vez que a clorofila-
a absorve a energia luminosa, somente em uma lienitagido do espectro solar. A energia
de excitacdo €, entdo, transferida para os cemteoseacdo, localizados na membrana
fotossintética, iniciando o processo fotossintétiGs pigmentos fotossintetizantes estéo
localizados nos tilacoides, onde ficam livres nogtasma, e nao inclusos nos cloroplastos,
COmO nos organismos eucarioticos sintetizantes (OEANN; JHANS, 1995; VISKARI;
COLYER, 2003).

O desenvolvimento de células de microalgas, em sz@fidticas, associado a
manutencao de suas estruturas celulares nos perdedescuro, durante o fotoperiodo diério,
indica a possibilidade de utilizar tecnologicamerdtas metabdlicas heterotréficas para o
cultivo microalgal (PEREZ-GARCIA et al., 2011).

Apesar de apresentarem como modelo principal assottese, estes micro-
organismos possuem uma versatilidade, no que sesraf manutencdo de suas estruturas,
usufruindo de diferentes metabolismos energétiédgumas cianobactérias, como outros
organismos procariontes fotossintéticos, sdo capake utilizar a respiragdo como
metabolismo auxiliar para obtencdo de energia, uséraia de luminosidade. Estes
mecanismos ocorrem, simultaneamente, na célulaidm{organismo, onde sdo capazes de
assimilar compostos organicos, imediatamente, qu#mashsferidos para o escuro. Fato que
ndo ocorre em células eucaridticas, onde estesegsos tém localizacbes subcelulares
especificas (ARDELEAN; ZARNIA, 1998).

De uma forma geral, todos 0s organismos usam agnasesotas para a
respiracdo. O metabolismo respiratério das micesatge assemelha ao das plantas superiores.
A respiracdo aerobia é a mais completa, contanaoti&s etapas basicas, que sdo a formacéo
de piruvato a partir de acucares, acidos graxoproteinas, ciclo do acido tricarboxilico e
cadeia de transporte de elétrons (PAHL et al., 010

A respiracdo nas cianobactérias € um processoatspiorte de elétrons, via
membrana, o qual leva a formacdo de ATP. Nestesoroiganismos, estruturalmente,
apresentam-se trés membranas, uma tipica de bac@am-negativas, a qual ndo € ativada
bioenergeticamente, a membrana plasmatica ou ce&damembrana intracitoplasmatica ou
tilac6ides (SCHMETTERER, 1994).
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A respiragdo nas cianobactérias é unica em diverspsctos. A fotossintese e a
respiracdo aerdbica ndo ocorrem em organelas casmplantas, mas sao ativas nos mesmos
compartimentos. No entanto, apenas algumas ciateslzcapresentam cadeias respiratorias
completas. Em contraste com a fotossintese, o piaies de elétrons esta, geralmente,
presente nas membranas intracelulares. Componedesnvolvidos na respiragéo de outros
organismos formam a cadeia respiratdria destesororganismos, tais como NADPH e
complexo citocromo (SCHMETTERER, 1994; ARDELEAN; RNIA, 1998).

A medida que as cianobactérias tem se tornadonexinente Uteis na elucidacéo
de estudos fotossintéticos, ha um acréscimo dedteso fato que estas células sdo as Unicas
capazes de realizar a respiracdo aerdbia e a ffutlE®ss no mesmo compartimento. Assim,
supdem-se ndo existir uma cadeia de transport&tteres exclusiva para a respiracéo, sendo
varios componentes utilizados, nas vias fotossoastée respiratoria (SMITH, 1982;
SCHMETTERER, 1994).

Durante a respiracdo, ao contrario da fotossintesxjgénio é consumido, com
paralela producédo de didxido de carbono, estaridraarespiratéria dos substratos organicos,
intimamente orientada para o crescimento e diviséegares. O metabolismo respiratério em
microalgas desempenha duas fun¢des principaidr semo fonte exclusiva de energia, para
manutencdo e biossintese e, fornecer os blocodretumes de carbono para a biossintese
(GEIDER; OSBORNE, 1989; JACOB-LOPES et al., 2010).

3.4.1 Aplicacdo do metabolismo respiratorio em tratamentale efluentes e biorrefino

A aplicacdo deste modelo metabdlico, passivel d@gocionar o crescimento
microalgal, tendo como fonte de carbono a matégéroca, e auséncia de luz, vem sendo
explorada, no sentido de associar o tratamentofldenge ao biorrefino (KAMM; KAM,
2004; WILLIAMS; LAURENS, 2010; RODSRUD et al., 2, QUEIROZ et al., 2013).

O metabolismo heterotréfico de microalgas utilizaaurota especifica para o
crescimento no escuro, captando carbono exdgemotaaradicional, que utiliza diéxido de
carbono e energia luminosa, em condi¢des fotossiasd PEREZ-GARCIA et al., 2011).

O propésito de tratar efluente antecede ao biowefjue cresce paralelamente ao
desenvolvimento biotecnolégico. Nas ultimas décadiasrsos trabalhos tém sido realizados,
tomando como base o metabolismo destes micro-@masi explorando seus mecanismos
auxiliares, como a respiracao, as quais podempdiendas, satisfatoriamente, no tratamento
de despejos agroindustriais que constituem sigtifias fontes poluidoras (VILLANUEVA,
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1994; DE LA NOUE et al., 1997; TAM; WONG, 2000; NlEZ et al., 2001; QUEIROZ et
al., 2002; QUEIROZ et al., 2004b; QUEIROZ et @007a; ZEPKA et al., 2008; DE-
BASHAN; BASHAN et al., 2010; BASTOS et al., 2010EREZ-GARCIA et al., 2011,
ABDEL-RAOUF et al., 2012; QUEIROZ et al., 2013).

O tratamento de efluentes, utilizando cianobadétem sido proposto, devido a
eficiéncia na remocdo de matéria organica e nuéserinorganicos. Nos processos
convencionais de tratamento biologico de efluesdesubstancias carbonaceas sao removidas
por organismos heterotroficos enquanto os compostivegenados séo eliminados por
nitrificacdo e desnitrificagdo, em dois reatorestidios, nas condi¢cbes aeroObicas e
anaerodbicas. Assim, a remocao simultdnea desteposbos tr4s consigo as vantagens de
reducdo de custo e a possibilidade de aproveitam@mtnitrogénio por incorporacdo em
biomassa (ORTIZ et al., 1997; TAM; WRONG, 2000; Xanet al., 2000; QUEIROZ et al.,
2004b; ZEPKA et al.,, 2007). Estudos restritos téiho direcionados para elucidar o
potencial do metabolismo heterotréfico das micraslgara a aplicacdo no tratamento de
efluentes e biorrefino (DEVI et al., 2012; VIEIRAt al., 2012a; VIEIRA et al., 2012b;
QUEIROZ etal., 2013; BEEVI et al., 2014; MARONEZ# al., 2014).

O crescimento de microalgas, heterotroficamentes@me nitrogénio e fosforo,
como elementos essenciais requeridos na consttaelfilar de compostos nitrogenados e
fosforados, como os fosfolipidios, nucleotideos c&da@s nucleicos (ABELSON, 1999).
Tipicamente, as células destes organismos conteoxiapadamente 1% de fosforo em base
seca (KAPLAN et al., 1986). Embora, em certas agieh, as microalgas sejam induzidas a
acumular mais do que o fésforo necessario paradwavivéncia. Ha evidéncias de que estes
organismos sejam capazes de retirar do meio, glaaes excedentes de fdsforo, para
posterior utilizacdo. Este fosforo extra € estocaddorma de fosfato, para uso como recurso
interno, quando as condi¢cdes externas de fosfartirméiantes (POWELL et al., 2009).

As 4guas residuérias apresentam, em sua composigaartantes concentracfes
em fosforo, elemento este, considerado como umapdasipais causas da eutrofizacao,
quando atingem os corpos de agua sem qualquemtata (ESTELA; CERDA, 2005).
Vieira et al., 2012a, reportam teores médios -€OP° para o efluente de laticinio, na ordem
de 21,9 mg.l}, demonstrando a eficiéncia do uso de biorreathegsrotréficos, com a
cianobactérigAphanothece microscopiddageli para a remoc¢do deste nutriente. Entre as
inimeras variaveis que controlam este processempdratura parece ser o maior limitante,
por ser uma variavel geografica que afeta a taxabukca de todos os processos biolégicos
(SAKAMOTO et al., 1997). Vieira et al. (2012a) ocgfam que 0 uso de biorreatores
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heterotréficos, com a cianobactérigphanothece microscopictlageli, foi eficiente na
remocédo de fosfato total do efluente do processtmnlaticinios, reportando, ainda, que a
remocao deste constituinte € sensivel a temparatur

A utilizacdo de sistemas heterotroficos, para divalde microalgas, quando
comparado aos autotréficos, traz consigo a vantaggnmeducdo de custo de producgéo de
biomassa, por ser independente da luminosidadegr epassivel de utilizacdo de é&gua
residuaria. Além disso, é possivel obter, em cdmdigreterotréficas, elevadas concentracdes
de biomassa, visando a producdo em grande escaang@ostos bioativos (CHEM, 1996;
BEEVI;, SUKUMARAN, 2014). A peculiaridade do cres@nto heterotrofico, de resultar em
alta densidade celular, tornam as cianobactériasenyolvidas em meio heterotroficos,
organismos altamente aplicaveis sob o escopo de hiongefinaria e, por consequéncia,
altamente atrativas, como fonte de substanciasigasnae alto valor, como &cidos graxos,
moléculas bioativas, ficobiliproteinas, clorofilearboidratos e proteina (MISHRA et al.,
2010; ZEPKA et al., 2010; LEVINE et al., 2010;PEZ-GARCIA et al., 2011; QUEIROZ
et al., 2011; QUEIROZ et al., 2013; BEEVI; SUKUMAR, 2014). Assim, na atualidade,
uma série de trabalhos tem enfatizado a aplicagaonedabolismo heterotrofico na geracéao de
compostos, quer para a industria de alimentos,deofdgica ou para geracao de energia.

A demanda por combustiveis vem aumentando, prapwafthente, com as
mudancas climaticas, poluicdo do ar, destruicdeabssistemas, assim como 0s problemas
relacionados com a producdo e combustdo de petrBl@dousca de solucbes para estes
problemas, vem a necessidade por alternativas mbusiiveis a serem consumidos (WU et
al., 2009; JANAUN; JANAUN; ELLIS, 2010; LEVINE et.a2010).

O biodiesel é uma alternativa promissora de suprionenergético, o qual &
produzido a partir de uma mistura de acidos gras@sjo sintetizado através de um processo
de transesterificacao do triglicerideo, gerandalrsteres e glicerol (CHISTI, 2009; WU et
al., 2009; JANAUN; ELLIS, 2010; RAWART et al., 2DICHISTI et al., 2013).

As microalgas sdo consideradas uma das maioressfarh potencial para a
producao de biodiesel, limitada, principalmentdo pendimento dos cultivos fotoautotroficos
(CHISTI, 2007). Recentes avancos em sistemas bioi®g engenharia genética e
biorrefinaria apresentam oportunidades para expangiroducdo de lipidios, extraidos da
biomassa algal, em processos industriais, utiligawdmo fonte de nutrientes aguas
residuarias agroindustriais (WIJFFELS; BARBOSA, Q0MARKOU; GEORGAKAKIS,
2011; QUEIROZ et al., 2013; BEEVI; SUKUMARAN, 2014) interesse por microalgas,
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como fonte de lipidios, tem aumentado, em grande pam funcdo da possibilidade de altos
rendimentos em lipidios, bem como pela capacidadecultivo de algas em terras
improdutivas, utilizando aguas salobras, salgadagsiduarias (CHISTI, 2007; DISMUKES
et al., 2008; HU et al., 2008; LI et al., 2008; MAEt al., 2010; PITTMAN et al., 2011;
MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011; ROSGAARD et al., 201PJGNOLET et al., 2013;
PANCHA et al., 2014).

Chisti (2007) discute o resultado, de uma analeeparativa, de fontes de
producdo de biodiesel, tais como o gerado a paeticanola, soja e palma, destacando as
microalgas como as mais promissoras para a prodigste combustivel. De acordo com
Mohammadi e Aliabadi (2013), as microalgas apresentim potencial de producao de
biodiesel de 5.000 a 15.000 galbes de biodieseh@a/ano de cultivo.

Beevi e Sukumaran (2014), avaliaram a producao igidids da microalga
Chlorococcumsp. RAP 13, quando desenvolvida em condi¢bes ndificd e heterotrofica,
utilizando como meio de cultivo o efluente da irtdasde laticinios, verificando que o micro-
organismo em estudo acumula mais lipidios quandbeterotrofia.

Queiroz et al. (2013), desenvolveram um sistemaotwersao heterotrofica, de
nutrientes do efluente da indlstria processadorpedeado, para a producdo de lipidios e
proteinas, com paralelo reldso de agua, sob o esieopma biorrefinaria. Os autores reportam
importantes resultados quanto aos teores de lgidEem como para o perfil de acidos graxos
da cianobactéridAphanothece microscopicllageli. O contetudo de lipidios da biomassa
obtida foi de 13,8% e a fracéo lipidica, caractet&por apresentaslinolénico (41%) como
acido graxo predominante. Este teor lipidico é mgolm a outras microalgas oleaginosas
estudadas, em condi¢Bes heterotréficas, visandowdugio de biodiesel (LEVINE et al.,
2010; BEEVI; SUKUMARAN, 2014). Esta biomassa geratlamonstrou seu potencial
biorrefino ainda representado por 52,5% de proteRia7% de carboidrato e 6,5% de
minerais. O perfil lipidico da biomassa deste mimrganismo indicou proporc¢des de &cidos
graxos saturados, insaturados e poli- insaturadosipativeis com o0s parametros
estabelecidos pelos 6rgaos de regulamentacéao clenflhoistiveis.

Contudo, a composi¢cao bioguimica das microalgage padar de acordo com as
condicdes de cultivo, tipo e estado fisiolégicordimro-organismo. Concentracfes obtidas a
partir da variacdo de parametros, como temperamesy de cultura e fase de crescimento,
permitem a identificacdo das culturas de microalagnobactérias, embora muitos efeitos

sejam especificos das espécies em questdo (LOURE&GOD, 1997).
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Assim, as condi¢cdes de cultivo podem ser otimizaldamaneira a maximizar a
sintese de compostos bioativos (RENAUD et al.22600DOLFI| et al., 2008; QUEIROZ
et al. 2011).

Queiroz et al. (2011) estudaram a producédo de didipi por Aphanothece
microscopicaNageli, objetivando sua aplicacdo na producéo ddidsel, quando cultivada
no efluente do processamento de pescado a diferanteis de temperatura. Os resultados
demonstraram, nitidamente, a influéncia da tempexatsendo registrados valores de 15,3;
13,8 e 7,1% de lipidios para biomassas cultivaddl a0 e 30°C, respectivamente.

Independente da producdo de lipidios, a biomagsa adpresenta uma fonte
alternativa de uma variedade de compostos quimprogutos farmacéuticos e de aplicacao
na industria alimenticia, como pigmentos fotossicws, tais como clorofilas, carotenoides e
ficobiliproteinas (MISHRA et al., 2012, CHEN; VANANATHAN, 2013), de maneira que
a composicao bioquimica destes micro-organismagestwmo uma resposta de sua imensa
capacidade de se adaptar as condicbes ambientdligando, adequadamente, sua

versatilidade metabdlica.
3.4.2 Metabolismo de nitrogénio

O metabolismo do nitrogénio por microalgas envalve complexo processo,
incluindo o transporte de nitrogénio pela membralaamatica, assimilacdo e incorporacéo
do nitrogénio do meio de cultivo para formar compsdioquimicos, envolvendo uma série
de sistemas enzimaticos (DORTCH et al., 1984; HOWBNG; WANG, 2011; OHMORI;
OHMORI; STRONTMANN, 1997).

Diferentes estados de oxidacdo do nitrogénio sé@zagios por microalgas e
cianobactérias, quer na forma de nitrato, nit@mobnia, nitrogénio molecular ou organico
(OHMORI; OHMORI; STROTMANN, 1977; DANESI et al., 2@; MURO-PASTOR,;
FLORENCIO, 2003; SAHA et al., 2003). No entantdpama preferencial a ser utilizada é a
amodnia, uma vez que ndo necessita de um sistenra&ico de reducdo, o que resulta em
economia de energia pela célula (HERRERO et a012MURO-PASTOR; FLORENCIO,
2003; VON RUCKERT; GIANI,2004; GARCIA-FERNANDEZ; [EZ, 2004; LAVIN;
LOURENCO, 2005; CONVERT!I et al., 2006).

A amonia quer no meio ambiente ou de cultura, pedeesultante da degradacgao
da matéria organica (SAHA et al., 2003; LAVIN; LOBRCO, 2005; CONVERTI et al.,

2006). Este composto € incorporado, na cadeia wadag mediante rotas metabdlicas, que
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contam com a participacéo de duas enzimas, a ghasmtetase (G-Glutamina sintetase) e a
glutamato sintetase (GOGAT-Glutamato sintetase) RAPASTOR; FLORENCIO, 2003;
VON RUCKERT; GIANI, 2004; CHAIKLAHAN et al.,, 2010).A posicdo central do
metabolismo do nitrogénio via assimilacdo de amoémiadado por estas duas rotas
metabdlicas. O glutamato € produzido nesta viaagiato sintetase, ndo apenas pelos
doadores de nitrogénio, mas por percursores denslgminoacidos, levando a porfirina,
ficobilinas e clorofilas (HERRERO et al., 2001; MORPASTOR; FLORENCIO, 2003).

Desta maneira, as formas mais oxidadas de nitrog@ara serem assimiladas,
requerem reducdo a amoénia. Assim, em um meio enajgeas O nitrato esta disponivel, o
nitrato € primeiro reduzido a nitrito e entdo, adam (CHAIKLAHAN et al.,, 2010). O
primeiro passo, é a reducdo do nitrato a nitritl pétrato redutase, seguido da reducéo do
nitrito a amonia pela nitrito redutase. Ambas @&reas utilizam ferrodoxina como doador
de elétrons, consumindo em todo o processo um detalito ferrodoxinas (SYRETT 1981,
FLORES; HERRERO et al., 2001).

O nitrogénio organico é metabolizado de diferefdg®as. A uréia € convertida a
amonia pela urease. Outras formas de nitrogénimocalguns aminoacidos, requerem
sistemas de transporte especificos e uma metaf@dizadicional para produzir aménia
(HERRERO et al., 2001).

O metabolismo de nitrogénio nos organismos uniaedgl como cianobactérias e
algas verdes é regulado por diversos fatores amalBenespecialmente luz (FLORES;
HERRERO, 1994; OLIVER; GANF, 2000; CHAIKLAHAN, 20).0Algumas cianobactérias
apresentam a propriedade de apresentar a fotassioxégénica na mesma ceélula, durante
iluminag&o continua (MONTOYA et al, 2004; SCANLAROST, 2008).

Muitas cianobactérias sédo diazoicas, tais c@sacillatoria e Anabaena, e séao
capazes de fixar o nitrogénio elementar, utilizanadmmo Unica forma de nitrogénio, atraves
de sua reducdo a amonia, catalizado pela enzimagaitase (BENEMANN et al., 1979;
STAL, 2000; SCANLAN; POST et al., 2008).

O sistema enzimatico nitrogenase € irreversivelegrdtivado pelo oxigénio. No
entanto, aqueles organismos capazes de fixar @itrogatmosférico em aerobiose,
apresentam mecanismos de protecdo ao oxigénio féncogFLORES; HERRERO, 1994).

Pelo fato das cianobactérias serem organismos umtivéficos, que realizam
fotossintese, liberando oxigénio, elas ndo apenaiegem seu mecanismo de fixacdo de
nitrogénio do oxigénio atmosférico, como do oxigégerado intracelularmente. A habilidade

para a fixagdo de nitrogénio esteve, provavelmeptesente nas cianobactérias mais
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primitivas, as quais desenvolveram-se em uma agreosfnoxica, anterior a evolucao do
oxigénio a niveis atuais (FLORES; HERRERO, 1994RRERO et al., 2001; HERRERO,
2004).

O complexo enzimatico nitrogenase catalisa a rexldgdN, na dependéncia de
ATP, para duas moléculas de amdnia, sendo queresstao requer a transferéncia de seis
elétrons para N A nitrogenase € muito similar a todos os organisfixadores de nitrogénio,

e consiste em duas diferentes proteinas dinitrage(/do-Fe proteina) e dinitrogenase (Fe-
proteina) (SCANLAN; POST et al., 2008).

O processo de fixacdo de nitrogénio é fortemergadtb ao metabolismo do
carbono nas cianobactérias. Ha exigéncia de fargmicas de carbono para a assimilacdo
da amonia resultante da fixacdo do nitrogénio. ideide da nitrogenase € sustentada pelos
carboidratos de reserva (LARA GUERRERO, 1997).

Para suprir suas exigéncias de nitrogénio, as lo@otérias utilizam,
principalmente, compostos inorganicos, embora & wdontes organicas, tais como alguns
aminoacidos possam ser assimilados por algumaagims (BENEMANN, 1979; FLORES;
HERRERO, 1994).

De acordo com a flexibilidade metabdlica, que darazam estes micro-
organismos, as microalgas e cianobactérias sadoeaita adaptiveis a condicdes ambientais,
e a disponibilizacdo de nutrientes (MORI et al003. Independente dos sistemas
enzimaticos especificos para as diferentes forreasittbgénio, a maioria delas pode entrar
na célula por difusdo, dependendo de sua concéntrdURO-PASTOR; FLORENCIO,
2003). Em meios ricos em nutrientes, apresentam repripdade de acumular
intracelularmente expressivas concentragdes degaitio inorganico na forma de amonia,
nitrato e nitrito, antes de sua assimilacédo (DORTEHI., 1984; LOURENCO et al., 2005;
GOLDBECK et al., 2006; HORNES et al., 2010). Eseservas podem ser disponibilizadas
qguando n&o houver fonte externa de nitrogénio (DORTet al., 1984).

A duracdo e a concentragcdo destes componentes ndii@nciadas pelas
concentracdes externas de ions, assim como pelaéaabsorcéo e assimilacdo de nitrogénio
(BERGES et al., 1997).

A disponibilidade de nitrogénio, independente da roetabdlica, a ser utilizada e
fatores ambientais, como a luz, sdo determinangga p acumulo, ndo s6 de formas
inorganicas nitrogenadas, como de pigmentos (MADSYHA; VATSALA, 2007).
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3.5 Pigmentos

Os pigmentos sdo macromoléculas que apresentarnilaléde de refletir cor a
determinado comprimento de onda (PIGNOLET et aB201

A aparéncia colorida das microalgas e cianobastééaderivada de seus
pigmentos, 0s quais absorvem a luz visivel, intiamesta forma, as reacfes fotossintéticas
(YEN et al., 2013).

A composicdo pigmentar das cianobactérias € caitiit por clorofilaa e
pigmentos acessorios, que sao os carotenoideBomlitiproteinas. A maior parte da energia
utilizada na fotossintese é absorvida pelos pigoseatessorios, uma vez que a clorddila-
absorve a energia luminosa em uma limitada regidesgectro solar. A energia de excitacédo
€, entdo, transferida para os centros de reac&alizados na membrana fotossintética
(SANTIAGO-SANTOS et al., 2004; YEN et al., 2013).

Estes pigmentos sdo usados em diferentes propdsithsstriais, como na
industria de alimentos e de cosméticos, assim quen® a pesquisa na area biomédica, com
grande potencial como agente terapéutico em doengasgidas pelcstressoxidativo, com
propriedades imuno modulante e anticancerigenasRWEEO ROMAN et al., 2002;
MINKOVA et al., 2003; SPOLAORE et al., 2006; GUf; GUIRY, 2014).

3.5.1 Clorofila

As clorofilas s@o os pigmentos verdes com estryilanaa policiclica esterificada
por uma longa cadeia lateral de fitol. S&o os pigogemais abundantes e presentes em todas
as ceélulas fotossintéticas. Ocorrem nos cloropdadts folhas e em outros tecidos vegetais
(HENRIKSON, 1989; VON ELBE, 2000; STREIT et al.,@) LEHNINGER; NELSON;
COX, 2005).

A denominacao clorofila foi proposta por PelleteeicCaventou, em 1818, para
designar a substancia verde que se podia extrairfalhas com o auxilio do alcool.
Atualmente, os pigmentos clorofilianos sdo de geamdportancia comercial, podendo ser
utilizados tanto como pigmentos quanto como ardiemxies (PELLETIER; CAVENTOU,
1818; SCHOEFS, 2002; STREIT et al., 2005).

As clorofilas sdo moléculas formadas por complalers/ados da porfirina, tendo
como atomo central o Mg (magnésio). Esse compostom@ estrutura macrociclica
assimétrica totalmente insaturada constituida patrq anéis de pirrol. Esses anéis numeram-

se de | a 4 ou de “a” a “d”, de acordo com o sistelea numeracao de Fisher (SCHOEFS,
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2002). As clorofilasa e b encontram-se na natureza numa propor¢cao de 3geatesamente,

e diferem nos substituintes de carbono C-3. Naofilara, o anel de porfirina contém um
grupo metil (-CH3) no C-3 e a clorofila{considerada um pigmento acessorio) contém um
grupo aldeido (-CHO), que substitui o grupo meti3qFigura 2).

Figura 2 - Estrutura quimica da clorofikae clorofilab

CHj

Clorofila a @ -
o
Clorofila b @ _ )]\H

O)\OCHW/Y\/\(CH?‘

Fonte: VOET; VOET (2013)

A clorofila-b é sintetizada através da oxidacdo do grupo metilatafila-a para
um grupo aldeido (TANAKA et al., 1998; SCHOEFS, 20BIGNOLET et al., 2013; YEN et
al., 2013). A clorofilab é convertida em clorofila, através da enzima clorofilexigenase,
gue catalisa a conversao do grupo metil ao grugidd (XU et al., 2001).

A estrutura dos pigmentos clorofilanos € a mesmalifarencas aparentes na cor
dos organismos séo devido a presenca e distribuay@vel de outros pigmentos associados,
como os carotenoides (AJAYAN; SELVARAJU; THIRUGNANFAOORTHY et al., 2012).

A clorofila-a é considerada o principal elemento fotoquimicameattvo que atua

como receptor de luz para a conducgéo da fotossintesivertendo a energia luminosa em
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energia quimica (CHEN et al., 2011; AJAYAN; SELVARB; THIRUGNANAMOORTHY,
2012).

A clorofila-a tem sido apontada como 0 pigmento caracterist&so alanobactérias
(VONSHAK, 1997; SANTIAGOSANTOS et al., 2004, BARSANTI; GUALTIERI, 2006;
MAGER; THOMAS, 2011; MISHRA et al., 2012), estando localizada, assim como os demais
pigmentos, nas membranas tilacoides, onde ficarasiino citoplasma, ao invés de estarem
inclusos nos cloroplastos, como nos organismosriéticas fotossintetizantes, tais como nas
plantas superiores. Os tilacéides ndo estédo endpidhgpermanecendo isolados e equidistantes
no interior da célula (HOEK; MANN; JAHNS, 1995). tEs micro-organismos tem um
potencial reconhecido para a producdo de compa&toslor agregado e por sua eficiente
utilizacdo da energia da luz solar, em comparasguamtas superiores (PRIYADARSHANI;
RATH, 2012). A cianobactéria € um organismo compak uma das mais altas taxas de
clorofila encontrada na natureza, correspondentid 3% da sua biomassa (HENRIKSON,
1989; AJAYAN; SELVARAJU; THIRUGNANAMOORTHY, 2012).

De acordo com Rangel-Yagui et al. (2004) ha umecés inversa entre a intensidade
de luz e a concentracdo de clorofilara biomassa. Estes autores observaram que a maior
concentragdo de clorofila-ocorreu em cultivos submetidos a luminosidade 4 1ux e a
menor utilizando 5600 lux, quando as demais comrdicde cultivo, para ambos os
experimentos, foram as mesmas. Foi deduzido, eqtép cultivo sob condi¢cbes de baixa
luminosidade gera células com conteudos de clarafibiores, no sentido de otimizar a
captura de luz aumenta o crescimento de microaigasma intensidade de luz de saturacéo.
O crescimento de microalgas € inibido quando angitiade de luz é aumentada para além da
intensidade da luz de saturacdo. O crescimento ideoatgas €, entdo, considerado em
condicOes de foto ihi¢do (ADIR et al, 2003; RAGNI et al., 2008; WAHAL; VIAMAJALA,
2010; CHEN et al., 2011).

A clorofila € um pigmento utilizado como ingrediennatural em alimentos
processados na industria de alimentos (HUMPHREYQ4R0Devido a demanda dos
consumidores por alimentos naturais e a cor veod fdo pigmento, a clorofila esta
ganhando importancia como aditivo alimentar. Per &g, esta incentivando a industria de
alimentos para substituir os pigmentos artificigis um corante natural & base de clorofila,
trazendo beneficios a saude.

A clorofila-a, produzida comercialmente €, em grande parte, alaicavés de
fontes vegetais. Entretanto existe um crescentdegisse na producao biotecnologica de fontes

de corantes ndo vegetais. Nesse sentido, 0 usgodespgos biotecnolégicos, empregando
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cianobactérias para a producéo de corantes, pdissusas vantagens, quando comparados as
fontes vegetais, incluindo a possibilidade de waolttontinuo, a rapida multiplicacdo dos
micro-organismos, além do alto contetudo de pigneeptesentes na biomassa (RANGEL-
YAGUI et al., 2004). Acredita-se que quase todaalgas cultivadas sob condi¢cdes 6timas,
apresentem aproximadamente 4% do peso total ensbeaaleste pigmento (HARUN et al.,
2010).

3.5.2 Ficobiliproteinas

As ficobiliproteinas sdo reconhecidas como “pigragrdantenas” fotossintéticos.
Quase 50% da luz requerida para o processo fotédsm é capturada por este grupo de
pigmentos, que sdo exclusivos de algas vermelhipgyrmonas e cianobactérias (MIHOVA et
al., 1996; MISHRA et al., 2012). Com base em susacteristicas espectrais, em funcao da
faixa de absorcdo de energia, as ficobiliproteipadem ser divididas em trés classes
principais; as ficoeritrinas, as ficocianinas ealidficocianinas (GLAZER,1987; MacCOLL;
GUARD-FRIAR, 1987; RODRIGUEZ et al., 1991; VISKARTOLYER, 2003).

As ficobiliproteinas sdo formadas por proteinas cgnupos cromoforos
tetrapirrolicos lineares, chamados de bilinas que, seu estado funcional, estdo
covalentemente unidos através de ligacOes tio&stéare residuos especificos de cisteina das
proteinas (Figura 3).

Figura 3 - Ficobilinas: grupos tetrapirrolicos, cromoéforseares, covalentemente unidos
através de ligacdes tioésteres aos residuos d@spsdalé cisteina das proteinas

proteina

cisteina

serina

Fonte: VISKARI; COLYER (2003)



40

Estes grupos cromoforos, chamados de bilinas oobificas, definem as
caracteristicas espectrais Unicas das ficobiliptate tais como massa molecular,
comprimento de onda, absortividade molar e fluéesa (GLAZER; STRYER, 1984;
VISKARI; COLYER, 2002; VISKARI; COLYER, 2003; SANAGO-SANTOS et al., 2004;
MISHRA et al., 2012). A aloficocianina e ficociaair(Figura 4a) contém os cromaoforos
ficocianobilinas, e a ficoeritrina (Figura 4b) cémt, principalmente, ficoeritrobilina
(GLAZER; STRYER, 1984).

Figura 4 - Cromoéforos ficocianobilinas (4A) e ficoeritriéB)

@) hi @) Iﬂ

‘ CO,H CO,H

O H O H Estrutura A

Estrutura B

Fonte: VISKARI; COLYER (2002)

As ficobiliproteinas, derivadas das cianobactégagas algas vermelhas, sao

denominadas proteinas hidrossollveis, constitufias varias cadeias de halo-proteinas
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(SINGH; MONTGOMERY, 2013; JOHNSON; KUMAR; DAS, 2014Sé&o altamente
fluorescentes, podendo representar acima de 6086rdeudo de proteina soluvel. De acordo
com o grupo ao qual pertencem, ocorrem variacoes as proteinas em um perfil especifico
dos seus espectros de absorbancia e a localizag®s @as suas absorbancias méaximas.
Como estes compostos tem a capacidade de absaoergizena regido de 470 nm a 670 nm,
permitem aos organismos aos quais esta associtgtules os limites de seus espectros de
absorcao, ao coletar luz que ndo é absorvida cm@refia pela clorofilea. Estes compostos
participam de uma corrente de transferéncia degenesxtremamente eficiente, através dos
guais transferem a energia de excitacdo por prosessm menor radiacdo, para centros de
reacdo nas membranas fotossintéticas, para a sdavem energia quimica (VISKARI;
COLYER, 2003), apresentando a seguinte sequéndinsferéncia de energia: ficoeritrina
(vermelha),Améx: 540-570 nm para ficocianina (azuljpax: 610-620 nm, na sequéncia
aloficocianina (azul esverdeado)max: 650-655 nm e, finalmente, para a clorddila-
(RODRIGUEZ et al., 1991BERMEJO ROMAN et al., 2002; PARMAR et al., 2011;
AJAYAN et al., 2012).

As ficobiliproteinas s&@o organizadas em estrutueapeciais denominadas
ficobilissomas, estruturas primarias de captacatuzieligadas em arranjos regulares para a

superficie externa da membrana tilacoide (Figura 5)

Figura 5 - Modelo de um ficobilissoma tricilindrico hemidasdal

Ficocianina

Ficoeritrina

Aloficocianina .

Membrana Tilacoide

Fonte: TELFORD et al. ( 2001)

Os ficobilissomas sdo formados por nudcleos de coifanina, rodeados por
ficocianina na parte externa. A ficocianina € oanaonstituinte, enquanto a aloficocianina
age como um pigmento de ligacéo entre as ficobiliss e a lamela fotossintética (GANTT,
1981; BERMEJO et al., 2002; BASACA-LOYAt al., 2009; AJAYAN; SELVARAJU;
THIRUGNANAMOORTHY, 2012; SINGH et al., 2012; SING MONTGOMERY, 2013;
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PIGNOLET et al., 2013). Estas duas ficobilinas s@® pigmentos dominantes nas
cianobactérias e constituem quase 20% da protedtel {AJAYAN; SELVARAJU;
THIRUGNANAMOORTHY, 2012).

A literatura reporta que as ficobiliproteinas regrdam uma das principais fontes
comerciais de pigmentos, tendo como principais ygtaréds de ficocianina a cianobactéria
Arthropira e de ficoeritrina &hodophytaPorphyridium(BERMEJO et al., 2002; VISCARYI,
COLYER, 2003). Estes compostos tém sido amplametiligzados na area de alimentos,
cosmeéticos e na medicina. Tem demonstrado propleedatioxidante, anticancerigena e
hipocolesterolémica entre outras (SPOLAORE et2l06; RODRIGUEZ-SANCHES et al.,
2012; JOHNSON; KUMAR; DAS, 2014).

De acordo com Rodriguez—Sanches et al. (2012)s esi@mpostos estdo sendo
aplicados como nutracéuticos na industria de aliosgrtom mercado em ascensao, com um
crescimento global girando em torno de 5% ao astimado em 60 bilhdes de dodlares.
Corantes naturais, como 0s obtidos a partir dabifiproteinas estdo ganhando importancia
em relacdo aos corantes sintéticos, devido as mugsiedades atdxica e anticancerigena
(HEMLATA; FATMA, 2009).

As algas marinhas vermelhas, corRorphyrium cruentume cianobactérias,
comoArthropira platensis podem produzir até 8% em ficobiliproteinas, asiggpodem ser
utilizadas como marcadores fluorescentes (PEREZ-GARt al., 2011).

A ficocianina deArthrospira e a ficoeritrina dd’orphyridiumséo duas das mais
conhecidas ficobiliproteinas. Elas podem ser agidisaem ensaios de imunidade, baseado em
fluorescéncia, em microscopia e analise de DNA,corarcadores nao radioativos.

Datla (2011) reporta a alta capacidade da ficocaauie agir como antioxidante,
atuando no sistema imune e como um agente ardriatiorio. Devido a sua estabilidade, a
ficocianina também é usada em formulacfes cosmsétamamo perfumes e maquiagem de
olho, e ja foi aprovado como corante alimentar. tizacdo de pigmentos de microalgas
vermelhas tem sido proposta para aplicacdo comantorde alimentos e cosméticos
(RAPOSO et al., 2013).

A ficoeritrina € conhecida por ser a ficobilipratgimais flexivel, o que facilita a
adaptacao as alteracées ambientais (RODRIGUEZ., €1981). S&o os principais pigmentos
no processo de captacgéo de luz, ampliando a caukcte absorcao de luz dos ficobilissomas
da regido do vermelho para o verde do espectraudlavisivel (PARMAR et al., 2011,
AJAYAN; SELVARAJU; THIRUGNANAMOORTHY, 2012).
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A exemplo de paises potenciais na exploracdo deluétérias a nivel comercial,
a india é um dos paises que vem investindo em {s@squeste sentido (FATMA, 2009;
HEMLATA; FATMA, 2009).

Hemlata; Fatma (2009) selecionaram uma série lgmgmage cianobactérias, com
potencial de sintese de ficobiliproteinas, tais @ofmabaena, Aulosira, Chroococcus,
Calothrix, Cylindrospermum, Gloeocapsa, Hapalosiphdyngbya, Microchaete, Nostoc,
Oscillatoria, Plectonema, Phormidium, Scytonemairdipa, Tolypothrix, Westiellopsjs
originalmente isolados pelo Centro Nacional de teoke utilizacdo de cianobactérias do
Instituto Indiano de Pesquisa Agricola (IARI) emvsoDelhi. Entre as cianobactérias, o
rendimento de ficobiliproteinas registrados pat@baena, Microchaete, Nostoc, Tolypothrix,
estdo entre as mais promissoras Spirulina platensisé outro micro-organismo muito
estudado comercialmente em relacéo a produciadsiliproteinas (JIMENEZ et al., 2003;
AJAYAN; SELVARAJU; THIRUGNANAMOORTHY, 2012).

3.6 Proteinas

O nitrogénio perfaz em torno de 10% do peso seduaiaassa na cianobactéria.
E o principal composto necessario para a sintesamiroacidos primarios e secundarios,
proteinas, acidos nucléicos, coenzimas, clorofdateos pigmentos fotossintéticos, tais como
ficobilinas SHUULUKA; BOLTON; ANDERSON, 2012) Assim, um dos maiores
constituintes das microalgas sao as proteinas, mpesdando importante papel na
biorrefinaria algal (WILLIAMS; LAURENS, 2010). Dedo as altas concentracbes em
proteina e ao excelente perfil aminoacidico, coay, e até mesmo superior, a alimentos
convencionais, como carne e ovos, microalgas @bk&uiérias, vem sendo consideradas fonte
potencial de proteinas (ALOMAR; FUCHSLOCHER; STOGRANDS, 1999; ANUPAMA;
RAVINDRA, 2000; JACOB-LOPES et al., 2006; ZEPKA &t, 2008; QUEIROZ et al.,
2011).

A producdo de proteina unicelular, utilizando reeg&l como substrato, fornece
uma fonte economicamente vidvel de proteina pdizagéo na alimentacdo animal ou para o
processamento de produtos para consumo humanoosMuaiicro-organismos tém sido
utilizados para converter varios substratos e posduesiduais industriais em biomassa
(KUHAD et al, 1997; QUEIROZ et al., 2004b; JACOBPEES et al., 2006; VOLTOLINA
et al, 2005; JACOB-LOPES et al., 2007; JACOB-LOPESal., 2010; ZEPKA et al., 2010;
BASTOS et al., 2014).
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Os residuos agroindustriais apresentam caractadstidequadas, para suportar
cultivos que tem como base o metabolismo respicatiie cianobacterias. Além da elevada
concentracdo de matéria organica, nitrogénio eofosique resultam geralmente em razdes
C/N e N/P adequadas, apresentam qualitativamemgpasios de facil assimilacdo e, na
maioria dos casos, auséncia de compostos téxitmdanes de crescimento. Especificamente,
em relagcdo aos compostos nitrogenados, as ciagolaacsdo capazes de assimilar formas
nitrogenadas organicas e inorganicas, como amitogi@ amonio (FLORES; HERRERO,
1994; QUEIROZ; KOETZ, 1997; JACOB-LOPES et al.080QUEIROZ et al., 2007b;
ZEPKA et al., 2008; JACOB-LOPES et al., 2010; BAX et al., 2010; QUEIROZ et al.,
2013). Nesse sentido, 0 uso de cianobactériasatamtento de aguas residudrias, associado a
producdo de proteina, € uma alternativa técnica@uoaa potencial em relacdo aos sistemas
convencionais de tratamentos secundarios e tasialte efluentes. Esses processos séo
baseados nas rotas metabdlicas respiratorias qumas cianobactérias apresentam, no qual
fontes exdgenas de carbono orgéanico e nutrientegénicos sao bioconvertidos em produtos
do metabolismo heterotrofico, particularmente emaubniomassa com elevado teor de
proteinas, lipidios e pigmentos (ZEPKA et al.,, @0INo entanto, os teores de proteinas
disponiveis na literatura, sdo extremamente vasa®m uma mesma especie, inerentes nao
apenas as diferencas fisiologicas, causadas p#&aentas nas condi¢cdes de cultivo, mas
também em funcdo da metodologia empregada paraqsaatificacdo (BARBARINO,;
LOURENCO, 2005; HORNES et al., 2010).

A disponibilidade de nutrientes do meio esta isidamente relacionado com a
composicdo quimica das cianobactérias, sendo dtes aoncentracbes de nitrogénio
dissolvido favorecem a sintese e acumulacao deipeo{LOURENCO et al., 1997).

As microalgas fazem parte do habito alimentar dpulagdes indigenas por
centenas de anos, e em especial, as cianobadt&iamdo espécies dos génerdsstog
Arthrospira (Spirulingd e AphanizomenoNo entanto, o cultivo de microalgas, com o
propdsito comercial, € uma pratica que tem inicimente no século XX, quando nos anos
50, em consequéncia do aumento da populacdo mubhdsdaram estudar fontes alternativas
de proteinas e as algas foram cientificamente hemdas como boas candidatas a este
proposito (BOROWITZKA, 1999; BECKER, 2004).

A fragéo proteica nestes micro-organismos tem rdoeatencdo mundial, tanto
no que se refere a utilizacdo como suplemento atemecomo fonte alternativa de proteina

consumida em varias partes do mundo, tais comoile,eru, México, Espanha, India e
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Filipinas (ANUPAMA; RAVINDRA et al., 2000; JIMENEZet al., 2003; THAJUDIN:;
SUBRAMANIAN, 2005; SPOLAORE et al., 2006).

O elevado teor de proteinas de varias espéciesiaeatgas compreende uma
forte razdo para considerar estes micro-organisumicelulares como fonte proteica néo
convencional (CORNET, 1998; MOLINA-GRIMA et al., @), SOLETTO et al., 2005;
PIGNOLET et al., 2013). O padrao de aminoacido®eimados nas microalgas torna possivel
uma comparacado com outros alimentos. Como as sétdla capazes de sintetizar todos os
aminoacidos, eles podem fornecer os aminoacidenesss para 0s seres humanos e animais
(GUIL GUERRERO et al., 2004).

As proteinas destacam-se pelas suas inUmeras futagiecomo no crescimento,
reparacao e manutencao das células e reguladoatiwidade celular (SAFI et al., 2013).

De acordo com Avila-Leon et al. (2012), a cianoéaatArthropira platensisé
considerada uma fonte alternativa de proteina mpitamissora, a ser utilizada como
suplemento alimentar ou aditivo. Sua biomassa ognéén meédia, 50% em peso seco, e tem
sido destacada por apresentar elevada qualidadeiondl. Este autores reportam, para este
micro-organismo, valores de utilizacédo liquida detgina, valor biolégico e coeficiente de
eficiéncia proteica na ordem de 83,9%, 65,0% e,2d€pectivamente (DILLON; PHAN,
1993). No entanto, estes valores podem variare entiros fatores, com a espécie, o meio de
cultivo e a temperatura de secagem da biomass&azatpal. (2010) encontraram valores
superiores aos registrados para dhpira platensis quando avaliaram a biomassa da
cianobactériaAphanothece microscopiddégeli, desenvolvida no efluente da parboilizacao
do arroz, na auséncia de luz e seca 60°C. Sadadps valores de 95,0%, 73,3% e 2,40 para
0s parametros nutricionais utilizacdo liquida detgina, valor bioldgico e coeficiente de
eficiéncia proteica, respectivamente.

Os meétodos habitutalmente utilizados para detempnateinas em microalgas
tem sido referenciados, como o de Lowry (Lowrylei@51), Bradford (Bradford, 1976) e o
que utiliza a conversao de nitrogénio total Kjeldaelo fator 6,25 (BARBARINO,;
LOURENCO, 2005). A literatura se refere a converdaanitrogénio total pelo fator 6,25,
como a metodologia mais usada na quantificacaaateipas unicelulares (DORTCH et al.,
1984: ESQUIVEL et al., 1993; HORNES et al., 200QJEIROZ et al., 2013; PANCHA et
al., 2014). Muito tem sido discutido quanto a gzseEedimento, uma vez que o célculo da

concentracdo de proteinas a partir desta meto@doilogiui computar junto ao nitrogénio total
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Kjeldahl, importante fragdo de nitrogénio nao paute(DORTCH et al., 1984; LAVIN;
LOURENCO et al., 2005; GOLDBECK et al., 2006; HORBEt al., 2010).
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4 MATERIAL E METODOS

A Figura 6 expressa as diferentes etapas do ddseneato do trabalho, para
obtencdo dos dados experimentais, correspondenteslegdo das condi¢cdes oOtimas de
producao de pigmentos, tendo com base a producéloméla-a; estimativa da producédo de
pigmentos; dinamica da distribuicdo de nitrogenad@s biomassa deAphanothece
microscopicaNageli; estimativa da producdo de proteinas e taraacdo das proteinas
quanto ao perfil aminoacidic&cCada etapa do trabalho foi desenvolvida a partitrée

repeticoes.

Figura 6 - Fluxograma operacional
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)
Coleta de amosira no Inicio, fase logaritngca ¢

e lonaria do experimento
DO, N-NTE, P-?G"J{:\PHL 1005y —‘_Lmtr‘— Aminoicidos Livres - resg io dos aminpicidos
E xtracdo da clorofla-a: Acetona 90 %624 b ; ry comm X fnhid rina - 5T0mm (M arcelli: Panel 1968)
5*0; quantificag io espectrofoiometria -
630, 647, 664 & 750 nm (Paranhos, 1908) Aminio - formagio do aml de indofenol §40nm:
Nirato - reacdo ¢ acido fenold iscal fnico - 410nm:
Ficob@iprominas: = Niwrito - reagho do don dlariieo o N-pa fil
E xirag ie Clclo C ongelameniod esconge mmenio, ampho etilencd iaming $43mm (APHA, 2005 Nitroginio el
fosfato pH 5.5, Ejeldahl & Nitroginio nie-proteico (AOAC, 200d0)
Determinacio epoctroitiometrica ficocianina ¢
¥ y L—s | Anilise do perfil de aminoic klos Hidrélise acida com
aleficocianing &14 & 651 nm; feoeritrina 499, 614, 651 nm HCl ¢ posterior anilise em HPLC com derivatizagso
(Kursar, 1983) pis-coluna ¢ detector de flusrescémcia 450nm

[ Egimativa de producis d e Pigmentos ¢ Prodetna I

4.1  Micro-organismo
4.1.1 Manutencéo do Inoculo

Uma monocultura de Aphanothece microscopicaNéageli (RSMan92),
originalmente isolada da Lagoa dos Patos, no estad®io Grande do Sul, Brasil (32°01’'S-
52°05'W) foi utilizada, propagada e mantida em meiatético BG-11 (Braun-Grunow),
conforme indicado por Rippka et al. (1979). O m&a511 é constituido da seguinte
composicdo: KHPO.3H.0 (0,04 g.I'), MgSO.7H:.O (0,075 g.r}), NaCQ: (0,15 g.I'h),
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NaNQ; (0,15 g.UY), EDTA (0.001 g.r%), H:BOs (2,86 g.I'Y), MnCL.4H.O (1.81 g.[%Y),
ZnSO.7HO (0,222 g.[Y), NaMoO.2HO (0,39 g.['), CuSQ.5HO (0,079 g.r}),
CoCL.6H:0 (0,040 g.[Y), acido citrico (0,006 g:t) e citrato férrico de amdnio (0,006 )L
(RIPPKA et al., 1979). As culturas foram mantidass rcondicoes de 25°C, intensidade
luminosa de 15mol.m?.s*, com fotoperiodo de 12h, pH 7,6 e agitacdo cotsE@UEIROZ

et al.,, 2004b). Para a manutencdo das condi¢cOdsizde temperatura foram utilizados
termostatos e lampadas fluorescentes, com tempemtatensidade luminosa controlada. A
intensidade luminosa foi otimizada em funcdo do enande lampadas que foram mantidas

acesas.
4.2  Experimentos

Experimentos em condi¢des autotroficas e heteioa®foram desenvolvidos. Os
cultivos autotréficos foram conduzidos utilizandoneio sintético BG-11 a 20°C, com pH
aferido a 7,6. Foi utilizado um biorreator de celude bolhas, construido de vidro
borossilicato de 4 mm de espessura, didametro damtfG altura de 1000 mm, perfazendo
um volume Uutil de trabalho de 5 L. O sistema deefisdo de gases consistiu em um difusor
de ar de 35 mm de altura, localizado no centroade bla coluna (Figura 7).

Figura 7 - Esquema do aparato experimental utilizado npsm@xentos

4
10440
FTE
s N\g/ 1
TI—-—-’|

Fonte: BASTOS et al. (2010)
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Os cultivos heterotréficos foram conduzidos em reiatores constituido de um
tubo de PVC de 4 mm de espessura, mantendo as sedimansdes do biorreator
autotrofico, bem como igual sistema de aeracaaaope em batelada, pH inicial ajustado a
7,6, temperatura de 20°C, auséncia de luz e aecagdtmua de 1VVM (volume de ar , por
volume de efluente, por minuto). Foi utilizada, comeio de cultivo, a agua residuéaria
proveniente do tanque de equalizagéo do sistenratdenento de efluentes, de uma industria
de laticinios localizada na cidade de Pelotas, R8ofjerativa Sul-Riograndense de
Laticinios-COSULATI), por um periodo de 36 mesasnamostragem mensal. As amostras
foram transportadas em garrafas de polietileno palzaboratério de Biotecnologia, da
Universidade Federal do Rio Grande e congeladak8eC: O efluente foi caracterizado
quanto aos parametros: pH, demanda quimica derogigPQO), nitrogénio total (N-TK),
nitrogénio amoniacal (NH), e fésforo (P-P@?), de acordo com Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005 .dados da caracterizacao do efluente
sado expressos na Tabela 1. As razdes C/N e N/Anfataterminadas a partir das
concentracdes de DQO, N-TK e PO

Tabela 1- Caracterizacéo do efluente da indUstria deitatis

Parametro Maximos Minimos Média Cv
pH 9,4 7.8 8,3 6,23

N-TK (mg.L?) 53,2 28 43,9 18,64
N-NH4 " (mg.LY 2,7 0,7 1,8 47,9
P-PQ3mg.LY 7,5 0,3 4,4 78,5
DQO (mg.LY) 2100 551 1019 3,9

pH: potencial hidrogeniénico; N-TK: nitrogénio tbkgeldahl; N-NH,™: nitrogénio amoniacal; P-R®
fésforo; DQO: demanda quimica de oxigénio; CV: mefite de variagdo; amostragem mensal por um
periodo de 36 meses.

4.2.1 Selec¢éo das condi¢des 6timas de producao de pignhosn

Para a avaliacdo das condi¢cfes 6timas de cultirmograducéo de pigmentos, foi
tomada como base a producdo de clor@jlaam condi¢cdes heterotréficas. Foi feito um
planejamento fatorial 2 com trés repeticbes no ponto central. As varfweinsideradas
foram: concentracéo inicial de inéculo (100, 2GBD8 mg.L"), razdo C/N (20, 40 e 60), razédo

N/P (5, 10 e 15). A concentracdo celular, na fasaceonaria de crescimento, foi determinada
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por gravimetria, mediante filtragdo de um volumenlexido de meio de cultura em
membrana de 0,45 um e levada a peso constant&€a 60°

As concentracdes de DQO, N-TK e P80Oforam monitorados a cada 4 horas
(APHA, 2005). A determinacédo de clorofigafoi realizada através da extracdo com acetona
90% a 5°C por 24 h. As concentracfes foram detawhais na fase estacionaria de
crescimento celular, por espectrofotometria, em, &4 e 630 nm, de acordo com a Eq.1,
descrita por Jeffrey e Humphrey (1975). A biomdssaeparada dos meios de cultivos por
centrifugacédo a 4000xg por 15 minutos e filtradasfiétros millipore (0,45um). Os filtros
foram secos a 60°C até peso constante e a quamtidmostra foi estimada e, entéo,
submetida a analise de clorofda

11,85.(A — bt) — 1,54.(B — bt) — 0,08. (C — bt).
(Cla] pg Lt = ( ( ) (V ) ( )-v Eq.1

Onde:

[CI a]: clorofila-a; A: Absorbancia em 664nm; bt: branco da turbidez7&0nm,;
B: Absorbancia em 647nm; C: Absorbancia em 630nmJolume da acetona em mL; V:
Volume filtrado em L.

A estimativa de pigmentos foi calculada tomando @obase de célculos a
capacidade industrial de geracdo de efluentes 9@ L.d", o periodo operacional de 336

dias por ano e o volume anual de efluente gerad®1®:200.000 L.
4.2.2 Estimativa da producdo de pigmento

A estimativa de clorofilax e ficobiliproteinas (ficocianina, aloficocianina e
ficoeritrina), porAphanothece microscopiddéégeli, desenvolvida em condi¢cfes autotroficas e
heterotréficas, foram realizadas, tomando como laaseelhor condicdo selecionada (200
mg.L* de inéculo, razdo C/N 20 e N/P 10). Os dadosnfovatidos a partir das biomassas
tomadas no inicio do cultivo, na fase logaritmicaestacionaria, de acordo com o
comportamento cinético das curvas de crescimenguoird 8). Para avaliar a relagdo entre os
teores de pigmentos e proteina, o teor proteicodé&erminado, segundo o método de
Kjeldhal (AOAC, 2000), utilizando 6,25 como fatoe @onversdo do nitrogénio total em

proteina.
4.2.2.1 Avaliacdo da cinética de crescimento

As variaveis cinéticas, velocidade especifica desa@mento maxima (),

tempo de geracéo (tg) e fator de conversédo deratdsim células (), foram determinadas
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conforme indicado por Beltran-Heredia et al. (20@)procedimento de avaliagao teve como
base as equacgdes 2, 3,4, 5 e 6.

dXx

onde:
Hmax Velocidade especifica de crescimento do micrewtiggno (ff);
dx: variacdo da concentrac&o celular (mfy;L
dt: variacédo do tempo (h);
X: concentracdo celular (mg?).

Integrando-se a equacao 1 obtém-se a equacéo 2.
X - XO epumax(At) Eq3

X: concentracdo celular no final da fase exponéficig.L™);
Xo: concentracdo celular no inicio da fase expoiaéfmg.L™);
Hmax MAaxima velocidade especifica de crescimento doardrganismo (H);

At: intervalo de tempo do crescimento exponencial (h

_In2
:umax

tg

onde:
tg: tempo de geracéo (h);
Hmas MAaxima velocidade especifica de crescimeritd. (h

v, =9 Eq.5

xis =~
ds

onde:
Y s = fator de conversdo substrato em células (mg&ssmmg.d)
dX = variacdo da concentrac&o celular (mfy.L
dS= variacdo da concentracgéo de substrato (fHg.L

AX
P, = Eq.6
At q

onde:
P, produtividade (mg.Lth™)

AX: variacdo da concentracao final e inicial (md).L
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At: diferenca entre o tempo final e inicial (h)

4.2.2.2 Avaliacdo da producéo de pigmentos

A biomassa foi separada dos meios de cultivo, cordodescrito em 4.2.1 e,

entdo, submetidas a analise dos teores de clegfileocianina, aloficocianina e ficoeritrina.
4.2.2.2.1 Determinacéo de Clorofilaa

A concentracao de clorofilafoi determinada, conforme descrito no item 4.2.1.
4.2.2.2.2 Determinacao de Ficobiliproteinas

A biomassa utilizada para as analises de ficocarafoficocianina e ficoeritrina
foi submetida a ruptura celular por 2 horas, agsad& um ciclo de congelamento (-8°C) e
descongelamento (25°C), com posterior extracadizando o tampéo fosfato pH 5,5;
segundo metodologia descrita por Kursar et al (L9€B sobrenadante, contendo os
pigmentos, foi transferido para tubos de ensaidagtes e mantidos no escuro até a leitura em
espectrofotometro. A quantificacdo de ficocianinaleficocianina foi determinada pela
medida da absorbancia em 614 e 651 nm, e de ficoamos comprimentos de onda de 499,

614 e 651 nm, segundo as Eq. 7, 8 e 9, descraadeffrey e Humphrey (1975).

[FC] I.lg.mL_l = 151)1'A614 - 99)1'A651 Eq. 7

[AFClug. mL™! = 181,3. Age; — 22,3. Ag1s Eq.8

[FE] Hg.mL_l = 155,8.A498'5 - 40,0 'A614 - 10)5'A651 Eq. 9
Onde:

[FC]: ficocianina; [AFC]: aloficocianina; [FE]: fmeritrina; As14 absorbéancia em
614 nm; As;. absorbancia em 651 nmygd absorbancia em 499 nm.

4.2.3 Dinamica da distribuicdo de nitrogénio na biomassa& estimativa da producéo de

proteina

A dinamica de distribuicdo de nitrogénio, nas biomsssiltivadas em condigdes
autotroficas e heterotrdficas, foi avaliada, quadaitrogénio inorgéanico intracelular (MO
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NO,, N-NH;), nitrogénio total Kjeldahl (N-TK), nitrogénio n&woteico (N-NP), nitrogénio
proteico (NP), bem como a contribuicdo do nitrogépigmentar na fragdo N-NP. A
estimativa real da producéo de proteinas foi cattaul partir da base de céalculo descrita em
4.2.2, descontando dos teores de N-TK as concéesaem N-NP. Para o calculo da
concentracdo em proteina foi utilizado como fater anversdo de nitrogénio total em

proteina o fator 6,25.
4.2.3.1 Nitrogénio ndo proteico (N-NP)

O nitrogénio nao proteico (N-NP) foi determinado sabrenadante, obtido apos

precipitacdo das proteinas, com &cido tricloroacéff CA) 20 % (AOAC, 2000).
4.2.3.2 Determinacdo de Nitrogénio inorganico intracelidr

Para determinacdo do nitrogénio intracelular (totraitrito e amonio), o filtro
Millipore (0,45um), contendo a biomassa, separadandeios de cultivos, conforme descrito
em 4.2.1, foi imerso em 4gua destilada por 15 hdypss este periodo, o material foi filtrado
por sistema a vacuo e lavado com agua a 80°Ciatgraim volume aproximado de 50 mL
(HORNES et al., 2010).

Os ions ambnio foram determinados apdés a adicasotigdo de fenol e
nitroprussiato de sédio, na presenca de excessopdelorito de sdédio em meio alcalino,
formando o azul de indofenol, absorvido em 640 ARHA, 2005).

A determinagdo de nitrito teve como base a reag® idns nitrito com a
sulfanilamida, em meio &cido, formando um ion diez6o qual reage com N-naftil
etilenodiamina, resultando em coloracéo rosea, dejsidade oOtica foi medida a 543 nm
(APHA, 2005).

Os ions nitrato foram determinados pela reacdo eddwido fenoldissulfénico,

resultando em um complexo colorido absorvido emrfq@APHA, 2005).
4.2.3.3 Nitrogénio total kjeldahl e nitrogénio proteico

A concentragdo em N-TK, na biomassa, foi detern@nselgundo o método de
Kjeldahl, referenciado em 4.2.2, e o0 nitrogénio t@em, mediante a subtracdo da

concentracdo de N-NP dos teores de N-TK.
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4.2.3.4 Contribuicdo do nitrogénio pigmentar na fracdo NNP

A contribuicdo dos pigmentos na fragdo N-NP foi liada, mediante
determinacdo dos teores de cloroélee ficobiliproteinas (ficocianina, aloficocianina e

ficoeritrina), mediante metodologia descrita em#e4.2.2.2.2.
4.2.4 Caracterizacdo das proteinas quanto ao perfil amacidico

Os teores de proteina foram monitorados nas bi@sagsradas no inicio do
cultivo, fase logaritmica e estacionaria, em amimsultivos, mediante determinacédo de N-

TK, utilizando 6,25 como fator de conversao.
4.2.4.1 Determinacao do perfil aminoacidico

Para a determinacdo do perfil de aminodcidos, aassem triplicata de
Aphanothece microscopidéageli, foram liofilizadas. A posteriori, aliqustde 10 mg foram
transferidas para tubos de eppendorf e submatditiedrolise, mediante adicdo de 600uL de
HCl 6 M e entdo submetida a banho seco a 110°Q4dr. Apés a hidrélise, as amostras
foram ressuspensas em 7 mL de agua mili-Qltradas para tubos falcon mediante
utilizacdo de filtros millipore (0,45u). O matdrfai liofilizado e ressuspenso em 500uL de

fase movel, antes da injecdo no cromatografo.
4.2.4.2 Analise cromatografica

Para determinagdo dos aminoacidos foi utilizadoctomatoégrafo liquido de alta
eficiéncia (CLAE), marca Shimadzu, modelo LC-20Aéyuipado com uma coluna Shim-
pack Amino-Na (6,0 mm D.l. x 100 mm L), mantidaraautemperatura constante de 60°C,
detector de fluorescéncia e derivatizacdo pos-epluam lampada de xendnio. A deteccdo
dos aminoacidos foi realizada nos comprimentosrdia @le 450 nm e 350 nm de emissédo e
excitacdo, respectivamente, a partir do complexoricdo formado na derivatizagdo entre os
aminoacidos de uma aliquota de 50 pL do hidrolizadorto-ftalaldeido (OPA). Para a
eluicdo das amostras foi utilizado um sistema dédignte, empregando, como fases moéveis o
tampdo de &cido citrico (0,2 mofLpH 3,23, tamp&o &cido citrico (0,2 met)Le acido
bérico (0,2 mol.[*), pH 10 e hidréxido de sédio (0,2 mofL A quantificacdo de todas as
amostras ocorreu em um intervalo de tempo de 29comnm gradiente dos tampdes. Apods, a
solucédo de NaOH foi injetada por mais 4 min e, {domo, a fase madvel inicial percorreu o

sistema por mais 12 min, com 0 objetivo de preparaistema para a analise da proxima
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amostra. Os derivatizantes pés-coluna (A e B) nfiopeeparados a partir de uma mistura base
de tamp&o misto de carbonato de sédio (0,384 Mplicido borico (0,216 moll) e de
sulfato de potassio (0,108 mof), com pH ajustado a 10. O derivatizante A foi prepo
adicionando hipoclorito de sodio 4-6 % (1 mL) a tomia base de tampao misto. Para o
preparo do derivatizante B foi adicionado OPA, Mt&d -cisteina, etanol e 2-mercaptoetano.
A quantificacdo dos aminoéacidos teve como basergamcio dos cromatogramas gerados a
partir dos aminoacidos da amostra e padroes deestracdo conhecida. Os padrdes foram
derivados nas mesmas condicdes e a0 mesmo tempas @uaostras. Foram realizadas trés

repeticoes.
4.3 Determinac¢des do escore quimico

A determinacao do escore quimico foi obtida atral@guociente de cada um dos
aminoacidos, dieteticamente indispensaveis, conti@groteina teste, pela quantidade do
mesmo aminoacido, contido na proteina usada cofe@neia padrao (FAO/WHO, 1985). O
escore quimico é representado pelo aminoacidoalin@tda proteina teste.

4.4 Analise estatistica

Os dados foram estatisticamente avaliados, med@nht@modulos de analise de

variancia e modulo basico do software Statistifa(3Btatsoft, Tulsa-OK, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecéo das condic¢des Otimas de producédo de pamntos

A producdo de pigmentos, a partir da biomassa waiigah é dependente de
diversos fatores fisico-quimicos, que direcionasirdese destas biomoléculas. Entretanto,
deve-se considerar que, independente destas céstcas, os pigmentos sao bioprodutos de
natureza intracelular e, portanto, a produtividgtibal € o produto entre o contetudo de
pigmento da célula e a produtividade em biomassateNsentido, a Tabela 2 apresenta os
valores de producédo e produtividade de clorajlea partir de cultivos em diferentes
condicbes de concentracdes de indculo, razdo CAdé® N/P de acordo com o planejamento

experimental.

Tabela 2- Producéo e produtividade de clorofdam funcdo da concentracao
inicial do in6culo, razdo C/N e N/P

Experimento X C/N N/P  Producéo (mg)g Produtividade
(mg.L.d%

1 100 40 5 0,35+1,90 0,3443,01
2 300 40 5 0,40+2,26 0,43+7,76
3 100 60 5 0,24+2,97 0,28+0,55
4 300 60 5 0,49+1,84 1,94+27,21
5 100 40 15 0,2042,97 0,14+2,20
6 300 40 15 0,40+1,55 0,15+2,61
7 100 60 15 0,18+2,83 0,59+0,93
8 300 60 15 0,26+2,05 0,31+7,70
9 200 20 10 0,65+2,12 4,75+90,17
10 200 20 10 0,65+0,64 4,75+91,03
11 200 20 10 0,65+0,78 4,75+91,20

X: concentracéo celular; C/N: razao carbono/nitrogieN/P: razao nitrogénio foésforo; +:

desvio padrao.
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Observa-se, a partir da analise dos dados, umabiatade pronunciada do
conteudo de clorofila&da biomassa, em funcdo dos fatarealiados. Produ¢cdes méaximas na
ordem de 0,65 m@rofila-a/Oviomassaloram obtidas, em paralelo a produtividades dé tmg.L.d

! em concentracdes iniciais de indculo de 200 g4zdes C/N de 20 e razées N/P de 10.

5.1.1 Andlise dos efeitos dos fatores concentracdo dedaulo, razdo C/N e razdo N/P

na producéo e produtividade de clorofilaa

A Tabela 3 apresenta o resultado dos efeitos eagiies entre os fatores
concentracgao inicial do inoculo, razdo C/N e rad#®, bem como os coeficientes do modelo
de predicao.

Avaliando os dados da Tabela 3, observa-se questod fatores avaliados
influenciam isoladamente (p<0,05), na producdo adytividade de clorofila, além do
efeito combinado entre as interacdes dos fatoreazB&o N/P (%) foi a variavel de mais
pronunciado efeito na producdo de cloroéilaenquanto a produtividadde clorofilaa foi
fortemente influenciada pela razdo C/N)XX razdo N/P (¥, além do efeito combinado entre
razdo C/N e razdo N/P §X3). De acordo com JACOB-LOPES et al. (2013), a
disponibilidade de macronutrientes (carbono orginiatrogénio e fésforo) em cultivos
heterotréficos microalgais é o principal fator dmtrole do bioprocesso. Embora existam
condicbes pontuais, em que estas relacdes favorecemdximo desempenho, ha faixas
relativamente amplas, onde o desempenho dos kimmesa heterotroficos microalgais

mantém-se proxima da faixa 6tima.

Neste sentido, as equacdes 10 e 11 apresentam dmos@statisticos para a
predicdo da producéo e produtividade de clordifor Aphanothece microscopiddgeli no

efluente do processamento de laticinios.

Y producas345,0+42,4%-53,9%—85,4%+37, 7% X+25,4% X 5+11,1 %X 5-66,9% XX 3 Eq.10

Y produtividade896,2—140,5%-263,0%—685,2)6+673,7X%X,+196,4 XX 3+275,5%X :—605,04X X3 Eqg.11
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Tabela 3- Analise dos efeitos dos fatores concentracaoarilo, razdo C/N e razdo N/P na
producgéo e produtividade de clorofda-

Producéo Produtividade
Fator Efeito  Erro t(2) p Efeito Erro  t(2) p
bUro puro
Médiz 34503 005  6726,65 <0,01 856,23 037 229567 <0,01
X1 8486 010 82549 <001 281,13 074 -37607 <0,01
X2 10588 519 103001 <001  -137054 0,74  -703,80 <0,01
X3 17083 510  .1661,80 <001 134741 074 -1833,44 <0,01
X1 % Xz 7558 910 73377 <001 392,83 074 179887 <0,01
X1% Xs 5083 510 49350 <0,01 551,15 074 52446 <0,01
X2 X3 2228 910 21634 <001  -1210,00 0,74 73582 <0,01
X1 % Xox X5 -13350 0,10  -1293,55 <0,01 856,23 075 -1612,31 <0,01

X1: Concentragdo do inéculoyXrazéo C/N; X: razdo N/P.

A eficiéncia estatistica das equacdes é validatiatpste de Fisher, em que 95%
da variabilidade das respostas producdo e prodate, respectivamente, podem ser
explicadas pelos modelos propostos, indicando gigs se ajustam aos dados experimentais.
A 95% de confianga, o valor de Fcalculado foi majoe trés vezes o Fcritico. Para a
producédo e produtividade de clorofila-a, indicaraisim, que os modelos propostos, além de

serem significativos também sdo estatisticamereeijpros.
5.2 Estimativa da producéo de pigmentos

5.2.1 Avaliacéo da curva de crescimento d&phanothece microscopica Nageli em meio
autotrofico e heterotréfico

A Figura 8 apresenta as curvas de crescimentdplanothece microscopica
Nageli cultivada em meio sintético (8a), apir®l.m?s’, e no efluente da industria de
laticinios (8b), na auséncia de luz. Os dados farhtinos a partir de trés experimentos para
cada condicdo avaliada. Os comportamentos das fagesitmicas de crescimento sao

descritas pelos seguintes modelos de regressaodsie



Y =5,5488 + 0,0068 X

Y =5,4300 + 0,0615 X

Os coeficientes de correlagdo apresentados
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(equacéo 12)

(equacaoll)

foram 0808 e 0,9900,

respectivamente. Nestes modelos, Y é o logaritnpeneno da concentragdo celular e X é

definido como tempo de cultivo. Comparando-se agasude crescimento entre si, verifica-se

a auséncia da fase de adaptacdo para ambas agOesndtsta condicdo, em curvas de

crescimento de microalgas, desenvolvidas em sistdotassintéticos, € caracteristica de

meios de cultura, com disponibilidade de carbonou&ientes, como 0s meios sintéticos

(GUERRERO et al., 1999), bem como, quando € utibzeomo meio de cultura efluentes
agroindustriais (GUERRERO et al., 1998). Este camapeento foi registrado para o micro-

organismo em estudo, quando cultivado em eflueatpadboilizacdo do arroz e da industria
da pesca (QUEIROZ et al., 2002; BASTOS et al., 2@4EIROZ et al., 2006; ZEPKA et
al., 2008; QUEIROZ et al., 2011).

Figura 8 - Curvas de crescimento pardjphanothece microscopidgdgeli, desenvolvida em
meio BG-11 (8a), e no efluente da industria deilaitbs (8b)
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A Tabela 4 apresenta a caracterizacdo da cinaicaesscimento da cianobactéria

Aphanothece microscopiciageli, em termos de concentracdes celulares imi¢k,), e

maximas (%ay), tempo de duracéo da fase logaritmigg) (velocidades maximas especificas

de crescimento hy € tempo de geragag)(
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Tabela 4 - Variaveis cinéticas para Aphanothece microscopiddageli desenvolvida em
condigBes autotroficas e heterotréficas

Variaveis Cinéticas Cultivo Autotrofico Cultivo Hotrofico
tiog(h) 196 15,45
Xmax (Mg. L) 960 590

Xo (mg. LY 213 212

H max. () 0,0068 0,066

tg (h) 102 10,50

tiog: duracéo da fase logaritmicay concentragéo maxima de biomasXa,; concentragio inicial de biomassa;
umax velocidade especifica de crescimento maximagtgpo de geracgéao.

O intervalo de duracdo da fase logaritmica de cresto varia com a espécie,
em funcgdo das condi¢bes do meio, idade do inécektaxo fisiologico da cultura (MEEKS,;
CASTENHOLZ, 1971). As fases logaritmicas de crescitn, determinadas por regressao
linear dos dados, indicaram crescimento logaritreitea 196 h, quando cultivada em meio
BG-11, na presenca de luz, e de 15,45 h no eflentedustria de laticinios, em auséncia de
luz, limitadas pelas méximas concentracdes de Esanabtidas, 960+£19,9 e 590+1,52 mg.L
! para os cultivos autotréficos e heterotréficasspectivamente. A partir do final da fase
logaritmica, p6de-se observar a formacéo das ttasionarias.

Jacob-Lopes, Silva e Franco (2008) avaliaram ocoresito daAphanothece
microscopicaNageli em meio BG-11, em diferentes temperaturdensidades luminosas e
concentragcfes de GOOs valores mais proximos aos dados expressoalyelal4 foram pax
de 0,008 H, a qual correspondeu a um tg de 86,94 h, quamdizro-organismo foi cultivado
a 30°C e 0,96 Klux. O valor dengk obtido por estes autores, bem como no preseial iz
€ similar aos obtidos por outros autores, paraaeutianobactérias, cultivadas em condi¢es
fotossintéticas, como para a cianobactéfaabaena viriabilis (YOON, 2002). Esta
constatacdo salienta a influéncia do meio de @ultho crescimento celular. O fato é
corroborado, quando sdo avaliados, comparativameste/alores de b« Obtidos para o
micro-organismo em cultivo autotrofico e heterattéf(Tabela 4).

Diferengas nas velocidades especificas de crestmn@m sido atribuidas, entre
outros fatores, a fonte de nitrogénio. Segundo Rtokert e Giani (2004), o crescimento de
microalgas tem se revelado mais lento em meio ndotenitrato. Nos efluentes

agroindustriais, a fonte de nitrogenados é coridtitale compostos organicos e nitrogénio
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amoniacal (QUEIROZ; KOETZ, 1997; GUERRERO et ab99; BASTOS et al., 2004;
QUEIROZ et al., 2006; ZEPKA et al., 2007; ZEPKAakt 2008; JACOB-LOPES; SILVA;
FRANCO, 2008; HORNES et al., 2010; SILVA-MANETT | a&t, 2012).

A velocidade especifica maxima de crescimento, paranicro-organismo
desenvolvido no efluente de laticinios, foi 10 \em®ior, que a verificada quando se utiliza o
meio BG-11. Este comportamento é tipico de cian@ébas, cultivadas em efluentes
agroindustriais, o que demonstra a capacidade sdesitero-organismos em assimilarem,
heterotroficamente, compostos organicos e inorgéndos efluentes (GUERRERO et al.,
1999; BASTOS et al., 2004; QUEIROZ et al., 2007&RMNES et al., 2010; JACOB-
LOPES, 2010; VIEIRA et al.,, 2012b; QUEIROZ et &013). Este valor, de velocidade
especifica de crescimento (0,0905,h equivalente ao registrado para este micronisge,
quando cultivado no efluente da parboilizacdo dozafQUEIROZ et al., 2007a; BASTOS et
al., 2010) e, substancialmente superior, quanddizado como meio de cultivo o efluente da
industria da pesca (GOLDBECK et al., 2006; HORNESle 2010). Os dados cinéticos,
obtidos para &phanothece microscopiddéageli, demonstram a potencialidade de exploracao
de bioprocessos, para a geracéo de insumos intémsdou produtos finais, na industria de

alimentos, utilizando como meio de cultivo o efligeda indUstria de laticinios.

5.2.2 Avaliacdo da producgéo de pigmentos em biossa deAphanothece microscopica
Nageli cultivada em meio autotréfico e heterotrofio

O emprego de microalgas, como biocatalizadores eagdes de conversao,
resulta em bioprodutos de natureza intracelulémale metabolitos extracelulares, passiveis
de utilizacdo como insumos intermediarios ou prosiufinais. As proteinas, lipidios e
pigmentos sd0 0s principais constituintes intrdaeds de interesse, 0s quais tornam-se
importante foco da biotecnologia, e sdo altamenrfteanciados por fatores ambientais, como
a luz (DANESI et al., 2004; SPOLAORE et al., 2D0& Tabela 5, expressa os resultados
obtidos neste trabalho, em termos de concentragdoclerofilaa e ficobiliproteinas
(ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina), pasabiomassa déphanothece microscopica
N&ageli no inicio,fase logaritmica e estacionaria de crescimentonapecultivada em

condicOes autotroficas e heterotroficas.
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Tabela 5 - Concentracdo de clorofita-e ficobiliproteinas (mg:d na biomassa da
cianobactériaAphanothece microscopicBlageli durante as fases inicial,
logaritmica e estacionaria nos cultivos heteratmdé fotossintético

Autotrofico Heterotrofico
Inicio Fase Log Fase Est Inicio Fase Log Fase Est
Clorofila-a 2,1+0,2  10,7+0,83 8,4+0,3 2,1+0,2 1,0+0,f  0,8+0,f

Ficocianina 23,3+t04 77,4104 64,1+0,7 23,3t0,3 73,1+0,9 79,0+1,f
Alofiocianina  13,5+1,1 10,4+0,3 13,9+0,9 12,8+0,4 15,0+1,3 14,0+0,6
Ficoeritrina 1,5+0,2 1,4+0,7 1,1+0,f 1,5+0,2 2,240, 1 1,740,

Log: logaritmica; Est: estacionaria; experimentostaplicata; médias de 3 repeticdes; meio de ot
heterotrofico: efluente de laticinios; cultivo fesintético: meio BG-11; letras diferentes na hariab
indicam diferengas significativas a 5% de signiiicia.

Danesi et al (2004), estudaram a influéncia danlmzrescimento e producgao de
clorofila-a por Spirulina platensiscultivada em meio contendo como fonte de nitrogénio
KNOs. Os autores observaram um aumento de 29% na @roddeste pigmento, nas
condi¢des de 2 Klux de intensidade luminosa e 30 temperatura, em relagdo a culturas
cultivadas a 5Klux na mesma temperatura. O aumeatconcentragdo de clorofiéafoi
atribuido, ainda, ao fato do conteudo de nitrogémomeio ndo ser um fator limitante,
condicdo esta equivalente para o cultivo autotofida cianobactéria em estudo,
considerando-se o meio sintético BG-11. Nestesrarpatos, valores médios na ordem de
3,67 mg.g, com intensidade luminosa equivalente a 2 Klwaroregistrados, valor este
superior ao obtido para o inéculo Aphanothece microscopidéégeli (2,1 mg.d), cultivada
em condi¢des autotréficas e temperatura de 20°@osSivel destacar que, independente da
espécie, as diferencas de concentracdes sdodafleimbém pelas temperaturas de cultivo.

Austin, Ross e Mills (1996), avaliaram o efeitolaana producéo de clorofilae
ficocianina na cianobactéridostocsp., cultivada em meio BG-11. Os resultados obtidos
indicaram menores concentracdes em clor@filgiando a cianobactéria foi cultivada no
escuro, em relacdo a biomassa gerada na presendazdeno entanto, apresentou
concentracdes similares em ficocianina. Este cotap@nto pode ser visualizado na Tabela
5, para os dados obtidos neste trabalho, comparasdalores obtidos para a biomassa
desenvolvida em meio BG-11, com intensidade lun@nds 2 Klux e heterotréfico na
auséncia de luz. Por outro lado, Austin, Ross ¢sMil996), reportam que a adaptacao de

algas unicelulares em meio heterotrofico resultam baixa producéo de clorofila. Esta
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constatacdo pode justificar as menores concensaede clorofilaa registradas para a
Aphanothece microscopidddgeli em cultivo heterotrofico.

A Spirulina platensis caracteriza-se por apresentar em suatitoay@
concentracdes de clorofila-que correspondem a 1,15% de sua biomassa (HENRIKSON
1989; DANESI et al., 2004; MORIST et al., 2001). @sultados em clorofita, registrados
paraAphanothece microscopidddgeli, em condi¢bes fotossintéticas na fase logard de
crescimento, sado bastante proximos (1,06%) ao sspr@ela literatura para Spirulina
platensis Neste sentido, estes resultados fazem do migaa@mo em analise, fonte
potencial de producéo de clorofga+Por outro lado, mesmo que em cultivo heterotrééico
producdo de clorofila seja em torno de 10,86 vezes menor (Tabela 5hqueutotrofico,
guando se avalia o comportamento das curvas deiroe®o da cianobactéridphanothece
microscopica Nageli (Figuras 8a e 8b), observa-se que, quandwmiavo-organismo é
cultivado na auséncia de luz, utilizando como nagocultivo o efluente da industria de
laticinios, 0 meio da fase logaritmica € atingiddre 10 e 12 horas. No entanto, em
fotoautotrofia 0 meio da fase logaritmica € regwtr somente apés 120 a 140 horas de
cultivo. Neste sentido, a menor producdo em clarafi no sistema heterotréfico é
compensada pelo tempo para atingir a concentragiganma em clorofilaa no sistema
autotrofico.

No que se refere a ficobiliproteinas, em especititarianina e aloficocianina,
maiores concentracfes foram obtidas na fase eséa@Ep em que sdo verificados maiores
teores em aloficocianina na biomassa gerada envaudutotréfico (13,9 mg) e em
ficocianina (79,0 mg:9) na biomassa gerada em condicdes heterotréficas.

De acordo com Zuber (1983), o numero de molécuéadiabbiliproteinas em
cianobactérias aumenta da aloficocianina paraaifioina. Este comportamento pode ser
elucidado pelos dados expressos na Figura 9, quessam a porcentagem das fracfes de
ficobilinas em funcdo da porcentagem de ficobilit@igis para biomassa dghanothece
microscopicaNageli, independente da condicao utilizada. Obsers@ percentuais de 11,63
e 86,11% de aloficocianina e ficocianina, em redagaconcentracao total de ficobilinas,
produzidas em sistema autotrofico, e 17,27 e 8% 3% aloficocianina e ficocianina, para a
biomassa produzida na auséncia de luz, utilizarmlnocmeio de cultivo o efluente da
industria de laticinios.

Dentre as inimeras espécies de cianobactériasayoarmp o planeta, poucas sao

devidamente caracterizadas e exploradas comercit@ni®lISHRA, 2007; MISHRA et al.,
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2012). ASpirulinasp. é uma das mais estudadas e, em especial, taquaéto a producdo
de pigmentos com valor comercial, aplicados em étisos, produtos farmacéuticos e na
industria de alimentos (DANESI et al, 2004; AJAYAN SELVARAJU;
THIRUGNANAMOORTHY, 2012).

Figura 9 - Percentuais das fracdes individuais de ficototipinas, em relacdo ao total de
ficobiliproteinas, nas biomassas obtidas na fagaritmica de crescimento, em
condicOes autotroficas e heterotroficas
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A ficocianina tem sido descrita como a principabhiliproteina que constitui os
pigmentos que caracterizam as cianobactérias (SARAD al., 1999; ANUPAMA;
RAVINDRA, 2000). A ficocianina e a aloficocianinamportam, normalmente, cerca de 20%
da proteina celular na cianobactéi&pirulina platensis e ambas s&o 0s pigmentos
guantitativamente  dominantes (RICHMOND, 1988; AJAYA SELVARAJU;
THIRUGNANAMOORTHY, 2012). Este comportamento poder savaliado nos dados

expressos na Figura 9 e Tabelas 5 e 6, para o+igemismo em avaliacao.
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Tabela 6 - Percentagem em ficocianina e aloficocianina,fentdo da concentragcdo em
proteina unicelular, dé&\phanothece microscopicséageli, desenvolvida em
condicOes autotroficas e heterotroficas, nas flaggsitmicas de crescimento.

Cultivo Proteina Aloficocianina + Ficocianina
(9.100g") (9.100g" de proteina)

Autotréfico 45.90+0,27 19,04+0,15

Heterotréfico 41,53+0,25 21,46+0,13

média de 3 repeti¢cdes; AFC: aloficocianina; F€odianina.

A Tabela 7 nos fornece a relacdo existente entneertracfes de diferentes
pigmentos estudados neste trabalho. Observa-se altaarelacdo entre ficocianina e
aloficocianina, na ordem de 7,44 e 4,87, nas bieagsultivadas em sistemas autotroficos e
heterotroéficos, respectivamente. Estes valoresnsfadamente maiores ao registrado para a
cianobactérigspirulina platensig3,7), cultivada em condi¢cfes autotréficas, a enmajura de
28 a 30°C. No entanto, com valores proximos pareelagdes clorofila/ficocianina (0,13),
ficocianina/clorofila (7,52), ficocianina/ficoerita (47), aloficocianinalficocianina (0,27),
conforme descrito por Ajayan, Sevaraju e Thirugnamathy (2012). Considerando as
variacbes caracteristicas da espécie, e o fatoiadmigdnina, somada a aloficocianina,
representar a maior fragdo dos pigmentos totais, @q@mpdem a biomassa do micro-
organismo em questdo (Tabela 5), independente dadigbes de cultivo, é possivel
considerar a alta relacdo ficocianina/aloficocianicomo caracteristico da cianobactéria

Aphanothece microscopidéageli.

Tabela 7 - Relacdo entre concentracdes de pigmentos naabgandeAphanothece
microscopicaNageli, cultivada em meio autotrofico e heterotrofina
fase logaritmica de crescimento

Autotréfico Heterotréfico
A B C D A B C D
A 1 0,14 1,03 7,64 1 0,01 0,06 0,46
B 7,23 1 7,44 55,30 74,44 1 4,87 33,23
C 0,97 0,21 1 6,82 0,97 0,13 1 6,81
D 0,13 0,02 0,13 1 2,16 0,03 0,15 1

A: clorofila-a; B: ficocianina; C: aloficocianina; D: ficoeritrn
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A ficoeritrina é reconhecida como um biopigmentort@dor de propriedades que
trazem beneficios a salde humana, o que se rafle¢stabilizacdo dos radicais livres, acéo
antioxidante, anti-inflamatoéria e anti-cancerigé¢8®NI; TRIVEDI; MADAMWAR, 2008).
Rodriguez et al. (1991), reportam que a concedutrde ficoeritrina na cianobactéNmstoc
Sp., aumenta, em resposta a reducdo da luz.ahdalios resultados obtidos, no presente
trabalho (Tabela 5), observa-se, nitidamente,laéntia da luz, na producdo deste composto,
com um aumento pronunciado na concentracdo aposida¥scuro, cultivado em sistema
heterotrofico.

A ficoeritrina destaca-se por ser uma das ficoaimais flexiveis, facilmente se
adaptando a mudancgas ambientais (AJAYAN; SELVARAJHJRUGNANAMOORTHY,
2012). Esta facilidade de adaptacao da ficoeritsmaeflete naAphanothece microscopica
Nageli, demonstrando sua versatilidade metabdtjoanto a producédo deste biopigmento,
uma vez que sao registradas maiores concentragbb®massa, quando cultivada no escuro
e no efluente da industria de laticinios, quandmparada a producdo deste pigmento, na
biomassa desenvolvida em condicdes autotréficasgiStrado um aumento na ordem de 57
% na fase logaritmica de crescimento, quando na eiasée luz, ainda que cultivada no
efluente da industria de laticinios, condicdo esae demonstra, concomitantemente, a
influéncia do meio de cultivo. Estes resultadosiciaith 0 organismo em questdo, como
potencial fonte de ficoeritrina, quando cultivadsgdrotroficamente, utilizando como meio de
cultivo o efluente de laticinios. Por outro lado,nétéria, também, a superioridade em
producdo de clorofila, em condi¢cdes fotossintéticas. Isso se justificaa wez que a luz é
um dos mais importantes fatores que influencianosasintese de clorofila (DANESI et al.,
2004). De acordo com Wyman e Fay (1987), as madifies nos niveis de ficobilinas e

clorofila-a séo respostas a adaptacao dos micro-organismseacia de luz.

5.2.3 Andlise de sensibilidade da producéao de pigntos porAphanothece microscopica
Néageli, desenvolvida no efluente da indastria de ti@inios

Os processos convencionais de remocao de nitrogénéguas residuarias, estao
focados na volatilizagdo de compostos nitrogenaasforma de gas nitrogénio. Esta
estratégia, embora eficiente do ponto de vistaegprihcdo de residuos, ndo permite o uso
sustentavel destes compostos, que servem comoshioostrutores de inumeras substancias
de valor comercial, como proteinas, acidos graxgsgmentos (QUEIROZ et al., 2006;
QUEIROZ et al., 2007b; BASTOS et al., 2010; QUEIR&@AI., 2013).
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Daneshkhah e Bedford (2013) relatam que as anatlsesensibilidade sao
ferramentas de fundamental importancia na predd@® incertezas que as variaveis de
entrada de um processo podem causar no resultzlo $iegundo estes autores este tipo de
abordagem pode auxiliar na melhor estratégia adetada no intuito de viabilizar técnico-
economicamente um processo ou produto.

A Tabela 8 apresenta a andlise de sensibilidaderatiucdo de pigmentos por
Aphanothece microscopiddégeli, a partir da geracado anual de efluentenda industria de
laticinios regional, quando 0 micro-organismo éticatlo em sistema autotrofico e
heterotréfico.

Tabela 8 - Estimativa de producéo de pigmentos Aphanothece microscopiddageli na
fase logaritmica de crescimento, cultivada em migtéeterotrofico, utilizando
como meio de cultivo o efluente de laticinios

Parametros Estimativas
Volume de efluente.dfa(L) 950.000
Volume anual (L) 319.200.000
Periodo operacional (d.aho 336
Sistema autotrofico
Produtividade em biomassa (Kg.L.d0o 0,04
Produtividade anual em biomassa 12.770 ton.anb
Produtividade anual em clorofie¢10,7 mg.d) 137 ton.ano
Produtividade anual em ficocianina (77,4 niy.g 988,4 ton.and
Produtividade anual em aloficocianina (13,9 riy.g 178 ton.and
Produtividade anual em ficoeritrina (1,5 md.g 19,2 ton.and
Sistema heterotréfico
Produtividade em biomassa (Kg.L.&d0o 0,20
Produtividade anual em biomassa 63.840 ton.and
Produtividade anual em clorofiea¢2,1 mg.d) 134 ton.ano

Produtividade anual em ficocianina (79 my.g
Produtividade anual em aloficocianina (15 riy.g
Produtividade anual em ficoeritrina (2,2 mi.g

5043,4 ton.and
957,6 ton.and
140,4 ton.anb

O biorrefino € um conceito de producdo, que temljase o desenvolvimento

sustentavel. S&o sistemas que combinam tecnolaggagssarias, entre a concepcao,

exploracdo das matérias-primas biologicas, produlgmsumos intermediarios e produtos
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finais (SINGH; GU, 2010; QUEIROZ et al., 2013). Amado-se os dados da Tabela 8
obtidos através das condi¢Bes otimizadas é possétiehar, através da produgdo anual de
pigmentos, a capacidade de producdo de cloraféa meio heterotréfico (134 ton.aho

equivalente a producdo autotréfica (137 tonan@m um periodo de tempo 12,7 vezes

menor (Tabela 4).

A clorofila-a € considerada um insumo de valor agregado, podsirdyr valores
de mercado de até R$ 745,00/mg, tomando como basécraalga Anacistis nidulans
(DANESHKHAH; BEDFORD, 2013). Uma estimativa mundiplara o comércio de
ficobiliproteinas, ultrapassando a ordem de US$mlbdes, ja era preconizada em 1997
(SPOLAORE et al., 2005; YEN et al., 2013). De acocom Milledge (2011), o preco das
ficobiliproteinas, no mercado internacional, podemngir cerca de US$ 25 por mg.
Independente disto, deve-se considerar, que a géiodiestes co-produtos, esta suportada nos
residuos resultantes do processamento industredtaDforma, havera, invariavelmente, a
conversdo dos poluentes dispersos nas aguas msuéontribuindo para desonerar,
ambientalmente, o processo produtivo, uma vezltaeera a estabilizacdo destes compostos,
permitindo o descarte adequado nos corpos hidneosptores, adjacentes a unidade

industrial.

Tabela 9- Parametros cinéticos de remocao de poluenteflunte

Parametro e(mg.Lh C (mg.LY ER (%)
DQO 1478,3 45,8 96,9
N-TK 32,0 8,5 73,5
PO,3 23,0 2,3 89,8

Cqo: concentracgéo inicial; C: concentracgéo final; Eftiéncia de remocéao.

Nas condi¢cOes operacionais, previamente otimizagasocdoes de 96,9, 73,5 e
89,8% de matéria organica, nitrogénio total e fasftotal foram constatadas (Tabela 9),
indicando que esta agua residuaria cumpre com odH¢m de emissao, estabelecida pela
legislacdo do estado do Rio Grande do Sul (Rio @afo Sul, 2006). Estes resultados séo
bastante promissores, considerando que Queirot €2097a), obtiveram remocdes do
efluente da parboilizacdo do arroz por esta ciacigia, em 15 h de cultivo, na ordem de
83,4 e 72,7% de DQO e N-TK, respectivamente. Elezada capacidade de remocao de
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matéria organica (96,9%), demonstra a adaptacdaptanothece microscopiddageli as
condicbes heterotroficas estudadas. Esta constatac&orroborada, pelos valores de
coeficiente de transformac@fe matéria organica em biomassa (0,26mg de biomagse
DQO), como pode ser verificado na Tabela 10. Isg@i® que ocorre um elevado consumo
de matéria organica, com baixa conversdo em bi@nadbserva-se, no final da fase
logaritmica, periodo descrito de 15,45 a 16 h (Teabé e 12), uma concentracdo de biomassa
de 590 mg.l}, concentracdo esta, que corresponde a 61,5% afeafsa gerada em

condicOes autotroficas em 196 a 200 h (Tabela 12).

Tabela 10- Coeficientes de conversdo de matéria organitagenio e fosforo por
Aphanothece microscopicllageli, cultivada no efluente da indastria
processadora de laticinios, na auséncia de luz

Variaveis mGiomassém Gsubstrato
Y sipgo 0,26
Y siIN-TK 16,1
Y s/po4-3 18,3

Ysipgo : Coeficiente de transformacéo de DQO em biomassar«. Coeficiente de transformacéo
de N-TK em biomassa;dbo.3: Coeficiente de transformacéo de S €m biomassa.

Elevadas reducdes de matéria organica, com bairgecsio em biomassa, a
partir de moléculas organicas, em metabolismo oetdico, indica a existéncia de rotas
metabolicas capazes de assegurar o crescimeniarcetuauséncia de luz (TAM; WONG,
2000). Por outro lado, o coeficiente de conversad®massa a partir de nitrogénio (16,1 mg
de biomassa/mg de N-TK), demonstra que, elevadagecsfes deste nutriente, ocorre na
forma de biomassa. Efeito este ainda mais prondocipara o fésforo (18,3mg de
biomassa/mg de P-R®). A concentracdo inicial deste nutriente (23,3 Liily. torna este

valor de coeficiente de conversao altamente sogmife.

As eficiéncias de remocédo, associadas aos fateresm/ersdo, e a producdo em
pigmentos e proteina, obtidos em condi¢cdes hefdicas, demonstra que 0 processo
proposto, utilizando o efluente de laticinios colmate de nutrientes, viabiliza o processo de
biorrefino, a ser aplicado a uma industria de samento de leite. Para tal, € proposto o0 uso
de biorreatores heterotréficos microalgais, parmatamento de efluentes, considerando a

associagdo do tratamento da &gua residuéaria, gmodacao de insumos de valor comercial,
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tais como pigmentos e proteinas. O processo deveoe&inuo para manter a produtividade
durante todo o tempo.

O processo de separacao tem como base, a carghcsalpgegativa, presente nas
cianobactérias, a qual pode ser neutralizada auwzidal, pela adicdo de agentes floculantes,
tais como céations multivalentes (KIM et al., 2008 hiomassa déphanothecenicroscopica
Nageli é eficientemente separada do cultivo, me€iam utilizacdo de cloreto férrico,
conforme descrito por Silva-Manetti et al. (2011).

Estes processos, que resultam no tratamento dentfBl e obtencdo de
componentes de interesse comercial, em um sé estégn sendo considerados, como uma
atitude efetiva do ponto de vista sustentavel iiaggQUEIROZ et al., 2013).

Figura 10 - Estratégia de biorrefino aplicado a industriagpbcessamento de leite.
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5.3 Dinamica de nitrogénio na biomassa
5.3.1 Avaliacdo de N-TK e N-NP

Condicdes de cultivo como luz, temperatura, tamaddoinéculo e fonte de
nutrientes nas quais as microalgas sdo desenve)\igla sido exaustivamente discutidas na
literatura (TOUCHETTE, 2000; MUROPASTOR; FLORENCI2003; VON RUCKERT;
GIANI, 2004; QUEIROZ et al., 2007a; ANDERLA; ZAMERA010; PEREZ-GARCIA et
al., 2010; HORNES et al., 2010; VIEIRA et al.120).

Vieira et al. (2012b), reportam a influéncia da penatura na producdo de
biomassa, quando a cianobactéAphanothece microscopic&lageli € cultivada, em
condic¢des heterotroficas, utilizando como meio Wlauca o efluente de laticinios. Os autores
indicam a temperatura de 20°C e o in6culo de 200_Thgomo a melhor condicdo. Estas
condicfes tornam-se importantes, quando se vigdiGagdo de cianobactérias, na producao

de compostos de interesse comercial.

Na Tabela 11, observa-se o comportamento das doacees em nitrogénio total
Kjeldahl (N-TK) e nitrogénio ndo proteico (N-NPhtaas para a biomassa gerada a 20°C, a
partir de in6culos de 200 mg'Lem sistemas autotréficos, utilizando como meieualtivo o
meio padrdo BG-11, intensidade luminosa deund.m?.s' e heterotréfico, tendo como

meio de cultivo o efluente da indUstria de laticni

Tabela 11 - Concentracdo em nitrogénio total Kjeldahl (N-TK)nitrogénio nao
proteico (N-NP) naAphanothece microscopiddageli, desenvolvida em
condigBes autotroficas e heterotréficas

Autotrofico Heterotroéfico
N-TK (g.100g") N-NP (g.100g) N-TK (g.100g") N-NP (g.1008)

Inicio 5,7+0,2 1,7+0,F 5,740,3 2,0+0,2
Fase logaritmica 6,9+0,2 2,4+0,F 5,60, 2,3+0,2
Fase Estacionaria 6,5+0,2 2,0+0,1° 6,2+0,3 1,9+0,29

Média de 3 repeticdes; letras diferentes indicanferelcas
significativas (g:0,05).
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Analisando os dados da Tabela 11, verificam-se oo@mentos distintos das
formas nitrogenadas para a biomassa obtida nosewliés sistemas de cultivo. Observa-se,
gue a maior concentracdo de N-TK presente na beanadtivada no efluente de laticinio é
registrada na fase estacionaria, valor este (61P0gl), que difere significativamente
(p<0,05) da concentracdo obtida a partir do meio BG(@,5g.100g), nesta fase de
crescimento. A maior producédo de N-TK quando coenpas os dois experimentos foi obtida
para a biomassa gerada em condi¢8es autotréfichg.@04), na fase logaritmica.

Von Ruckert e Giani, (2004), avaliando o efeito mitrato e do amdnio, no
crescimento e na concentragdo de proteina, na baatéria Microcystis viridis
Lemmermann, quando a proteina é calculada, tendo base a multiplicagdo de N-TK, pelo
fator 6,25, verificaram maiores concentracfes eatepra, quando 0 micro-organismo foi
cultivado em meio de nitrato. Isso justifica asones concentracdes em N-TK registrada para
a biomassa obtida em cultivo utilizando o meio BlGglie utiliza como fonte de nitrogénio
NaNG; (RIPPKA et al., 1979). Por outro lado, tem sigwificados maiores velocidades de
crescimento, quando cianobactérias desenvolvenmsmeios cuja fonte de nitrogénio é o
amonio (VON RUCKERT; GIANI, 2004). Esta constatag@o reflete nas Tabelas 1 e 12,
onde pode ser visualizada a caracterizacdo donéfida industria de laticinios (Tabela 1),
bem como as concentracdes celulares, em funcdemdpot para ambos os experimentos
(Tabela 12). O efluente de laticinios, utilizados nexperimentos, teve como fonte de
nitrogénio os nitrogenados oriundos de sua com@ogitabela 1), onde a concentracdo de
nitrogénio amoniacal foi em média de 1,8 my.L

O aumento da concentracdo em biomassa esta reldoiocom a velocidade
especifica de crescimento e a concentragdo do lmoéas quais, normalmente, estao
associados a concentracéo inicial de substrato [TRERAS et al., 2000). A biomassa de
cianobactérias é reconhecida como de elevado matdtivo, ao qual, € atribuido ao alto teor
em proteinas e perfil de aminoacidos essenciaiactesizado por teores de lisina, leucina e
valina em concentragdes superiores ao recomendddd-pO (ANUPAMA; RAVINDRA,
2000).

A analise da Tabela 12, demonstra que o maximoarentracao celular (590
mg.L"+1,53) foi registrado em 16 horas de cultivo entesis heterotréfico. Em condicées
autotroficas este teor em biomassa, sO foi atingigpds pelo menos 100 horas de
experimento, o que se traduz em menor velocidadgeteimento (Tabela 4) para o micro-

organismo em estudo. Sao registrados valores,genp ordem de 13,51 vezes maior, quando
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este € desenvolvido na auséncia de luz, utilizas@oo meio de cultivo o efluente de
laticinio, que quando desenvolvido em condi¢desteficas em meio BG-11.

A producédo de biomassa é dependente de outroedatalém da espécie e do
metabolismo utilizado. Bastos et al. (2004) estailao cultivo do micro-organismo em
andlise, no efluente da parboilizacdo do arrof)°&€ 3auséncia de luz e in6culo de 100 mg.L
! obtendo concentracdes celulares de 650 thgm 72 h de cultivo. Nas condicdes
experimentais deste trabalho, este micro-organ@mduz concentracdes em torno de 90,8%
da biomassa considerada, em 15 a 16 h (Tabela 12).

Tabela 12 - Valores médios de biomassa obtidos paAphanothece microscopica
N&ageli, nas curvas de crescimento, dos cultivosotaifico e

heterotréfico
Autotrofico Heterotrofico
Tempo (h) mg.* Tempo (h) mg.L

0 213+3,53 0 212+3,06
20 285+2,05 8 384+3,79
40 370+4,30 12 478+2,08
80 450+3,00 16 590+1,53
100 500+3,46 20 461+3,79
120 650+3,46 24 462+2,65
220 960+1,95 28 457+1,73
280 669+2,00 32 293+2,00

Média de 3 repeticdes

Esta dinAmica na distribuicdo do nitrogénio, enag&b as fases de crescimento, se
reflete quando avaliamos também as concentractesétulares de N-Nf' (Tabela 13) e
N-NP (Tabela 11) na biomassa cultivada. E notériaflaéncia do N-NP, nos teores de N-
TK, nas fases logaritmica e estacionaria, indepgrddo sistema de cultivo. No entanto,
quando comparamos estes valores com as concersragde nitrogénio intracelular,
observam-se diferencas significativas@®5), para os teores de N-NHna fase logaritmica
de crescimento, nos sistemas considerados. Estaafole nitrogenado se encontra em
concentragdes significativamente<Qp05) superiores na biomassa quando o crescimento é
realizado na auséncia de luz, tendo como meio ltigraw efluente da inddstria de laticinio.

Observa-se, que o fon N-NH intracelular perfaz 30% e 15,83% do nitrogénio R-N
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registrado para biomassa desenvolvida em meiodtgifico e autotréfico, respectivamente,
salientando a importante contribuicdo do nitrogémwacelular nos teores de N-NP e,
consequentemente, a influéncia nos resultados alifjoacdo de proteinas, quando o N-TK
€ convertido neste nitrogenado, mediante a utdiaado fator 6,25. Este fato torna-se mais
relevante ainda, quando o N-NP representa em wen85% dos teores de N-TK, na fase
logaritmica de crescimento, conforme podemos varifna Tabela 15, que apresentam a
contribuicdo em N-NP, por diferentes compostosmfiogenados. Lavin e Lourenco et al. (
2005), reportam que quando o ion N-NHencontra-se em altas concentragdes no meio
intracelular de microalgas, gera alteragbes no mésmo, que culminam em muitos casos,
em reducdo ou interrup¢do do processo de cres@mEsta constatacdo pode justificar a
menor velocidade de crescimento obtida para o ruigganismo desenvolvido em meio BG-
11, a qual é refletida nas concentracdes celutaggstradas (Tabela 12), quando os teores de
biomassa sao comparados em funcéo do tempo deocudtm a biomassa desenvolvida no
efluente da indastria de laticinios. Estes resoiademonstram nédo s6 a influéncia do meio
de cultivo na dinamica de distribuicdo dos compostitrogenados no micro-organismo em
estudo, como também a contribuicdo dos diferenttalolismos envolvidos. De acordo com
Mori et al. (2003), as cianobactérias respondenudancas no ambiente fisico quimico, com
adaptacdes fisiologicas geneticamente programadas.

Tabela 13- Concentracdo de fon aménio, nitrato e nitritmaicelular em g.100Y na
biomassa da cianobactérighanothece microscopicllageli, cultivada
em sistema autotrofico e heterotroéfico

Inicio Fase Logaritmica Fase Estacionaria
Autotroéfico
N-NH," 0,41+0,032 0,38+0,04 0,55+0,05
NOs* 0,046+0,008 0,071+0,007 0,024+0,003
NO, 0,030+0,008 0,009+0,003 0,018+0,003
Heterotroéfico
N-NH," 0,39+0,05j 0,69+0,09k 0,56+0,08
NOs* 0,046+0,008 0,015+0,003 0,083+0,007
NO, 0,038+0,008 0,006+0,002 0,030+0,003

Média de 3 repeticdes; N-NH ion amdnio; N@: nitrato; NQ: nitrito; letras diferentes indicam
diferencas significativas {9,05)
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A literatura reporta o fato de que as microalgas c#pazes de acumular sais
nitrogenados nao assimilados, em aminoacidos eipest (DORTCH et al., 1984; FLYNN
et al., 1994; LAVIN; LOURENCO, 2005; HORNES et &010). Esta constatacdo corrobora
com os dados expressos na Tabela 13, onde se abpara ambas as formas de cultivo, a
presenca intracelular de N& NO,* e N-NH;**, com a predominancia de ions N-NH
seguindo-se de NO e, em menores concentracdes, 0,NOA ocorréncia de maiores
concentracdes de N-NH, em relacdo as concentracdes desNONG™, podem sugerir que
as taxas de reducdo de NCa NGO e, em seguida, a N-NH podem ser mais rapidas do
que a taxa de absorcdo de N-fHpela matéria organica, como consequéncia, o N-NH
pode acumular (LAVIN; LOURENCO, 2005). Esta dindajicle distribuicdo das formas
nitrogenadas inorganicas intracelulares, armazenatgustificada, uma vez que o ion N-
NH,", é o estado de oxidacdo do nitrogénio de maisdésimilacdo, precisando o N@ o
NO, primeiro, serem reduzidos, para posterior incag@®o em proteinas e pigmentos
(ASPE; MARTIR; OECKEL, 1997; LIM; KHIM; HWANG, 2008 Um importante fator, que
condiciona o contetido intracelular de N-NH NO;* e NG sdo a atividade do sistema
enzimatico, para a reducéo do nitrogénio (ASAN@Iet1995; RAMALHO et al., 1995). De
acordo com Herrero et al. (2001), a maioria dasabiactérias desenvolvem um sistema para
a deteccdo do nitrogénio disponivel na forma retuziQuando o fon N-Nf' esta
disponivel, enzimas e transportadores envolvidasssanilacdo de nitrogénio inorganico, sao
inibidos pelo NtcA, uma proteina repressora, assMaNH,", que é a forma mais reduzida do
nitrogénio, portanto, ndo necessitando de ativigad®#matica para sua reducao, é absorvida.
A extens&o deste processo inibitdrio varia comreentracio de N-NH, estado metabdlico
do micro-organismo, e varidveis ambientais commptratura, pH e luz (VON RUCKERT;
GIANI, 2004).

O aumento significativo §D,05) de N-NP, entre as fases logaritmicas e
estacionarias de crescimento, independente dogéiito amoniacal intracelular, sugere a
conversao do nitrogénio absorvido em componentegraeicos, como aminodacidos livres e
pigmentos.

A Tabela 14 apresenta os resultados em aminoalvges e pigmentos, para as
biomassas, obtidas nas fases logaritmicas de mresim, para ambos 0s sistemas em

avaliacéo.
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Tabela 14 - Teores de pigmentos, e aminoacidos livres (gi)onas biomassas
geradas em sistemas autotréfico e heterotréficdase logaritmica de
crescimento

Clorofila-a Ficocianina  Aloficocianina  Ficoeritrina Aa livres
Autotréfico 10,7 77,4 10,4 1,4 1,36 x10*
Heterotréfico 1,01 73,° 15,0 2,2 1,29x10"

Média de trés repeti¢cdes; Aa: aminoacidos; letif@sahtes indicam diferenca significativa<(p05).

De acordo com Dortch et al. (1984), em periodo al€rwia de nitrogénio, as
microalgas tendem a consumir compostos organicasiepamente, aminoacidos livres,
seguido de ficobilinas, proteinas e clorofilasolssigere, tomando-se como base o0s baixos
teores em N-NUf, disponibilizados no efluente da industria de lati(Tabela 1), e o fato
das cianobactérias assimilarem, preferencialmeéwsH," (DORTCH et al., 1984; ASPE;
MARTIR; OECKEL, 1997; LIM; KHIM; HWANLIG, 2003; HON5; WANG; WANG,
2011), que as diferencas significativas<q®5), em aminoacidos livres, registradas na
biomassa desenvolvida em condi¢cdes heterotroficasauséncia de luz, em relacdo a
biomassa gerada em meio BG-11, arhbl.nm%s de luminosidade, possam ser justificadas.
Nesse sentido, corroboram esta constatacdo assbemxeentracoes em clorofiga{1,01
mg.g') registrada para biomassa gerada no efluentadizstria de laticinio (Tabela 5).
Assim, comparando-se a Tabela 14, observa-se unpartemento diferenciado entre as
contribuicbes em N-NP, por aminoéacidos livres emnu@gtos. Verifica-se uma baixa
contribuicdo, no que se refere a geracdo de amdustivres, nas biomassas, na ordem de
1,36x10" g.100¢" e 1,29x1d g.100¢", para o cultivo autotréfico e heterotréfico,
respectivamente. No entanto, quando avaliamos @ldah € notdria a contribuicdo em
pigmentos para a fracdo de N-NP, perfazendo akilijgmteinas, associadas a clorofdaee
9 a 10% da biomassa seca. Este fato € melhor etigiduando avaliamos a contribuicdo em
nitrogénio individualmente por pigmento (Tabela ,1Balculada tomando como base a
concentracdo de cada componente, a férmula estretas respectiva massas moleculares da
clorofila-a (CssH720sMg; mol: 892q), aloficocianina e ficocianinaz(@3dN4OsS; mol: 629q)

e ficoeritrina (GsH42N4O6S; mol: 620g). Analisando estes dados, observa-ggaade
contribuicdo dos pigmentos na fragdo de N-NP, perfdo o nitrogénio oriundo dos
pigmentos, somado ao nitrogénio amoniacal intréeelpercentuais de 47,72 e 58% do N-

NP computado, para as biomassas geradas em candicidietroficas e heterotroficas,
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respectivamente. Lourenco et al. (1998), reportaemajpresenca de substancias nitrogenadas
nao proteicas, em altas concentracdes, tais canafi@, ficocianina e nitrogénio inorganico
(nitrato, nitrito e amonia), superestimam o contedd proteina, quando calculada mediante
conversao do nitrogénio total pelo fator 6,25. Meséntido, os resultados obtidos neste
trabalho, tornam-se extremamente importantes, quardvisa o cultivo de cianobactérias,

para producdo de proteinas, sob o escopo de umafisiaria.

Tabela 15- Contribuicdo de nitrogénio na fragcdo de N-NP pigmentos e N-Nif
intracelular (g.100¢), nas biomassas geradas em meios autotréfico e
heterotréfico, na fase logaritmica de crescimentpoecentagem de
contribuicéo de cada fracao

Autotrofico Heterotrofico
g.100g % g.100¢ %
Clorofila-a 0,0634 2,64 0,0063 0,27
Ficocianina 0,6849 28,54 0,6515 28,33
Aloficocianina 0,0890 3,71 0,1205 5,24
Ficoeritrina 0,0122 0,51 0,0192 0,83
N-NH," 0,2956 12,32 0,5367 23,33
Total 1,1451 47,72 1,3342 58,00

Média de 3 repetices; N-NH ion aménio; N-NP: nitrogénio ndo proteico.

Hornes et al. (2010), avaliando a dinamica de g@nio por Aphanothece
microscopicaNageli, desenvolvida no efluente da industria decgaee em meio padraBG-
11, reportam, que os diferentes meios de cultissp@ados ao metabolismo respiratorio e
fotossintético, resultam em perfis distintos, goalat composicdo de nitrogenados nas
biomassas geradas. Esta constatacdo é bastarde@atth, quando se avaliam as Figuras 11
e 12, que compara a dinamica de distribuicdo degahados na biomassa Aphanothece
microscopicaNageli, desenvolvida no efluente de laticinio, canbiomassa deste micro-
organismo cultivada em condi¢des heterotroficagnda é utilizado como meio de cultura
diferentes efluentes agroindustriais, como o dé@bzacdo do arroz (GOLDBECK et al.,
2006) e da industria processadora de pescado (HSRINE]. 2010).
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Figura 11 - Comparacéo entre os valores de N-TK em g.100g biomassa da cianobactéria
Aphanothece microscopiddageli, na fase logaritmica, cultivada em difessnt
fontes de efluentes.

N-TK g.100g-1
O P N W » 01 O N 00 ©

N-TK: nitrogénio total kjeldahl; A (efluente da jbailizac&do do arroz — Fonte: GOLDBECK et al., 2Q06)

B (efluente da industria do processamento de peseaddonte: HORNES et al., 2010); C (efluente de
laticinios — Fonte: dados obtidos neste traball@tras diferentes minlsculas indicam diferencas
significativas<0,05.

Figura 12 - Comparacéo entre os valores de N-NP em g:10fabiomassa da cianobactéria
Aphanothece microscopiddageli, na fase logaritmica, cultivada em difegent
fontes de efluentes

60 -

N-NP g.100g-1
w Y al
o o o

N
o
1

[N
o
1

A B C

N-NP: nitrogénio ndo proteico; A (efluente da pdliibacdo do arroz — Fonte: GOLDBECK et al.,
2006); B (efluente da industria do processament@aeszado — Fonte: HORNES et al., 2010); C
(efluente de laticinios — Fonte: dados obtidosenéistbalho). Letras diferentes mindsculas indicam
diferencas significativas0,05.
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Avaliando o comportamento da distribuicdo dos costg® nitrogenados,
expressos como N-TK e N-NP, verifica-se, notadamemninfluéncia do meio de cultivo nos
teores de N-TK e, por consequéncia, em N-NP. AsanacOes obtidas destes constituintes
diferem significativamente §®,05), com o meio de cultura utilizado, perfazeadaeores de
N-NP a 50,35, 44,41 e 41,07%. Estes resultadosramga impossibilidade de utilizacéo
indiscriminada de fatores de conversao, para ailwdlte proteina em biomassa, gerada em

condicOes heterotroéficas, utilizando como meiowdwo efluentes industriais.

5.4 Estimativa da producao de proteina e perfil aminacidico

5.4.1 Avaliacdo da concentracdo de proteina na Im@ssa deAphanothece microscopica

N&ageli, desenvolvida em condi¢cdes autotréficas etbmotroficas

Um dos maiores constituintes das microalgas sdor@sinas, desempenhando
importante papel na biorrefinaria algal (WILLIAMEAURENS, 2010). Devido as altas
concentracdes em proteina e excelente perfil amidica, comparavel e até mesmo superior
a alimentos convencionais, como carne, arroz adegs microalgas e cianobactérias vém
sendo consideradas fonte potencial em proteinasOKMIAR; FUCHSLOCHER,;
STOCKBRANDE, 1999; ANUPAMA; RAVINDRA, 2000; QUEIROZt al., 2007b; ZEPKA
et al., 2008; QUEIROZ et al., 2011).

Zepka et al. (2008) avaliaram a conversdo dos enigs do efluente da
parboilizacdo do arroz em componentes bioquimmmso proteinas, carboidratos e lipidios,
em reator biolégico de mistura perfeita a 30°C,éaum de luz e tempo de detencao
hidraulica de 72 h. O perfil bioquimico da biomassaiou de 41,3% a 49,3% de proteina
para a biomassa seca a diferentes temperaturascdgesn, determinada pela multiplicacéo
dos teores de N-TK pelo fator de conversao 6,2&liAndo-se os dados da Tabela 16, que
reportam os valores de proteina nas diferentess fdse crescimento, para a biomassa
Aphanothece microscopidddgeli, desenvolvida em condi¢des autotréficasterbgdficas,
observa-se que, independente das fases de cresmimensistemas de cultivo, os valores

obtidos sédo muito proximos ao reportado por Zeplkd €2008) para este micro-organismo.
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Tabela 16 - Concentracdo de proteina (g.18Pgia biomassa gerada em cultivo
autotrofico e heterotrofico

Autotrofico Heterotroéfico
Proteina (g.100Y Proteina (g.1009
Fase Inicial 46,20,35 46,7+0,32
Fase exponencial 489,40 41,8+0,37
Fase estacionaria 5%40,30 47,4+0,30

Experimentos em triplicata; médias de 3 repeticdesjo de cultivo heterotrofico: efluente de
laticinios; cultivo fotossintético: meio BG-11; fla$ iguais indicam ndo haver diferenca signifieativ

(p<0,05).

O valor da biomassa esta usualmente relacionadoccaontetdo de proteina,
ainda que outros constituintes representem umeaelpasignificativa na composicao dos
alimentos (ANUPAMA; RAVINDRA, 2000; VOLTOLINA et la 2005), uma vez que a
fracdo proteica é o maior constituinte da bioma@sa.esultados obtidos encontram-se dentro
da faixa de concentracao (40 a 60 %), citada geretites autores para diferentes microalgas,
em geral, quando o teor de proteina é quantificatiiizando 6,25 como fator de converséo
de N-TK em proteina (MORIST et al., 2001; DANESH a&, 2002; ZEPKA et al., 2007).
Independente das condi¢cfes de cultivo, quando aleaav fase estacionaria de crescimento,
verifica-se que sao registradas as maiores corCées. Estes teores sdo superiores ao
intervalo de concentracdo reportado na literatusea pesta cianobactéria, quer coletada
diretamente do meio ambiente (30,29 a 43,71%),ocord descrito por Queiroz et al. (1998),
ou cultivada no efluente da parboilizacdo do aa@0)°C, com minimos e maximos de 41,33
e 46,80%, respectivamente (ZEPKA et al., 2007)e£resultados sugerem a possibilidade
de utilizacdo desta cianobactéria com o duplo idbpdle tratamento do efluente da industria
de laticinios e na producao de proteina.

A composicao proteica é influenciada pela natudezdonte nitrogenada, sendo
este efeito diferenciado e dependente da espéfzidase de crescimento (FABREGAS et al.,
1985; LOURENCO et al., 1998; BENNING et al., 2D04ssim, nas condi¢des avaliadas, a
maior concentracao proteica (57%), foi registradafaise estacionaria para a biomassa
cultivada em condi¢des autotréficas, concentragiam, significativamente {0,05) superior
ao registrado para a biomassa desenvolvida emgiesiheterotroficas. Ainda analisando os
dados da Tabela 16, comparando os teores de @ajefados em condi¢gBes autotroficas e
heterotréficas, observa-se um aumento significatpe®,05) dos teores de proteina da fase
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logaritmica para a estacionaria, independente dadiges de cultivo. No entanto, para os
teores proteicos da biomassa gerada em condicoessiftéticas as concentragdes
aumentaram, praticamente, de forma crescente, date ndo verificado para biomassa
desenvolvida na auséncia de luz, tendo como meauitigo o efluente do processamento de
laticinio. Isso pode ser atribuido a adaptacaoiapre micro-organismo ao meio BG-11, uma
vez que O experimento teve inicio com indculos aseflogaritmica de crescimento,
desenvolvidos neste mesmo meio de cultura. Poo datio, Utting (1985), reporta que a
composicao proteica € influenciada pela quantidbdaitrogénio e reducdes deste nutriente
resultam em decréscimo significativo dos niveislleebs de proteina. Este fato se reflete
mais pronunciadamente nos teores proteicos regpstrpara a biomassa desenvolvida em
condicOes heterotroficas. Sao registradas congé@esaem proteina de 46,7%, no inicio do
experimento, quando a concentracdo em N-TK no mtiiuera registrada como 49,2 mg.&
reducbes nas concentracdes de proteina para 4139%se logaritmica de crescimento,
quando a concentracdo em N-TK no efluente eradenode 30,2 mg:t(Tabela 16).

Von Rickert e Giani (2004), estudando a influéndta meio de cultivo na
producdo de proteina, verificaram que as concdéiggagle proteina na cianobactéria
Microcistis viridis foram superiores quando a biomassa deste micanismo foi gerada em
meio de nitrato, quando comparada ao teor protguwando este micro-organismo foi
cultivado tendo como fonte de nitrogénio a amd@uaamonia acrescida de nitrato. Esta
constatacdo pode justificar os maiores teores dweipa registrada em condi¢cdes

fotossintéticas para a biomassaiqidnanothece microscopiddageli.

5.4.2 Perfil aminoacidico da biomassa d&phanothece microscopica Nageli, desenvolvida

em condi¢des autotréficas e heterotroficas

A Tabela 17 apresenta o perfil aminoacidico pakgphanothece microscopica
N&geli no inicio do cultivo, fase logaritmica eagsbnaria, quando cultivada em meio padrao
BG-11 (RIPPKA et al., 1979), a fifiol.m?s* de luminosidade e no efluente da indUstria

de laticinios, na auséncia de luz.
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Tabela 17 — Composicdo de aminoacidos totais na cianobactéphanothece
microscopicaNa&geli, cultivada em sistema autotréfico e hetéfuo.
Resultados (g.100gde biomassa seca) representam a recuperacdo de
aminoacidos ap6s a hidrolise acida

Autotrofico Heterotroéfico

Inicial Log Est Inicial Log Est
Isoleucina 4, 6,4 5,8 4.6 5,7 3,8
Leucina 4,9 5,9 4,0 4,9 5,3 5,7
Lisina 3,7 3,0 3,7 3,2 3,5 3.F
Metionina 1,7 1,5 1,8 1,6 1,7 1,9
Fenilalanina 4 4.8 4,1° 4,0 4,9 4,6
Treonina 4.0 4,8 4,5 4,0 4,1 4,0
Valina 6,3 6,8 6, 6,3 4,6 53
Arginina 3,8 5,3 2,6 3,5 3,¢ 3,¢
Histidina 1,4 1,7 1,7 1,4 1,5 1,2
Alanina 2,f 2,7 2,7 2,12 2,8 1,5
Aspartato 7.0 5,3 3,8 6,5 5,2 8,4
Cisteina 33 4,6 3,3 3,3 4.f 3,7
Glutamato 8,8 8,4 7.3 8,8 9,8 10,2
Glicina 3,F 3,0 3,0 3,7 3,0 1,9
Prolina 2,4 2,6 2,7 2.4 2,5 1,3
Serina 3,0 3,6 3,6 3,0 3,5 2,6
Tirosina 2,6 2,2 2,7 2,6 3,0 3,1°

média de trés repeticdes; letras diferentes nadmml para os cultivos autotrofico e heterotréficdicam
diferenca significativa @0,05) entre as fases de crescimento; inicial: anfdd experimento; log: fase
logaritmica; est: fase estacionaria.

A composi¢cdo bioquimica das microalgas incluem aomeptes, como
pigmentos, carboidratos, lipidios e proteinas, wassgpodem indicar o estado fisiolégico e
metabolico do organismo. As respostas do organiameondicfes ambientais, como luz
temperatura, pH e composicdo do meio de cultivodepo resultar em importantes
modificacdes nas concentragbes destes constituif@éEN et al.,, 2013). Assim, as
concentracbes em aminodcidos nas microalgas, pa#ertornar amplamente variaveis,
independente da espécie. No entanto, observa-secaraateristica, no que se refere a

predominédncia em determinados aminoacidos, comocido aglutamico e o aspartico
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(BROWN, 1991; ROMANO et at., 2000; LOURENCO et &002; DANESI et al., 2003;
BARBARINO; LOURENCO, 2005; QUEIROZ et al., 2013pbserva-se, para qualquer
condicdo avaliada, o acido glutamico e aspartiaoacaminoacidos majoritarios, seguidos
por valina, isoleucina e leucina. S&o registrade®iac minoritarios a lisina, metionina e
glicina. Os valores registrados para lisina (3%7ag.100d) e metionina (1,5 a 1,9 g.108)g
sao inferiores aos indicados pela FAO/WHO (1996¢ egistram valores na ordem de 5,5 e
3,5 g.100g de amostra para lisina e metionina, respectivaen@atbelas 17 e 18). A caréncia
em lisiha e metionina séo caracteristicas de ceotébhas (CAMPANELLA;
CRESCENTINI; AVINO, 1999; SATO et al., 2000; MORISet al., 2001; OMAR, 2002).
Jacob-Lopes et al. (2006) reportam, para o micgasusmo em estudo, quando cultivado no
efluente da parboilizacdo do arroz, também teamedissna em concentracdes inferiores ao
indicado pela FAO, julgando a baixa concentracamlepdo estar associada as possiveis
perdas ocorridas durante a secagem da biomassayemmque, de acordo com diferentes
autores, durante o processo de secagem, a lisderpagir com agucares livres, ou mesmo
com a parede celular, resultando na reducédo dossteteste aminoacido (YANG; WING;
MCGARRY, 1980; ALOMAR; FUCHSLOCHER; STOCKBRANDS, 29; MORIST et al.,
2001). Por outro lado, as concentragfes obtidas paisteina, sdo superiores as registradas
para muitos alimentos convencionais, como carnénbg¥eijao, trigo (PIRES et al., 2006) e
arroz (SGARBIERI, 1996). De acordo com a FAO/WH®O88), os aminoacidos metionina e
cisteina podem se converter um no outro, destaafoorpadrao FAQO, por conveniéncia, pode
considera-los como um Uunico. Esta constatacdo pesiicar os valores de metionina e
cisteina encontrados neste trabalho.

O comportamento geral da distribuicdo quantitativa aminoacidos, em ambas
as condicbes de cultivo, € caracterizado por aptasealores medios significativamente
superiores (g0,05) ao registrado na fase inicial de crescimeédsodados demonstram ligeira
tendéncia em superioridade quanto as concentragbidas para biomassa gerada em
condicdes autotréficas, tendo destaque os aminm@w@ina e arginina (Tabela 17), os quais
guando a biomassa é cultivada no efluente deraiicia auséncia de luz correspondem a
39,7 e 26,4 % da concentracao obtida em condigdet@ficas.

Para a biomassa desenvolvida em heterotrofia, agenaminoacidos fenilalanina
e glutamato apresentam-se em concentracdo supenpmelacdo a biomassa gerada em

condicOes fotossintéticas, na ordem de 11,2 e 14@&8pectivamente (Tabela 17).
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5.4.3 Escore quimico d&phanothece microscopica Nageli

Os aminoécidos padrdes, de quase todas as algammparam, favoravelmente,
com a de outras proteinas alimentares. A medidasjeélulas sdo capazes de sintetizar todos
0s aminoacidos, podem fornecer os essenciais pes siumanos e animais (GUIL-
GUERRERO et al., 2004).

De acordo com Blanco e Bressani (1991), a qualidaderoteina refere-se a sua
capacidade de satisfazer os requerimentos nutaisi@® homem por aminoacidos essenciais
para fins de sintese proteica.

A Tabela 18 apresenta a andlise comparativa dasoacidos essenciais, obtidos
para a biomassa d&phanothece microscopiclageli, quando cultivada no efluente da
induUstria de laticinios, na auséncia de luz, comamlelo padrdo da FAO/WHO (1985) e

alimentos tradicionais, como arroz e feijao, bema@@eus respectivos escores quimicos.

Tabela 18- Avaliacdo comparativa da composicdo em aminaédissenciais (g.100g
de amostra) obtidos par@phanothece microscopicdNageli (fase
logaritmica), cultivada em condicbes heterotrofica®m o padréo
indicado pela FAO/WHO, arroz, feijao e escores Gtos

Aminoacido: FAO/WHO Aphanothece EQ Arroz EQ Feijao EQ
Lisina 5,8 3,5 0,60 3,8 0,66 9,4 1,62
Metionina+cistein 2,5 6,1 2,44 5,0 2,00 2,0 0,80
Fenilalanina+tirosin 6,3 7,9 1,2510,4 1,65 113 1,79
Leucine 6,6 53 0,80 8,2 1,24 7,8 1,18
Isoleucin:i 2,8 57 2,04 4,1 1,46 3,1 1,10
Valina 3,5 4,6 1,31 7,3 2,10 4,0 1,10
Treoniné 3,4 4,1 1,21 4,3 1,28 4,8 1,41
EQ (%) 60,0 66,0 80.0

EQ Escore quimico; Aminograma — referéncia (FAO/WH®85); Aminograma arroz (SGARBIERI,
1996); Aminogram feijédo (PIRES et al., 2006).

No Brasil, a principal fonte proteica da alimentacé derivada da ingestao de
arroz e feijao (SANTOS et al., 1979). Esta mistera adequado teor nitrogenado, suprindo

as necessidades em aminoacidos essenciais (PIRES2606).
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O Arroz esta entre os cereais mais consumidos dudmuO Brasil € o nono
maior produtor mundial, estando a produc¢édo disitli®yelos estados do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina e Mato Grosso (GUIMARAES et al.,; 301

Avaliando-se, comparativamente, os dados obtidoa pamicro-organismo em
guestdo, com o padrao indicado pela FAO/WHO, erfil peninoacidico do arroz e do feijao,
observa-se que, com excec¢do da lisina, metiontnangncionada) e leucina, todos demais
aminoacidos encontrados neste micro-organismo,néaco-se em concentracdes superiores
ao modelo FAO/WHO.

A composicdo de amino&cidos em uma proteina detadaipor andlise quimica
€ comparada com uma proteina utilizada como refexéuara criangcas entre dois a cinco
anos de idade, o entdo citado padrao FAO/WHO, dbtee 0 escore quimic&Q) de
aminoacidos (FAO/1985). @Q encontrado para Aphanothecg60,0%) apresentou valor
préximo ao reportado pela literatura para o ar®,55%). Jacob-Lopes et al. (2006),
reportam um valor deQ (65,86%)para este micro-organismo, quando cultivado nceafk
da parboilizacéo do arroz. De acordo com a FAO/WHEB5), 0 aminoacido que apresentar
EQ<1l, é denominado aminoacido limitante. Os dados Tdhela 18 indicam como

aminodcidos limitantes paradphanotheca lisina EQ=0,60) e leucindEQ=080).

5.4.4 Influéncia do meio de cultivo, no perfil aminacidico, da cianobactéria
Aphanothece microscopica Nageli

O meio de cultivo é considerado um dos principatsres que definem o valor
nutricional de uma biomassa (ROMANO et al., 2000CHMMOND, 2005; AZMA et al.,
2011). Neste sentido, as Figuras 13 e 14 forneceamabacéo comparativa do perfil de
aminoacidos daAphanothece microscopiddageli, cultivada no efluente de laticinios, em
condicOes autotroficas e heterotroficas, no meibiame (QUEIROZ et al., 1998), no
efluente da parboilizacdo do arroz (JACOB-LOPESI¢t2006) e da industria processadora
de pescado (QUEIROZ et al.,, 2013). Avaliando-seesesiados, verificam-se notadas
diferencas quantitativas<f,05) na composicédo aminoacidica.
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Figura 13 - Comparacdo dos teores de aminoacidos essefgia0g") na biomassa da
cianobactéridAphanothece microscopidddgeli em diferentes meios de cultivo
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Lisinz Met+lys Phe+Tyr Leucing |soleucina Valina Treanina

Valores médios de trés repeticdes; letras difesemeicam diferencas significativas <®05), quando
comparados os aminoacidos em separado.

Analisando-se o comportamento da Figura 13, obssmyajue o aminoacido
leucina, considerado limitante na biomassa, cutvao efluente de laticinio, por apresentar
EQ<1, apresenta concentracfes estatisticamente sigze(@0,05), quando esta biomassa é
desenvolvida no efluente da parboilizacdo do awozio meio ambiente. Isso demonstra que,
a caréncia em leucina ndo é uma caracteristicasiecie, mas, consequéncia do meio de
cultivo. Este fato é corroborado quando se obserigor de leucina registrado para a
biomassa desenvolvida, também, no efluente datinasocessadora de pescado. No que se
refere ao perfil de aminoacidos essenciais, dast@eq ainda, os valores de isoleucina e
valina, principalmente, na biomassa desenvolvidaneio BG-11, notadamente superiores
aos teores encontrados nas biomassas desenvalasildemais meios de cultivo.

Na Figura 14, pode-se observar o comportamento paraminoacidos nao
essenciais para as biomassas geradas nestas miestiess de nutrientes. Verificam-se
diferencas significativas {0,05), para maioria das biomassas, cultivadas mesedtes
meios de cultivos, considerados com comportamentitas aos aminoacidos essenciais para
a biomassa gerada no efluente do processamentesdado, para a qual sdo registrados os
menores valores, indicando alteracdes no perfihaagidico do micro-organismo em estudo,

quando cultivado no efluente da indlstria da pedestas constatagbes sugerem a
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possibilidade de manipulacdo do meio de cultivoaparelhor rendimento do perfil

aminoacidico.

Figura 14 - Comparacgéo dos teores de aminoacidos ndo easefiell00g-1) na biomassa da
cianobactérigdphanothece microscopid¢ddgeli em diferentes meios de cultivo
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Valores médios de trés repeticdes; letras difesentedicam diferencas significativas<(p05), quando
comparados os aminoacidos em separado.
5.4.5 Analise de sensibilidade da producédo de peiha por Aphanothece microscopica

Nageli desenvolvida no efluente de laticinio

A bioconversdao do nitrogénio pelo metabolismo lwtéfico € decorrente da
sintese de compostos como pigmentos e proteingsi(883).

As Tabelas 9 e 19 apresentam a variacdo nos t@emsrogénio total no efluente e na
biomassa dé\phanothece microscopiddageli. Observa-se uma eficiéncia de remocao de
73,5 de nitrogénio (tabela 9), o que sugere a aséwveparcial do nitrogénio do efluente em
biomassa.

Assim, se considerarmos o fator geral de convedsiaitrogénio em proteina
(6,25), € possivel estimar os teores proteicosi@adssa, com mais exatiddo, como estando
entre 26,3% e 35%, a partir da concentracdo em NN-KKc), a qual é obtida, quando ao
valor de N-TK é subtraido o valor de N-NP (Tabéa 1
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Tabela 19- Concentracdes de proteinas (N-TKc x 6,25) ciolaigy a partir dos de
nitrogénio ndo proteico no cultivo heterotréfico

N-TK N-NP N-TKc N-TKc x 6,25

(9.100g%) (9.100g%) (9.100g%) (9.100g%)

Inicio 7,510,122 2,240,26 53 33,1
Fase logaritmica 6,6+0,12 2,4+0,23 4,2 26,3
Fase estacionaria 7,6+0,13 2,0+0,30 5,6 35,0

N-TK: nitrogénio total Kjeldahl, obtido medianteotede proteina (Tabela 16); N-NP: nitrogénio nédo
proteico; N-TKc: nitrogénio total Kjeldahl corrigid
Desta maneira, o balanco de massa, no tempo démes de 15,45-16h, no qual
o0 N-TKc da biomassa foi 0.056 g (Tabela 19), cqoesle a uma conversao do nitrogénio do
efluente em proteina de 17,15 %. Este valor reptasepossibilidade de produzir a partir da
agua residuaria do efluente de laticinio, segundm&ise de sensibilidade da producédo de
proteina, 22.344 ton.atiale proteina (Tabela 20).

Tabela 20- Balanco de nitrogénio do processo de conversdottbgénio em proteina

Parametros Valores
Volume de efluente (L.ar®) 319.200.000
Nitrogénio no efluente (g.f 32
Nitrogénio total gerado (ton.anp 102,14
Produtividade em biomassa (ton.gho 63.840
Produtividade anual em proteina (mb).g 350

Produtividade anual em proteina (ton.ano 22.344
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6 CONCLUSAO

A producdo de clorofil& por Aphanothece microscopitlageli, a partir do
efluente do processamento de laticinios, a 20°Corérolada pelos fatores concentragcao
inicial de inéculo, razdo C/N e razdo N/P. Ficoundastrado que a melhor condi¢cdo para
producdo de pigmentos, quando este micro-organisrooltivado no efluente da industria
processadora de laticinio, a 20°C, tomando come basroducéo de clorofila- que razéo
C/N 20, N/P 10 e concentracéo de inéculo de 20Q hgexpressam as melhores condicdes
de cultivo;

A velocidade especifica maxima de crescimento, paranicro-organismo
desenvolvido no efluente de laticinio, é 10 vezatomgue a registrada para o meio BG-11.
Assim, os dados cinéticos obtidos, demonstram anp@lidade de exploracdo de
bioprocessos, para a geracdo de insumos interntegliéu produtos finais na industria de
alimentos, utilizando como meio de cultivo o efligeda industria de laticinios;

O efeito das condi¢cdes de cultivo foram marcanpescipalmente, quanto a
producao de clorofila; notadamente superior em condi¢Oes autotrofiazemdp comparada
ao cultivo heterotrofico, e de ficoeritrina, em cfoeam registradas concentra¢cdes na ordem
de 57%maiores em cultivo heterotrofico, em relacdo aodsintético;

A Aphanothece microscopiddageli caracterizou-se por apresentar alta relagao
ficocianina/aloficocianina;

A producdo de ficocianina, embora significativaneerguperior em meio
fotossintético, ndo diferiu quantitativamente, @ comparar este comportamento com a
producao de clorofila-e ficoeritrina;

A avaliacdo da dinamica de distribuicdo dos congsositrogenados, demonstrou
gue 0s pigmentos sao 0s responsaveis pela maitibcogdo em nitrogénio nao proteico,
seguido do nitrogénio amoniacal intracelular;

Os resultados obtidos neste trabalho indicam aeousatdo do uso de fatores de
conversao para quantificar proteina em cianobastéa partir dos teores de nitrogénio total
Kjedhal, quando se visa a producédo de proteinaelamjcsob escopo de uma biorrefinaria
agroindustrial.

Os aminogramas das biomassas geradas indicam, cquegiguer condicdo
avaliada, o acido glutamico e o aspartico, comonaeatidos majoritarios, seguidos por

valina, isoleucina e leucina e, como minoritaramsaminoacidos, lisina, metionina e glicina;
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A analise comparativa dos aminogramas, descritas gmbiomassas geradas, em
condicdes autotroficas e heterotroficas, demonstigeira superioridade em concentracao,
guando a biomassa é gerada em condi¢des fotogsastédao destaques nestes aminogramas,
0s aminoacidos arginina e valina, na ordem de 8%86,4%, fazendo-se destaque ainda , 0
glutamato e fenilalanina, na biomassa gerada eerdisifia, em concentra¢cdes superiores na
ordem de 11,2 e 14,3 %, respectivamente, em relabdmmassa gerada em autotrofia;

Os valores d&Q, obtidos para a biomassa Aphanothece microscopidgéageli,
cultivada nas condicbes experimentais, indicaramanmonoacido lisina e leucina, como
aminoacidos limitantes. No entanto, a carénciaezroiha, indicada pelo valor &) < 1, ndo
representa uma caracteristica da espécie, masamseqgriéncia do meio de cultivo;

As diferencas registradas para o perfil aminoacjdi@ra as biomassas obtidas
em diferentes meios de cultivo, sugerem a posd#nlk de manipulacdo do meio de cultivo,
para melhor rendimento do perfil aminoacidico;

O efluente da industria de laticinio € um meio déivo em potencial para a
biorrefinaria microalgal,

A andlise de sensibilidade demonstrou, que subisiangroducdes de
biomoléculas, como pigmentos e proteinas, podemoktdas, em condi¢cdes otimizadas
(concentracdes iniciais de in6culo de 200ry.tazées C/N de 20 e razées N/P de 10) a
partir do efluente da indUstria processadora deifiats, na ordem de até 134 ton.arue
clorofila-a, 5.043,4 ton.arib de ficocianina, 957,6 ton.anale aloficocianina, 140 ton.ano
de ficoeritrina e 22.344 ton.ahale proteina. Em paralelo a producéo de pigmeftcsm
evidenciadas conversdes de 96,9% (matéria organi&»% (nitrogénio total) e 89,8%
(fésforo total) do efluente, enquadrando-o dentre pladrdes exigidos pela legislacdo. Desta
forma, a implementacdo do conceito do biorrefinesta tipo de agroinddstria, podera

representar importantes possibilidades de apraweitto sustentavel dos recursos.
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