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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL



RESUMO

Nesta tese procurou-se demonstrar a valoracio do efluente do processamento de pescado por
incorporagdo dos nutrientes em Aphanothece microscopica Nigeli a diferentes temperaturas.
Para tanto o trabalho € composto de cinco artigos que objetivaram avaliar sob o ponto de vista
do tratamento do efluente pela cianobactéria Aphanothece e a separacdo e avaliagdo da
biomassa gerada. O primeiro artigo intitula-se “Influéncia da temperatura na remocdo de
nutrientes do efluente da industria de pescado por Aphanothece microscopica Négeli”, e teve
por objetivo avaliar a influéncia da temperatura (10, 20 e 30°C) em um sistema de tratamento
pela cianobactéria Aphanothece na remog¢do de matéria orgénica, nitrogénio e fosforo do
efluente oriundo do processamento de pescado. A andlise dos resultados mostrou que a
temperatura influenciou significativamente na remog¢do de DQO, NTK, N-NH," e P-PO,”.
Para os experimentos a 20 e 30°C todos os limites estabelecidos para os pardmetros avaliados
foram atingidos. O segundo artigo intitulado “Efeito de coagulantes no efluente da industria
da pesca visando a separacdo de biomassa quando tratado por cianobactéria” avaliou o efeito
da concentracdo e pH de dois tipos de coagulantes, cloreto férrico (FeCl3) e sulfato de
aluminio (Aly(SQO4)3), na separacao da biomassa da cianobactéria Aphanothece microscopica
Nigeli cultivada em efluente da industria da pesca, assim como a remocdo de matéria
organica e nutrientes do efluente. Os resultados indicaram que o coagulante FeCl; foi mais
eficaz na remocgao de todos os parametros testados. No que concerne a separacdo da biomassa,
com um nimero de seis lavagens foi removido cerca de 97,6% da concentracdo de FeCls
adicionado inicialmente. O terceiro artigo com o titulo “Caracterizacdo da biomassa de
Aphanothece microscopica Nigeli gerada no efluente da indudstria da pesca em diferentes
temperaturas de cultivo” avaliou a composicio quimica da biomassa da cianobactéria
Aphanothece microscopica Nigeli quando desenvolvida em meio de cultivo padrdo BGI11 e
no efluente do processamento de pescado. O quarto artigo teve como titulo “Influéncia do
meio de cultivo e temperatura em compostos nitrogenados na cianobactéria Aphanothece
microscopica Ni#geli” objetivou avaliar o teor de compostos nitrogenados presentes na
biomassa da cianobactéria Aphanothece microscopica Niégeli quando cultivada em meio
padrdo e no efluente da indudstria da pesca nas diferentes fases de crescimento. Para o estudo
da composi¢do quimica e nitrogenados no efluente foram realizados experimentos nas
temperaturas de 10, 20 e 30°C. As concentracdes de proteina, cinzas e pigmentos aumentaram
com o aumento da temperatura. Por outro lado, foi observada uma reducdo do teor de lipidios
e carboidratos com o aumento da temperatura. O fon amoOnio juntamente com os 4cidos
nucléicos representa uma importante fracdo do nitrogénio nio protéico presente na biomassa
da cianobactéria Aphanothece. Ficou demonstrada a influéncia do meio de cultivo na
concentracdo de nitrogénio, bem como a determinacdo de proteina pelo método de Kjeldahl
superestima a concentracdo protéica em cianobactérias. O quinto artigo intitulado “Producdo
de proteina unicelular a partir do efluente do processamento do pescado: modelagem preditiva
e simula¢do” avaliou a produgdo de proteina unicelular através do cultivo da cianobactéria
Aphanothece microscopica Nigeli no efluente da industria da pesca. Os dados cinéticos de
crescimento celular foram ajustados a quatro modelos matemaéticos (Logistico, Gompertz,
Gompertz Modificado e Baranyi). Os resultados demonstraram que o modelo Logistico foi
considerado o mais adequado para descrever a formacdo de biomassa. A andlise preditiva
mostrou a possibilidade da obtencdo de 1,66, 18,96 e 57,36 kg.m’3.d'1 de biomassa por
volume do reator em 1000 h de processo continuo, para as temperaturas de 10, 20 e 30°C,
respectivamente.



ABSTRACT

In this thesis we tried to demonstrate the valorization of the fish processing effluent by
nutrient incorporation in Aphanothece microscopica Nigeli in different temperatures. Thus,
the following work is composed of five articles, which aimed to evaluate under the effluent
treatment by cyanobacterium Aphanothece and the biomass harvest. The first article entitled
“Influence of temperature in nutrient removal of the fish processing effluent by Aphanothece
microscopica Nigeli”, aimed to determine the influence of temperature (10, 20 e 30°C) on the
organic matter, nitrogen and phosphorus removal when the cyanobacterium Aphanothece
microscopica Nigeli is applied in fish industry effluent. It was showed the temperature has
significatively influence in COD, TKN, N-NH4" e P-PO,~ removal. The limits established by
Brazilian legislation were reached for the treatments at 20 e 30°C. The second article, with the
title “Effect of coagulants in fish processing effluent for biomass harvesting when treated by
cyanobactera” evaluated the concentration and pH effect by two coagulants — ferric chloride
(FeClz) and aluminum sulfate (Al>(SO4)3) — to recover the biomass of the cyanobacterium
Aphanothece microscopica Nigeli grown in fish industry effluent, and to remove organic
matter and nutrients from the effluent. The results showed the coagulant FeCl; remove the
most the organic matter and nutrients. It was achieved 97,6% of FeCl; residual removal with
six biomass washings. The third article with the title “Biomass characterization of
Aphanothece microscopica Nageli cultivated in fish industry effluent in different
temperatures” focused on chemical composition of the cyanobacterium Aphanothece
microscopica Nigeli biomass when it was grown in BG11 media and fish processing effluent.
The fourth article has the title “Influence of medium and temperature on nitrogen compounds
concentration in the cyanobacterium Aphanothece microscopica Nigeli” and aimed to
evaluate the nitrogen compounds of the cyanobacterium Aphanothece microscopica Nigeli
biomass when it was cultivated in fish effluent and BG11 medium in the different growth
phases. The experiments were conduced at 10, 20 and 30°C to study the chemical composition
and nitrogen compounds. The protein, ash and pigment concentration increased when
temperature increased. Nevertheless, it was observed a lipid and carbohydrate reduction when
the temperature increased. The ammonium ion and nucleic acids are an important fraction of
the non protein nitrogen. The influence of the medium on nitrogen concentration as well as
the protein determination by method of Kjeldahl overestimates the protein concentration in
cyanobacteria. The fifth article intitled “Single cell protein production from fish processing
effluent: predictive modeling and simulation” evaluated the production of single cell protein
through the cultivation of the cyanobacterium Aphanothece microscopica Niégeli in the fish
processing effluent. The growth data were fitted into four mathematic models (Logistic,
Gompertz, modified Gompertz and Baranyi). The results showed that the Logistic model was
considered the most appropriate to describe the microorganism growth. The predictive
analysis showed the possibility to obtain 1,66, 18,96 e 57,36 1<g.m'3.d'1 of biomass in 1000 h
continuous process for 10, 20 and 30°C, respectively.



INTRODUCAO

O porto pesqueiro de Rio Grande, situado no extremo sul do Brasil, concentra as suas
atividades na pesca artesanal e industrial, realizadas na regido e provenientes dos ambientes
estuarino, lacunar, costeiro e alto-mar. O processamento de pescado resulta em consideravel
volume de efluente lancado ao meio ambiente e representa um grande desafio para o
tratamento devido a sua complexidade quimica, uma vez que carreia consigo componentes
estruturais da matéria-prima. Esses efluentes podem conter altas concentracdes de compostos
nitrogenados e fosforados, contribuindo para o processo de eutrofizagdo dos corpos
receptores, além dos riscos associados com a toxidade (CARRERA, VICENT &
LAFUENTE, 2004).

A qualidade e quantidade de emissdo de nutrientes tém alterado significativamente os
sistemas marinhos nas ultimas décadas. Atividades tais como produgdo de fertilizantes,
alimentos e energia fixam nitrogénio e fésforo a uma taxa similar ao da fixacdo bioldgica
(YONG et al., 2006). Em fun¢do disso diversos paises especificam padrdes madximos de
emissdo destes componentes presentes nos efluentes para serem descarregados nos corpos
receptores. No estado do Rio Grande do Sul, Brasil, os limites médximos permitidos sdo de
405 mg.L’l, 10 mg.L'1 el mg.L'lpara os pardmetros DQO (Demanda Quimica de Oxigénio),
NTK (Nitrogénio Total Kjeldahl) e P-PO,> (fésforo), respectivamente (BRASIL, 1990).

A utilizacdo de cianobactérias no tratamento de efluentes tem demonstrado alta
eficiéncia na reducdo de matéria orginica e nutrientes, como nitrogénio e fésforo dissolvidos
em despejos urbanos e industriais (MARTINEZ et al., 2000; NUNEZ et al., 2001). Nesse
processo a dgua residudria gerada pode ser reciclada apds incorporacido de seus nutrientes em
uma biomassa com o propdsito de redugdo da carga poluidora através da remocdo de
nutrientes e o uso da biomassa como fonte de proteina.

As cianobactérias sdo definidas como microrganismos procariontes que apresentam
como metabolismo preferencial a fotossintese, com produ¢do de oxigénio livre de forma
similar as algas eucaridticas e plantas superiores. Algumas linhagens apresentam metabolismo
respiratério, o qual fornece a quantidade de energia necessdria para a manutencdo destes
organismos no escuro a partir do consumo de substratos organicos (FAY, 1983; ANAND,
1998; XU et al., 2001). A biomassa destes microrganismos ¢ considerada uma fonte rica de

substancias celulares, como proteinas, lipidios, carboidratos e pigmentos, com composicoes e



concentracdes diversas, sendo que vdrias espécies contém considerdveis concentracdes de
dcidos graxos insaturados e aminodcidos essenciais (SAHA et al., 2003; SANTOS et al.,
2003; THAJUDDIN & SUBRAMANIAN, 2005; QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA et al,,
2008). Contudo, a composicido quimica das cianobactérias e microalgas em geral pode variar
de acordo com as condicdes de cultivo, tipo e estado fisiolégico do microrganismo entre
outros fatores (FIDALGO et al.,, 1998; FUENTES et al.,, 2000; SAHA et al.,, 2003;
TOKUSOGLU & UNAL, 2003). Os resultados encontrados a partir da variacdo de
parametros como temperatura, meio de cultura e fase de crescimento permitem a identificacdo
de tendéncias gerais no crescimento e composicao das culturas de microalgas e cianobactérias
embora muitos efeitos sejam especificos da espécie em questdo (LOURENCO et al., 1997;
FIDALGO et al., 1998).

Um dos problemas enfrentados no tratamento de efluentes por cianobactérias é a
necessidade de separacdo da biomassa do meio de cultivo, uma vez que a permanéncia das
células de cianobactérias no efluente poderd acarretar em rdpido processo de deterioracdo.
Esse processo € decorrente de sua prdpria natureza devido a sua alta concentragdo de
nutrientes. Além disso possuem tamanho de particula muito pequeno e uma carga negativa
que previne a agregacdo das células em suspensdo. A aplicacio da técnica de
coagulacdo/floculagdo seguido da secagem da biomassa ¢ uma alternativa vidvel para a
separacdo e conservacdo da biomassa de cianobactérias por ser eficiente e de baixo custo
(GRIMA et al., 2003; KIM et al., 2005).

A Aphanothece microscopica Nigeli é uma cianobactéria de representativa ocorréncia
ao redor da cidade de Rio Grande, RS. Apresenta um baixo tempo de geracdo quando
cultivada no efluente de agroindtstrias como da parboilizag¢do do arroz e do processamento de
pescado e tem sido utilizada como elemento removedor de nutrientes dos efluentes das
industrias de alimentos com grande sucesso em pesquisas gerenciadas a nivel laboratorial e
piloto, assim como no aproveitamento das diversas substincias presentes no efluente para a
conversao em biomassa (QUEIROZ et al., 2002; BASTOS et al., 2004; HORNES &
QUEIROZ, 2004; QUEIROZ et al., 2004; JACOB-LOPES et al., 2007; QUEIROZ et al.,
2007; ZEPKA et al., 2008). No entanto, seu comportamento no efluente do processamento do
pescado, bem como seu potencial em producdo de compostos celulares quando desenvolvida
neste efluente ndo foi estudado. Em face disto, o trabalho teve por objetivo avaliar a aplicagdo
da cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli no tratamento do efluente do

processamento de pescado a diferentes temperaturas e a geragdo de compostos celulares.



CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA



1 Efluente do processamento de pescado

O pescado tem sido uma fonte de proteina animal na dieta humana. O consumo per
capita de pescado tem aumentado nos ultimos anos, passando de 4,7 kg em 1961 para 8,2 kg
por pessoa em 2006. O aumento no consumo € devido principalmente ao entendimento que o
pescado € uma alternativa sauddvel em comparag@o a outros produtos consumidos como fonte
de proteina, como bovinos, ovinos e suinos. Para atender essa demanda a producdo e
processamento desse produto foi aumentado. De acordo com o Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA (BRASIL, 2007) o desembarque de
pescado no estado do Rio Grande do Sul em 2006 foi de 40797 toneladas. O aumento da
produc@o se reflete no aumento do volume de efluente gerado. Neste tipo de processamento o
efluente resulta principalmente da limpeza da fabrica e lavagem da matéria-prima nas etapas
de corte e evisceracao (ASPE et al., 1997; PARK et al., 2001; LIM et al., 2003).

Afonso & Borquez (2002) reportam que uma planta de processamento de pescado
gera, em média, 1100 m’.h! de efluente, o qual contém alta concentracdo de matéria organica,
a qual se distribui entre as épocas de maior captura, pois, enquanto em alguns meses a fabrica
processa grande quantidade de matéria-prima, em outros trabalha somente com o que estd
estocado. Uma caracteristica comum deste tipo de efluente € o conteido protéico diluido e,
diferente de outros tipos de efluentes industriais, nio contém materiais téxicos ou
carcinogénicos. De acordo com Aspé et al. (1997) o efluente produzido durante o
descarregamento dos navios de pescado carreia consigo dgua do mar e gera alta carga
organica. Segundo Contreras et al. (2000) e Lim et al. (2003) as fabricas de processamento de
pescado geram efluentes com alto grau de poluicdo, os quais sdo comumente descarregados
diretamente nas dreas costeiras, e representam um dos principais problemas ambientais
detectados em regides com tradi¢do pesqueira.

Os efluentes sdo gerados em diversas etapas do processamento, tais como: recep¢ao,
evisceracdo, condensacdo nas camaras frigorificas, salmoura, acondicionamento em latas,
cozimento, adi¢do do Oleo, recravamento das latas, lavagens das latas e lavagens para
resfriamento. Além das dguas de lavagens do pescado contribuem também as lavagens de
pisos, tanques de salmoura, equipamentos e monoblocos onde sdo descarregados o pescado e

utensilios manuais (WHEATON & LAWSON, 1985).



Os residuos da industrializagdo do pescado geram efluentes que se caracterizam por
apresentarem altos niveis de 6leos e graxas e proteina, bem como concentracdes de DQO e
solidos suspensos totais consideradas de médias a elevadas. A composicdo ird depender do
tipo de processamento, das espécies processadas e do procedimento operacional. Em qualquer
caso, eles deverdo ser removidos, uma vez que flutuam e afetam a transferéncia de oxigénio
para a dgua, podendo ainda se aglomerar nos dutos e reduzir a capacidade de escoamento ao
longo do tempo. As gorduras, por exemplo, aderem as paredes, produzindo odores
desagraddveis, formam uma camada de material flutuante, podendo interferir e inibir o
desenvolvimento bioldgico (GONZALEZ, 1995; LUCAS, 1999; ACHOUR et al., 2000;
JONES et al., 2001).

A producdo de camardo utiliza grandes volumes de dgua em todas as etapas do
processamento. A dgua é usada principalmente no descongelamento, lavagem, cozimento,
transporte, descascamento, resfriamento e para limpeza e sanitizacdo dos equipamentos e
utensilios. No descascamento é gerado aproximadamente 80% do influente, sendo lancados
em torno de 4 m>h™" a 5 m’.h"' de dgua potavel nos rolos que promovem o descascamento,
mantendo-os resfriados e limpos. Nesta operag@o unitdria ocorre a geracdo de uma dgua com
grandes concentracdes de matéria orgnica e sélidos suspensos, 1867 mg.L"' a 410 mg.L",
respectivamente, uma vez que contém grandes quantidades de matéria orgéanica, incluindo
cabegas, cascas, sangue, tripas (contetido intestinal) pedagos de camardo e proteinas soldveis
(CASANI et al., 2006).

Park et al. (2001) relatam que o processamento de siri resulta em niveis de DQO de
1000 mg.L" a 5000 mgL" proveniente da dgua utilizada na pré-lavagem, cozimento,
separacdo e lavagem. Os residuos contidos na casca, por exemplo, durante a lavagem com
vapor liberam pigmentos que contém altas concentracdes de materiais orginicos, com
predominéncia de proteinas soliveis.

Hornes & Queiroz (2004) caracterizaram o efluente oriundo de uma indudstria de
processamento de pescado local quanto aos parmetros pH, DQO, NTK, N-NH,*, P-PO,~,
Oleos e Graxas, Sélidos Sedimentiveis e Solidos Suspensos, constatando-se grande
variabilidade nos pardmetros analisados. Os valores médios de DQO, NTK e P-PO,”
encontrados foram 1900 mg.L'l, 160 mg.L'1 e 14 mg.L’l, respectivamente. Os autores
verificaram ainda que grande parte da matéria organica é composta por 6leos e graxas.
Observou-se uma correlagdo de 0,93 entre os parametros DQO e 6leos e graxas, o que

demonstra que uma importante fracdo da matéria orgdnica presente no efluente do



processamento de pescado € composta por 6leos e graxas. No que se refere ao parametro
solidos voldteis, verificou-se que a concentracdo média desta varidvel compreende mais de
dois ter¢os dos solidos totais presentes na dgua residudria, indicando que grande parte dos
solidos é material orgdnico que se dissolve durante o processamento do pescado, fato este
também constatado por LUCAS (1999) e LIM et al. (2003). Lucas (1999) obteve
concentracdes de 2627 mg.L'1 a4333 mg.L'1 de solidos voldteis na caracteriza¢do do efluente

de pescado.

2 Tratamento de efluentes

Os efluentes sdo gerados a partir do uso da dgua nos processos industriais. O
processamento de alimentos requer grandes volumes de dgua de qualidade varidvel, uma vez
que esta ¢ um componente significante de muitos alimentos e pode tanto ser adicionada como
um ingrediente, como fazer parte da matéria-prima. Pode ser utilizada como meio de
transferéncia térmica, transporte e limpeza. De qualquer forma, durante o processamento a
dgua carreia consigo diversos componentes, alterando suas caracteristicas fisico-quimicas,
como temperatura, cor odor, turbidez, pH, compostos quimicos entre outros (BERARDINO et
al., 2000; BURGESS et al., 2001; KIRBY et al., 2003).

Os efluentes das industrias de alimentos apresentam grande variabilidade no que se
refere a composi¢do quimica, devido as diferentes matérias-primas e tipos de processamento
empregados. Estes s@o caracterizados por alto conteido de sélidos suspensos totais e
compostos facilmente biodegraddveis, como carboidratos, proteinas e 6leos e graxas (ASPE et
al., 1997, ACHOUR et al.; 2000; BERARDINO et al., 2000; WANG et al., 2005).

O lancamento de efluentes sem o tratamento adequado pode causar um desequilibrio
ecoldgico de dguas superficiais devido ao crescimento anormal de algas e por conseqiiéncia a
diminui¢@o dos niveis de oxigénio resultando assim na morte de peixes e outros organismos
aquadticos. Esse conjunto de fendmenos € conhecido por eutrofizagcdo (OBAJA et al., 2003;
REYES-AVILA et al., 2004).

Os sistemas de tratamento de efluentes domésticos e industriais foram originalmente
concebidos para remover matéria organica e s6lidos. Apds surgiu a preocupacdo em reduzir
outros constituintes, como nutrientes e organismos patogénicos. Nesse sentido 0s processos
modernos de tratamento de efluentes sdo empregados para remover os poluentes ou

transformé-los quimicamente em compostos inofensivos de maneira a adequar o langamento
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da dgua residudria a uma qualidade desejada ou a um padrdo de qualidade vigente (BAILEY
& OLLIS, 1986; METCALF & EDDY, 1991).

Quando se planeja o tratamento de efluentes industriais é importante antecipar as
caracteristicas do efluente por diversos motivos, como prever se o mesmo atenderd aos limites
legais, dimensionar unidades de pds-tratamento, prever impactos ambientais, entre outros. O
tratamento que gera um efluente de alta qualidade acarreta um alto custo as empresas, o que
as forga a investigarem processos alternativos, os quais irdo satisfazer os requerimentos da
legislacio e ao mesmo tempo requerer um menor investimento e custo operacional
(RAMALHO, 1983; METCALF & EDDY, 1991).

Os niveis de tratamento podem ser classificados em preliminar, primdrio, secundario
ou biolégico e tercidrio (METCALF & EDDY, 1991). O tratamento preliminar visa a
remogdo de s6lidos em suspensdo grosseiros, como materiais de mariores dimensdes e areia.
O sistema de gradeamento, sedimentacdo e equalizacio sdo considerados etapas do tratamento
preliminar e primdrio. O gradeamento € realizado através de uma unidade constituida de uma
série de barras paralelas igualmente espagadas. O material flutuante e a matéria em suspensdo
que for maior em tamanho que as aberturas das grades sdo retidos e removidos. O
espacamento entre as barras da grade varia de 2 cm a 10 cm, e a limpeza dos sélidos retidos
na grade pode ser feita manualmente ou mecanicamente, através da instalacdo de
equipamentos de remocdo de sdlidos. Na etapa de sedimentacdo a capacidade de carreamento
da dgua € diminuida até que as particulas em suspensdo decantem pela acdo da gravidade e
ndo possam mais ser relevantadas pela a¢do de correntes (METCALF & EDDY, 1991). A
neutralizagdo dos despejos industriais pode ser realizada no tanque de equalizagdo. Este
procedimento € utilizado ndo s para evitar os lancamentos de dguas dcidas ou alcalinas no
corpo receptor, mas como medida de prevencdo dos tratamentos complementares, como 0s
tratamentos bioldgicos. Este processo tem ainda por finalidade amortecer as variacdes de
escoamento de modo que uma taxa constante de escoamento seja alcancada (METCALF &
EDDY, 1991; BERTOLA et al., 1999).

O tratamento secunddrio ou biol6gico tem como principio utilizar a matéria organica
dissolvida ou em suspensdo, utilizando esse substrato como fonte de energia e para sintese
celular. Microrganismos tais como bactérias, cianobactérias, fungos e protozodrios
transformam a matéria orgéanica e nutrientes presentes no meio em metabolitos, 4gua e novos
microrganismos. Para o desenvolvimento e crescimento das bactérias, ocorrem

simultaneamente dois processos: o catabolismo e o anabolismo. No catabolismo, o material
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organico € utilizado como fonte de energia, sendo transformado em produtos estdveis,
enquanto que, no anabolismo, o material orginico € transformado e incorporado na massa
celular METCALF & EDDY, 1991; VON SPERLING, 1997).

Como complementacdo ao tratamento bioldgico pode ser utilizado um sistema de
filtro, que se encarrega de reter a biomassa que possa ainda restar na saida do tanque de
sedimentac@o. Hornes et al. (2004) avaliaram a eficiéncia de um filtro de brita disposto apds o
reator anaerobio de uma industria processadora de pescado, constatando 53,2% de remocdo de
s6lidos sedimentaveis.

O tratamento tercidrio € aplicado para eliminar contaminantes que nao foram afetados
pelo tratamento primdrio e secunddrio, como nutrientes, patogénicos, compostos nio
biodegraddveis, metais pesados, sélidos inorganicos dissolvidos e sélidos em suspensio
remanescentes. A tecnologia de membranas, como osmose reversa, nanofiltracio,
ultrafiltracdo, embora esteja apresentando uma maior aceitagdo nos ultimos anos, ainda é
considerada de alto custo em comparacdo aos processos convencionais de tratamento de
efluentes. Uma opcdo para a reducdo dos custos seria o uso de processos como
coagulagdo/floculagdo e sedimentacdo em uma etapa anterior a filtragdo das membranas
(METCALF & EDDY; 1991; VON SPERLING, 1996; ABDESSEMED & NEZZAL, 2002;
GABELICH et al., 2002; ABDESSEMED & NEZZAL, 2005; KIM et al., 2005).

2.1 Tratamento bioldgico

O tratamento bioldgico de efluentes tem por objetivo remover os sélidos dissolvidos e
estabilizar a matéria organica através da utilizacdo dos compostos presentes no meio como
substrato para o crescimento e a manutencdo de microrganismos. Este processo permite o
tratamento de grandes volumes transformando compostos organicos complexos téxicos ou
ndo em compostos simples, como CO; e H,O ou CHs e CO, (LOW & CHASE, 1999; SUNG
& SANTHA, 2003; UZAL et al., 2003; KOMOROWSKA-KAUFMAN et al., 2000).

Os processos biologicos podem ser divididos em aerébios ou anaerébios, dependendo
da natureza do aceptor de elétrons. Nos aerébios, que levam a formacgao de CO, e H,0, o
aceptor de elétrons é o oxigénio molecular. Nos anaerdbios, que degradam a CO, e CHy, o
oxigénio molecular estd ausente, sendo que algumas formas de carbono, enxofre e nitrogénio

participam como aceptores de elétrons, como o fon nitrato (NO3"), sulfato (SO4'2) e dioxido de
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carbono (CO,;) (METCALF & EDDY, 1991; FREIRE et al. 2000; UZAL et al., 2003;
KOMOROWSKA-KAUFMAN et al., 20006).

Os principais processos bioldgicos de tratamento sdo: oxidacdo bioldgica (aerdbia,
como lodos ativados, filtros bioldgicos, valos de oxidacdo e lagoas de estabilizacdo; e
anaerébia, como reatores anaerdbios de fluxo ascendente) e digestdo do lodo (aerdbia e
anaerdbia, fossas sépticas) (METCALF & EDDY, 1991; VON SPERLING, 1997).

As lagoas de estabilizacio apresentam-se como uma alternativa de tratamento de dguas
residudrias, pois se trata de um processo simples, com baixo custo operacional. Podem ser
construidas em diferentes combinagdes e distribuicdes, dependendo dos padrdes de qualidade
esperados para o efluente final (SALTER et al., 1999; VON SPERLING, 2001; CAMPOS,
GUERRERO & CARDENAS, 2002). Esse tipo de processo tem demonstrado excelente
desempenho na remocdo de polui¢do carbonicea e de coliformes fecais, mas com baixa
eficiéncia quanto a remogao de nutrientes (CAMPOS, GUERRERO & CARDENAS, 2002).

Chernicharo et al. (1997) e Coolins et al. (1998) apresentam aspectos positivos e
negativos do processo anaerébio quando comparado ao processo aerdbio. Dentre os aspectos
positivos, os autores destacam a estabilidade do processo bioldgico, reducdo de custos com
tratamento e disposi¢do do lodo - devido a baixa produ¢do de biomassa - menores dreas de
instalacdo requeridas, menor consumo de energia e potencialidade de utilizacdo do gds
metano como combustivel. Dentre os aspectos negativos sdo destacados a partida lenta do
processo, quando da auséncia de indculo, geracdo de maus odores e principalmente a
qualidade do efluente inadequada para langamento em corpos d’dgua.

O processo aerébio de tratamento de dguas residudrias consiste na degradacdo
bioldgica de substincias orginicas complexas na presenca de oxigénio livre. Nos processos de
degradacdo de dguas residudrias a matéria organica é oxidada a produtos finais para produzir
energia para 0s processos vitais, tais como, locomocgao e sintese de novas células. Na auséncia
de matéria orginica passam a metabolizar suas reservas celulares (respiracdo enddgena) para
obter energia, transformando-se nos produtos finais (RAMALHO, 1983; METCALF &
EDDY, 1991; UZAL et al., 2003).

Os microrganismos que tém importancia nos processos de tratamento aerdbios
necessitam, além de energia e fonte de carbono para a sintese celular, de alguns elementos
inorginicos tais como nitrogénio, fésforo, potissio, cdlcio e outros micronutrientes. Sua
nutricdo pode ser autotrofica ou heterotréfica, dependendo da sua fonte de alimento e de seus

processos vitais (RAMALHO, 1983; METCALF & EDDY, 1991; OBAJA et al., 2003; RUIZ,
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JEISON & CHAMY, 2003; MULKERRINS, DOBSON & COLLERAN, 2004; FONTENOT
et al., 2007a).

Os processos bioldgicos unitdrios de tratamento procuram reproduzir, em dispositivos
racionalmente projetados, os fendmenos bioldgicos observados na natureza, condicionando-os
em drea e tempo economicamente justificiveis. Os microrganismos sdo “confinados” para
efetuar a degradacdo da matéria orginica em unidades concebidas especificamente para esse
fim. Essas unidades sdo denominadas de reatores bioldgicos ou biorreatores, que sio
projetados de maneira a tentar otimizar os processos € minimizar custos, para que se consiga a
maior eficiéncia possivel, respeitando-se as restrigdes impostas para protecdo do corpo
receptor e as limitacdes de recursos disponiveis. Dessa forma, a degradag¢do ocorre de forma
mais controlada e mais rdpida que a observada em ambiente natural. Nos tanques os aeradores
garantem o suprimento de oxigénio e agitagdo do meio de cultivo, responsdvel pela
manutencdo da biomassa e conseqiiente melhoria no contato matéria orgdnica e biomassa
(VON SPERLING, 1997).

Os fatores ambientais e pardmetros de projeto devem ser observados de modo a
propiciar condi¢des adequadas a microbiota envolvida no tratamento. Fatores ambientais
como pH, temperatura, requerimentos nutricionais e concentragdo de substrato t€ém grande
influéncia no desenvolvimento dos microrganismos, mas parametros de projeto como tempo
de retencdo celular (6c), tempo de detencdo hidrdulica (TDH), concentragdo de oxigénio
dissolvido (0O»), relagdo A/M (alimento/microrganismo), assim como a configuragdo do
sistema, tém grande importincia na concep¢do da estacdo de tratamento de efluentes. A
disponibilidade de oxigénio ird influenciar os caminhos metabdlicos utilizados pelas células
(RAMALHO, 1983; METCALF & EDDY, 1991; BERTOLA et al., 1999; GALLUZO et al.,
2001; CARRERA, VICENT & LAFUENTE, 2004; FONTENOT et al., 2007a).

De acordo com Von Sperling (1997), os processos de tratamento aerdbio sao divididos
em: a) Processos com crescimento suspenso: sdo os processos de tratamento bioldgico nos
quais os microrganismos, responsdveis pela conversio da matéria orginica ou outros
constituintes das dguas residudrias a gases e tecido celular, sdo mantidos em suspensdo dentro
do liquido sem nenhuma estrutura de sustentacdo; b) Processos com crescimento aderido: sdo
0s processos de tratamento biolégico nos quais 0s microrganismos, responsdveis pela
conversdao da matéria orginica ou outros constituintes das dguas residudrias a gases e tecido

celular, estdo aderidos a um meio suporte que pode ser de material sélido natural (pedras,



14

areia, solo), ou material artificial (plastico, cerdmico). Esse tipo de processo também é
conhecido como Processo de Leito Fixo.

O bioreator de membrana ¢ uma tecnologia promissora para o tratamento e reciclagem
de efluente devido a sua alta performance tais como a excelente e estdvel qualidade do
efluente, possibilidade de atuar em alta taxa de carga orginica, estrutura compacta assim
como a diminuicdo do excesso de produgdo de lodo. O bioreator de membrana € uma
modificacdo do sistema de lodo ativado convencional. Pela substituicio do tanque de
sedimentac¢do de um processo convencional de lodo ativado por uma membrana de filtragdo,
todos os microrganismos sdo retidos no bioreator e o tempo de detencdo hidrdulica se torna
completamente independente do tempo de retencdo do lodo, atingindo assim alta
concentracdo de lodo com um curto tempo de detencdo hidrdulica (HUANG et al., 2000; LIU
et al., 2005; WANG et al., 2005).

O sistema de lodos ativados foi desenvolvido em 1914 na Inglaterra por Ardem &
Lockett (MECALF & EDDY, 1991). E o método mais aplicado no tratamento biolégico de
efluentes. Neste processo, uma suspensdo de biomassa bacteriana (lodo ativado) € responsdvel
pela remocdo dos poluentes, devendo-se evitar a perda da biomassa ativa (lodo) produzidas no
sistema e que, portanto, deve-se recirculd-las de modo a ser mantida a maior concentragdo
possivel de microrganismos ativos no reator aerado em relacdo ao volume de influente, a fim
de acelerar a remocdo do material orginico das dguas residudrias (METCALF & EDDY,
1991; RAMALHO, 1993; BERTOLA et al., 1999; CAMPOS et al., 2002; GERNAEY et al.,
2004; FIKAR, CHACHUAT & LATIFI, 2005). Dependendo do projeto e da aplicagdo
especifica, uma planta de tratamento de efluentes por lodo ativado pode promover a remocao
bioldgica de nitrogénio e fésforo, além da remocdo de substancias organicas carbondceas
(CARRERA, VICENT & LAFUENTE, 2004; GERNAEY et al., 2004; FIKAR, CHACHUAT
& LATIFI, 2005; FONTENOT et al., 2007a).

As bactérias heterotroficas presentes no lodo oxidam o material organico
transformando em gés carbonico e dgua, utilizando oxigénio dissolvido para tal. Isso ocorre se
for mantido um fator de carga alimento/microrganismos (A/M) adequado para as condig¢des
do bioreator. Quando a concentra¢do de substrato (alimento) for elevada, tem-se um fator de
carga elevado, ocasionando uma pobre efici€éncia em sua remocdo. Se houver uma reducio
adequada do fator de carga, haverd uma efici€ncia na remocao de matéria carbonicea. Porém,

se esse fator de carga for muito reduzido devido a baixa concentracdo de substrato,
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prevalecerd o mecanismo de respiracdo enddgena caracteristico de sistema de aeracdo
prolongada (CARRERA, VICENT & LAFUENTE, 2004).

O lodo contém uma populacdo microbioldgica diversa e interativa consistindo de
células, que podem se apresentar de forma isolada ou em aglomerados de células formando
um floco ou biofilme. Estas células microbioldgicas heterogéneas apresentam ciclos de vida e
reproducdo definidas pelo meio, com relacdes entre tipos diferentes de células sendo
caracterizadas pelo comportamento simbidtico, cooperativo, agressivo e competitivo. Como
resultado destas diferentes formas de comportamento, a populagdo microbioldgica é dinamica
e evoluciondria. Microambientes formados na propria célula podem causar zonificagdo,
promovendo ou inibindo o crescimento de classes diferentes de microrganismos. A habilidade
das células de assimilar substrato serd afetada pelo estigio em que este ciclo de vida se
encontra (LOW & CHASE, 1999; GALLUZZO et al., 2001; CAMPOS et al., 2002;
CARRERA, VICENT & LAFUENTE, 2004; FONTENOT et al., 2007a).

Nas plantas de lodo ativado tradicionais, o tempo de reten¢do de sdlidos inertes é
exatamente o mesmo que o da biomassa ativa, a qual corresponde ao tempo de reten¢do do
lodo ou idade do lodo. Os sdlidos inertes sdo provenientes em parte do influente e
parcialmente produzidos pelo decaimento da biomassa. O aumento da idade do lodo ndo
somente aumenta a quantidade de biomassa ativa, mas também a quantidade de sélidos inertes
no reator. Na realidade, os sélidos inertes aumentam em uma taxa muito superior do que a
biomassa autotréfica presente, especialmente quando a idade do lodo € particularmente longa,
que é tipico de uma planta de remogdo de nitrogénio (BERTOLA et al., 1999; YUAN et al,,
2000; KOMOROWSKA-KAUFMAN et al., 2006).

O principal componente do custo operacional total de uma planta de tratamento
biolégico de efluente por lodo ativado € constituido pela energia dissipada pelo sistema de
aeracdo. O controle de oxigénio no sentido de evitar aeracdo excessiva e maximizar a taxa de
conversao dos processos bioldgicos €, portanto, de grande importdncia uma vez que o
decréscimo do periodo total de aeracdo reduz significativamente o custo operacional (FIKAR,
CHACHUAT & LATIFI, 2005). A concentracdo de oxigé€nio dissolvido no reator influencia a
nitrificacdo bioldgica, desnitrificacdo e remogdo de fésforo. Enquanto que na nitrificac@o e na
remogdo de fésforo sdo necessdrias altas concentragdes, para a desnitrificacdo é verificada
uma relacdo oposta (GALLUZZO et al., 2001; FIKAR, CHACHUAT & LATIFI, 2005;
KOMOROWSKA-KAUFMAN et al., 20006).
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Um dos parametros considerados mais criticos no processo de remocao de nitrogénio é
a razdo entre carbono e nitrogénio (C/N), uma vez que influencia diretamente a competi¢do
entre 0os microrganismos autotréficos e heterotréficos durante o crescimento (FDZ-
POLANCO et al, 2000; CARRERA, VICENTE & LAFUENTE, 2004). Se ha pouco
nitrogénio presente, as bactérias ndo estardo aptas a produzir as enzimas necessdrias para
utilizar o carbono, e se ha muito nitrogénio, particularmente na forma de amodnia, podera
inibir o crescimento das bactérias (FONTENOT et al., 2007b). A competicio entre
microrganismos tem sido observada em varios processos de remocdo bioldgica de nitrogénio,
tais como os sistemas de imobiliza¢do da biomassa (FDZ-POLANCO et al., 2000). Da mesma
forma que em sistemas convencionais, estes autores citam que em sistema de imobilizacdo da
biomassa a razdo C/N causa competicdo entre a populagdo microbiana e, portanto, define a
composi¢do do biofilme. De acordo com Komorowska-Kaufman et al. (2006) a razdao C/N no
efluente deve ser suficiente para denitrificar todo o nitrato que surge a partir do processo de
nitrificacdo, e verificaram que a maior eficiéncia de nitrificagdo (acima de 95%) foi atingida
quando a racdo C/N foi menor que 4, e que valores maiores desestabilizaram o processo.
Fontenot et al. (2007b) por outro lado, verificaram que a razdo C/N 10 produziu os melhores
resultados em termos de remoc¢do médxima de nitrogénio e carbono, quando aplicado o reator
de batelada seqiiencial no efluente oriundo do cultivo de camardo.

As substancias contaminantes de dguas, tais como compostos orginicos e nitrogenados
sdo assimilados pelos microrganismos para prover energia ou para ser utilizado na biossintese,
promovendo assim a remoc¢do destes do meio em que se encontram. Os microrganismos
empregados podem ser classificados de acordo como eles utilizam seus requerimentos
nutricionais e esta classificacdo € baseada nas suas fontes de energia, carbono e aceptor
terminal de elétron (LOW & CHASE, 1999). Os microrganismos siao classificados
nutricionalmente como heterotréficos se utilizarem como fonte de energia o carbono organico
e o aceptor terminal de elétrons for oxigénio. No entanto, se utilizarem como fonte de energia
compostos inorganicos como NH;, H,S e Fe®* e aceptor de elétrons compostos organicos,
nitrato ou sulfato sdo considerados microrganismos autotréficos (METCALF & EDDY, 1991;
LOW & CHASE, 1999).

A performance do processo de lodo ativado depende das caracteristicas de
sedimentacdo do lodo gerado no reator. Os flocos no lodo deverdo ser facilmente separados
do efluente tratado no sedimentador e recirculados ao reator. Nos casos em que hd o

crescimento excessivo de microrganismos filamentosos € verificada a formagéo de flocos com
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estruturas que tem uma influéncia negativa nas propriedades de sedimentacdo do lodo. Por
outro lado, quando hd a formacdo de flocos de lodo ativado com boas caracteristicas de
sedimentacdo, isto se reflete em um requerimento de menor drea para sedimenta¢do em
sistemas continuos ou entdo permite um tempo maior para a purificagdo biologica em
sistemas descontinuos (ARROJO et al., 2004).

O processo de tratamento aerébio por lodo ativado foi alvo de vérias pesquisas ao
longo dos anos, obtendo grandes avancos no que se refere a melhora do desempenho e
estabilidade operacional, sendo apresentadas diferentes variacdes para o tratamento de
efluentes domésticos e industriais. A adi¢cdo do carvdo ativado confere varias vantagens ao
processo, tais como: estabilidade ao sistema durante choques de carga, remocdo de cor e
amonia, melhora a sedimentabilidade do lodo, além de reduzir a inibi¢cdo biolégica causada
por compostos organicos téxicos (COSTA et al., 2003; SARKAR et al., 2006). Costa et al.
(2003) combinaram o uso de carvao ativado em pé ao processo de lodo ativado, adicionando-
o diretamente ao tanque de aeracdo, com o objetivo de promover simultaneamente a oxidac¢do
biolégica e adsor¢do fisica. Observaram-se remogdes superiores a 90 e 10% de N-NH4" e
fosforo totais, respectivamente, e remocdes significativas de Zn, Cu e Ni. Além disso, foi
constatada a melhora na qualidade do lodo, o qual foi muito menos sensivel aos compostos
toxicos presente no efluente que o processo de lodo ativado convencional.

A mais importante fonte de distirbios operacionais € causada pelo influente. As suas
caracteristicas sdo grandes varia¢des tanto no que se refere a composicdo como a taxa de
escoamento. Outras importantes fontes de distdrbios sdo as chuvas, que podem causar sérios
incidentes pela sobrecarga do sistema, ou em func¢do do inverno, quando a taxa de
crescimento da biomassa ¢é inibida seriamente pelas baixas temperaturas (FIKAR,
CHACHUAT & LATIFI, 2005). Segundo Mulkerrins, Dobson & Colleran (2004), para que
uma remogao bioldgica de fosforo ocorra com sucesso o fluxo de influente deve ser mantido
tdo estdvel quanto possivel e apresentando minimas flutuagdes, devendo ser evitadas as
modificagdes drésticas repentinas.

O processo de remocdo biolégica de nitrogénio € freqlientemente utilizado no
tratamento de efluentes urbanos e industriais. Este processo envolve dois estdgios: (1) A
nitrificacdo, em que inicialmente a amdnia é convertida a nitrito € em um segundo passo o
nitrito € convertido a nitrato e (2) No processo de desnitrificacdo ocorre a transformacio
subseqiiente do nitrato a nitrito e entdo a 6xido nitroso e 6xido nitrico e finalmente convertido

a gds nitrogénio, cada etapa consumindo DQO. Conforme € mostrado na 3* etapa da reacio,
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pode ser utilizado como fonte de carbono externo o metanol (CAMPOS et al., 2002; RUIZ,
JEISON & CHAMY, 2003).

a) NH; + 3/20, — NO, + H,O + 2H" + novas células (1)

b) NO, + 1/20, — NOj3 + novas células

¢) 6NO3” + 5CH30H — 3N + 5CO; + 7TH,0 + 60H

Komorowska-Kaufman et al. (2006) estudaram o efeito da temperatura e idade do lodo
na remogado bioldgica de nitrogénio quando utilizado o sistema de lodo ativado. Os autores
verificaram que na faixa de 7,8 a 21°C a condi¢@o mais favordvel para a nitrificagdo ocorreu
na temperatura de 15°C, e que o aumento da idade do lodo melhorou o processo,
principalmente nas menores temperaturas.

A remocdo bioldgica de fosforo em efluentes € baseada no enriquecimento do lodo
ativado com microrganismos acumuladores de fésforo. A remocdo explora o potencial de
algumas espécies de microrganismos de acumularem fosfato (como polifosfato intracelular)
em excesso do seu metabolismo normal. O processo de remocdo bioldgica de fésforo é
caracterizado pela circulagdo do lodo ativado através de fases anaerdbicas e aerdbicas. Na
fase anaerdbica, devem estar disponiveis fontes carbonadas facialmente biodegradaveis, tais
como d4cidos graxos voldteis, os quais induzem as bactérias removedoras de fésforo a
assimilarem os 4cidos e liberarem fosfato ao meio. Na fase aerdbica ocorre a penetracdo do
fosforo na célula, a qual resulta em taxas globais de remocao entre 80-90% (MULKERRINS,
DOBSON & COLLERAN, 2004). De acordo com Metcalf & Eddy (1991), a incorporagdo de
uma fase andxica no processo de tratamento bioldgico de efluentes permite a remocdo
combinada de nitrogénio e fosfato.

Uma alternativa ao processo de lodo ativado convencional seria o sistema por batelada
(RBS — Reator de Batelada Seqiiencial), o qual apresenta a vantagem de incorporar periodos
aerdbicos e anaerdbicos alternados para realizar as etapas de nitrificacdo e denitrificacdo em
um tnico tanque (OBAJA et al., 2003; KARGI et al., 2005; MOHAN, RAO & PRASAD,
2005; FONTENOT et al., 2007a). Esse processo difere de outras tecnologias utilizadas no
tratamento bioldgico de efluentes principalmente no que se refere a variagdo do volume do

reator com o tempo, enquanto que nos demais sistemas de fluxo continuo o volume
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permanece constante (MOHAN, RAO & PRASAD, 2005). As operacdes passam a ser
simplesmente seqiiéncias no tempo, e ndo unidades separadas como ocorre nos reatores
convencionais de fluxo continuo. O processo consiste de um reator de mistura completa onde
ocorrem todas as etapas do tratamento. Isso é conseguido através do estabelecimento de ciclos
de operacdo com duracdes definidas. A massa bioldgica permanece no reator durante todos os
ciclos, eliminando dessa forma a necessidade de decantadores separados e das elevatdrias de
recirculacdo de lodo. O ciclo de operacdo de um RBS consiste das etapas de enchimento,
reacdo, sedimentacdo, descarga e repouso (VON SPERLING, 2001; KARGI et al., 2005;
MOHAN, RAO & PRASAD, 2005).

2.2 Cianobactérias

As cianobactérias estdo enquadradas como algas verde-azuladas. Estes
microrganismos sdo fotossintetizantes e, associada a esta capacidade, algumas linhagens
possuem a faculdade de fixar nitrogénio atmosférico, conferindo a estes organismos as
necessidades nutricionais mais simples de todos os seres conhecidos (FAY, 1983;
OGBONNA & TANAKA, 2000; OLGUIN et al., 2001; RANGEL-YAGUI et al., 2004;
THAJUDDIN & SUBRAMANIAN, 2005). As cianobactérias possuem mecanismos
bioquimicos especializados para acessar nutrientes essenciais (nitrogénio, fosforo e ferro) que
freqlientemente limitam o crescimento de outros microrganismos presentes no meio (SAHA,
UMA & SUBRAMANIAN, 2003).

As cianobactérias sdo microrganismos procariontes, de forma indefinida e sdo a fonte
primédria de alimentac@o para a vida aqudtica. Os principais fatores que parecem determinar o
crescimento das populacdes de cianobactérias, tanto no solo como em culturas de laboratdrio
sdo: a luz, temperatura, pH, concentragdo do inéculo, concentracdo de nutrientes e a presenca
de solutos organicos (BRIAND et al. 2002). Segundo Jefferson et al. (2001), os nutrientes
necessarios sao carbono, nitrogénio, fésforo, enxofre e elementos tracos como cobalto,
molibdénio, manganés e vitaminas.

O répido crescimento destes microrganismos € constatado algumas vezes em lagos e
reservatorios, causando problemas de forte odores exalados quando estes se apresentam em
altas densidades, além de prejudicar a estética do ambiente e matar a biota aquética devido a

condi¢des associadas com a senescéncia destes microrganismos, como por exemplo, a
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associacdo de oxigénio dissolvido e altas concentragdes de amdnia, e a produgdo de toxinas
(HAVENS et al., 2003).

As cianobactérias e microalgas marinhas sdo largamente utilizadas como alimento de
alevinos, larvas de crustdceos e peixes marinhos, assim como para rotiferos e camarao do mar.
O requerimento de proteina varia de espécie para espécie, sendo que em algumas fica em
torno de 12%, mas na maioria das espécies a faixa 6tima € de 30-60% (RENAUD et al.,
2002).

O carbono e nitrogénio sdo considerados os elementos nutricionais mais importantes
no cultivo de microrganismos. De acordo com Shi et al. (1999) em cultivos heterotréficos as
fontes carbonadas presentes no meio sdo rapidamente exauridas, sendo necessirio entdo
determinar a concentra¢do méaxima que possa ser utilizada de forma a ndo causar inibicdo e
que estenda o periodo de crescimento nos cultivos em batelada. No que se refere ao
nitrogénio, este ¢ um elemento essencial para a sintese de aminodcidos primdrios e
secundérios, proteinas, dcidos nucléicos, coenzimas, clorofila e outros pigmentos
fotossintéticos acessdrios. A sua disponibilidade é o fator chave na regulamentacdo da
produtividade, desta forma influenciando a composi¢do das espécies de uma determinada drea
e a sua sobrevivéncia e manutencdo em habitats marinhos (ZEHR & WARD, 2002; SAHA,
UMA & SUBRAMANIAN, 2003). Dependendo do género o fon amdnio é indicado como
melhor fonte de nitrogénio do que o nitrato (HERRERO et al., 2001; LUQUE et al., 2004;
VON RUCKERT & GIANI, 2004). No entanto, SHI et al. (2000) estudaram o efeito de
nitrato, amdnio e uréia no crescimento e producdo de luteina da microalga Chlorella
protothecoides, e obtiveram concentracdes mdximas de biomassa e produtividade de luteina
quando foi utilizada uréia como fonte de nitrogénio. De qualquer forma, o consumo tanto de
nitrato como amonio causa uma grande modifica¢cdo no pH médio durante o crescimento das
culturas, sendo desejavel manter o pH relativamente constante durante o cultivo (SHI et al.,
2000; VOLTOLINA et al., 2005).

Nas cianobactérias, os pigmentos absorvedores de luz sdo a clorofila, carotendides e
ficobiliproteinas, e a concentragdo destes pigmentos varia com as condi¢cdes ambientais
(TING et al., 2002). Este dltimo € um grupo de proteinas intensamente coloridas que ocorrem
na Cyanophyceae, Rhodophyceae e Cryptophyceae somente, os quais podem ser subdivididas
em trés grupos principais de acordo com a sua estrutura: ficocianinas (azul), aloficocianinas
(azul) e ficoeritrina (vermelho). Uma vez que a ficocianina e aloficocianina estio sempre

presentes na Cyanophyceae € Rhodophyceae, a ficoeritrina pode estar ausente no primeiro



21

(Cyanophyceae). As cianobactérias contém somente clorofila a e quase 50% da luz requerida
¢ capturada pelas ficobiliproteinas (SANTIAGO-SANTOS et al., 2004).

A maior parte da energia luminosa utilizada por qualquer organismo fotossintético é
absorvida por uma colecdo de pigmentos acessorios, uma vez que a clorofila a absorve a
energia luminosa somente em uma limitada regido do espectro solar. A energia de excitacdo é
entdo transferida para os centros de reagdo localizados na membrana fotossintética, iniciando
o processo fotossintético. Os pigmentos fotossintetizantes estdo localizados nos tilacéides,
onde ficam livres no citoplasma, ao invés de estarem inclusos nos cloroplastos, como nos
organismos eucaridticos fotossintetizantes. Os tilacdides ndo estdo empilhados, permanecendo
isolados e eqiiidistantes no interior da célula (HOEK, MANN & JAHNS, 1995).

A sintese da ficocianina é influenciada pelas condi¢des de cultivo, especialmente pela
luz (qualidade e quantidade) e o contetido de nitrogénio no meio. Olvera-Ramirez et al.
(2000) constataram que o maior conteido de ficocianina encontrada na cianobactéria
Calohtrix sp., quando comparados meios contendo diferentes concentracdes de nitrato,
ocorreu no tratamento sem nitrato.

As cianobactérias sdo particularmente atrativas como fonte de substancias quimicas de
alto valor comercial, tais como 4cidos graxos poliinsaturados, moléculas bioativas,
ficobiliproteinas e polissacarideos (OLVERA—RAMfREZ et al., 2000; MORENUO et al., 2003;
TORRE et al., 2003; RANGEL-YAGUI et al., 2004; TANG et al., 2007). Muitas espécies
podem até mesmo ser induzidas a acumular diferentes tipos de reservas que podem ser usadas
como fontes de pigmentos, lipidios, vitaminas ou proteinas (OLVERA-RAMIREZ et al.,
2000; PIVOKONSKY, KLOUCEK & PIVOKONSKA, 2006). As cianobactérias assim como
outros microrganismos respondem a modificacdes do ambiente em que vivem com adaptacoes
fisiologicas geneticamente programadas. Virios sdo os efeitos do meio ambiente que
produzem tais conseqiiéncias bioquimicas nas cianobactérias, podendo ser citados a baixa
temperatura, aumento da salinidade e dessecacao (MORI et al., 2003). Ultimamente interesse
tem surgido em relac@o as propriedades farmacoldgicas de substincias presentes na biomassa
de Spirulina, como o 4cido y-linolénico e polissacarideos. Sdo citados efeitos na estimulagéo
do sistema imunoldégico e da microbiota intestinal, contra hiperlipidemia, hipercolesterolemia,
tumor bucal, hipertensdo, efeitos téxicos de radiacdes, obesidade e diabetes, atribuindo um
conjunto de propriedades que dificilmente podem ser encontradas em um tnico produto
natural (ARAUJO, FACCHINETTI & SANTOS, 2003). A extragio de pigmentos tem

despertado o interesse na utilizagdo como corantes naturais especialmente em cosméticos,
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pigmentagdo de tecidos e alimentos, como na fabricacio de produtos lacteos, geléias, gomas
de mascar entre outros (SHI et al., 2000).

O valor da biomassa estd usualmente relacionado com o contetido de proteina, ainda
que outros constituintes estejam ganhando um significante aumento para determinar o valor
nutricional dos alimentos ou suplementos, como a fracdo lipidica e o conteido total e
qualidade dos &cidos graxos (BOROWITZKA, 1994; KIM & LEE, 2000; ANUPAMA &
RAVINDRA, 2000; TORRE et al., 2003; VOLTOLINA et al., 2005; PIVOKONSKY,
KLOUCEK & PIVOKONSKA, 2006).

Belarbi, Molina & Chisti (2000) estudaram um processo de alta produtividade e
recuperagdo do dcido graxo poliinsaturado eicosapentaendico a partir de microalgas. Foi
recuperado um conteddo de extrato cru acima de 70% do 4cido eicosapentaendico para as
microalgas Monodus subterraneus e Phaeodactylum tricornutum com purezas acima de 90%.
O processo consistiu das seguintes etapas: (1) extracdo e transesterificacdo simultanea da
biomassa; (2) cromatografia por coluna de silica-gel do extrato cru e (3) remog¢do de
pigmentos através de uma segunda coluna cromatogrifica.

O aumento na concentragdo da biomassa € relacionado com a velocidade especifica de
crescimento e a concentracdo do indculo, os quais normalmente estdo associados a trés
parametros: concentracio inicial do substrato limitante, velocidade de crescimento especifica
méaxima e taxa de remocdo especifica do substrato (CONTRERAS et al., 2000). A biomassa
produzida possui elevado valor nutritivo devido ao alto teor de proteinas, perfil de
aminodcidos essenciais, onde lisina, leucina e valina possuem concentracdes superiores as
recomendadas pela FAO/WHO (1985), além da composi¢do de vitaminas, carboidratos e
lipideos (ANUPAMA & RAVINDRA, 2000).

A cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli, um microrganismo de ocorréncia
natural nos corpos hidricos adjacentes a cidade do Rio Grande, tem se destacado entre as
indmeras espécies existentes como uma alternativa vidvel para a remog¢do de matéria organica
e nitrogénio de efluentes e na produgdo de proteinas unicelulares (QUEIROZ et al., 2001;
QUEIROZ et al, 2002; QUEIROZ et al., 2007; JACOB-LOPES et al., 2006; JACOB-LOPES
et al., 2007; ZEPKA et al., 2008).

Queiroz, Koetz & Treptow (2001) avaliaram o potencial de producdo de proteina
unicelular a partir da d4gua de maceragdo do arroz parboilizado por Aphanothece microscopica
Nigeli, quando esta € inoculada a 28°C, por um periodo de 96 h. Foram registrados méximos

de remocdo de DQO (89,47%) e nitrogénio (70,41%) em 24 h de cultivo e o valor médio em
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teor de proteina de 38,80% neste periodo. Demonstrou-se a partir desses resultados a
viabilidade da utilizacdo de Aphanothece microscopica Nigeli no tratamento de efluentes e na
producio de proteina unicelular.

Queiroz et al. (2002) utilizaram a cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli na
remogdo de nitrogénio e matéria organica do efluente da industria de parbolizacdo do arroz,
com in6culos de 300 mg.L'1 e temperatura de 35°C, obtendo maximos de remocdo em 24
horas de cultivo. Quanto a cinética de crescimento, foi registrado um baixo tempo de geracdo
(2,89 h) da Aphanothece desenvolvida no efluente em comparacdo ao meio padrio BG11
(23,36 h), o qual utiliza nitrato como fonte de nitrogénio.

Queiroz et al. (2004) caracterizaram o concentrado protéico obtido a partir da
biomassa desidratada da cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli. O concentrado
protéico apresentou uma concentragdo de 60% de proteina, com mdximas solubilidade e
capacidade emulsificante de 80% e 302 mL g'1 de proteina, respectivamente.

Queiroz et al. (2004a) avaliaram a conversdao dos nutrientes presentes no efluente da
parboilizag¢do do arroz em componentes bioquimicos como proteinas, carboidratos e lipideos.
Os experimentos foram realizados em um reator bioldgico de mistura perfeita, a 30°C,
auséncia de luminosidade e tempo de detengdo hidrdulico de 72 h. O perfil bioquimico da
biomassa apresentou 43,73% de proteina, 17,81% de carboidratos, 8,0% de lipideos.

Queiroz et al. (2005) determinaram a composi¢do bioquimica da cianobactéria
Aphanothece microscopica Nigeli em funcdo do perfil de aminodcidos e &cidos graxos
presentes na biomassa gerada a partir do efluente do processo de parboilizagdo do arroz. Os
resultados demonstraram que a Aphanothece microscopica Nigeli desenvolvida no efluente
da parboilizag¢do do arroz apresenta predominédncia em 4cidos graxos insaturados e a presencga
de todos os aminodcidos essenciais, 0 que caracteriza esta biomassa como um alimento
alternativo para a utilizacio na dieta alimentar.

Queiroz et al. (2007) obtiveram 37,71% de proteina unicelular na biomassa utilizando
inéculos da cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli de 300 mg.L™ a 35°C no efluente

da parboilizagdo do arroz.

2.2.1 Tratamento de efluentes por cianobactérias

O uso de microalgas e cianobactérias em geral no tratamento de efluentes foi sugerido

hé vérios anos devido a sua habilidade para remover com baixo custo o excesso de nutrientes
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e outros contaminantes, como nitrogénio dissolvido e fésforo de despejos urbanos e
industriais, os quais sdo responsdveis por causar a eutrofizacdo e polui¢do dos corpos
receptores (De La NOUE et al., 1992; BLIER et al., 1996; TAM & WONG, 2000; LEE &
KIM, 2001; QUEIROZ et al., 2002; BASTOS et al., 2004; QUEIROZ et al., 2004; JACOB-
LOPES et al., 2006; JACOB-LOPES et al., 2007; TRAVIESO et al., 2006; QUEIROZ et al.,
2007).

As cianobactérias possuem uma carga superficial negativa e, portanto, alta afinidade
com fons de metais pesados, o que as torna especialmente efetivas na remocdo desses
componentes toxicos tanto no que se refere a adsor¢do quimica passiva como a assimilacdo
por processos metabdlicos (WANG et al., 1998; BASHAN et al., 2002; EI-SHEEKH et al.,
2005; MOHAN, RAO & PRASAD, 2005). Wang et al. (1998) estudaram a capacidade de
adsorcdo de cinco metais por Phormidium em diferentes concentracdes de pH. Os autores
observaram que a cianobactéria poderia reduzir a concentracdes dos metais a niveis muito
baixos (<0,01 mg.L’l) em 60 min de cultivo. Nesse contexto, El-Sheekh et al. (2005)
estudaram a aplicacdo das cianobactérias Nostoc muscorum e Anabaena subcylindrica na
remocgdo de metais do efluente de industrias processadoras de papel, soda e de drenagem de
sal. Verificou-se que os microrganismos sdo capazes de removerem 12,5-81,8% de cobre,
11,8-33,7% de cobalto, 26,4-100% de chumbo e 32,7-100% de manganés, observando ainda
que a eficiéncia de absorc¢do ird depender do estado fisioldgico das células, disponibilidade e
concentracdo do metal pesado e composicido quimica do efluente.

Os efluentes contendo concentragdes varidveis de nutrientes organicos e inorgénicos,
na presenca ou auséncia de luz e diferentes condicdes de temperatura, pH, oxigénio
dissolvido, luminosidade entre outras condigdes de cultivo sdo suficientes para promover o
crescimento destes microrganismos (BLIER et al., 1996; GONZALES et al., 1997; TAM &
WONG, 2000; LEE & KIM, 2001; BASHAN et al., 2002; BASTOS et al., 2004; TRAVIESO
et al., 2006; QUEIROZ et al., 2007). Blier et al. (1996) estudaram o crescimento e remogao de
nitrogénio amoniacal pela cianobactéria Phormidium bohneri cultivada no efluente gerada
pela industria de laticinios. Os autores registraram uma velocidade especifica de crescimento
médxima e concentracio de biomassa de 0,58 d™' e 565 mg.L™", respectivamente, apés 16 d de
cultivo.

Gonzéles et al. (1997) avaliaram a eficiéncia de remog¢ao de amdnia e fésforo no
tratamento secundério do efluente da agroindustria por Chlorella vulgaris e Scenedesmus

dimorphus. Os autores concluiram que a microalga em estudo poderia ser uma boa opcio
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como tratamento tercidrio na remog¢do desses componentes, verificando uma maior efici€éncia
na remog¢do de amonia e moderada eficiéncia para o foésforo quando comparado com as
cianobactérias Phormidium e Spirulina.

A remocio de diferentes formas de nitrogénio pode ser evidenciada por outros autores,
como no trabalho desenvolvido por TAM & WONG (2000), que verificaram absorcédo celular
de nitrato e amodnia por Chlorella vulgaris ao utilizar o efluente sintético similar ao
proveniente do tratamento secundario de uma estacio de tratamento municipal.

Travieso et al. (2006) estudaram o efeito da concentracio inicial de matéria organica
contida no efluente de dejetos de porcos em culturas de Chlorella vulgaris para sistemas de
batelada, verificando o aumento da remog¢do de DQO e crescimento microbiolégico até a
concentracio maxima de 800 mg.L"'. Neste processo foram atingidas remogdes de 50-60%
para as concentracdes iniciais de 400 mg.L'1 a 800 mg.L'1 de matéria organica.

Martinez et al. (2000) estudaram a remog¢do de fésforo e nitrogénio pela microalga
Scenedesmus obliquus no efluente doméstico em cultivos com e sem sistema de agitacio e
diferentes condi¢des de temperatura (20 a 35°C), e verificaram que os melhores resultados
ocorreram nos cultivos com agitacdo a 25°C, apresentando remocdes de 98% em 94,3 h e
100% em 188,3 h para os parametros fésforo e amdnia, respectivamente.

A remocdo de nitrogénio em efluente artificial pela microalga Scenedesmus obliquus
foi avaliada por VOLTOLINA et al. (2005). As condi¢des experimentais foram diluigdes
didrias de 30 e 40% e temperaturas de 25,5 e 17°C durante os hordrios diurnos e noturnos,
respectivamente. Nestas condi¢des os autores observam uma producdo de biomassa de 39,3
mgL'.d", sendo que 43,7% de nitrogénio removido foi reciclado pela microalga em
proteinas e outros compostos organicos nitrogenados. Contudo, esta eficiéncia diminuiu para
26,4% quando a dilui¢do foi aumentada para 40%, com uma produtividade de 25,2 mg.L™".d™".

A estratificagdo térmica e a ocorréncia de gradientes de pH e nutrientes,
supersaturacao de oxigénio e o esgotamento do didéxido de carbono na superficie do reator e
condi¢cdes anaerdbias na parte inferior podem ser evitados com a mistura completa do meio de
cultivo. A homogeneizacdo impede a sedimentagdo das células e aumenta a eficiéncia da
utilizagio de luz na cultura (CRAGGS et al., 1997; MARTINEZ et al., 2000).

Um campo em fase inicial de pesquisa sdo as interagdes entre microalgas e
cianobactérias com outros microrganismos no tratamento de efluentes. Gonzalez & Bashan
(2000) estudaram a associagdo da microalga Chlorella vulgaris com a bactéria Azospirillum

brasilense, verificando-se um aumento significativo do crescimento e de producdo de
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pigmentos. Da mesma forma, Bashan et al. (2002) avaliaram o crescimento da microalga C.
vulgaris associada com a bactéria A. brasilense em efluente sintético a 30°C e observaram o
aumento significativo da remogdo de N-NH4" (93%) e P-PO,> (73%) quando comparado com
a atuacdo da microalga sem a bactéria (53% de remogio de N-NH4* ¢ actimulo de P-PO,”)
em 48 h de cultivo, com concentra¢des iniciais de P—PO4'3 e N-NH,* de 12 mg.L’1 e3 mg.L’l.
Por outro lado, a coimobilizagdo da microalga C. vulgaris com a bactéria Phyllobacterium
myrsinacearum modificou o metabolismo da microalga, mas ndo realgou o seu crescimento
(LEBSKY et al., 2001).

Bastos et al. (2004) caracterizaram o efluente da parboilizacdo do arroz quanto ao teor
de 4cidos volateis totais ¢ DQO, sendo registradas concentracdes médias de 645 mgL™" e
3787 mg.L™", respectivamente. A razio C/N média registrada para esse efluente foi de 73,8,
maior do que a requerida para o desenvolvimento destes microrganismos, em que a literatura
indica um valor de C/N = 20 (FAY et al., 1983; BASTOS et al., 2004; QUEIROZ et al.,
2007). Nesse sentido foram realizados estudos visando a utilizagdo da cianobactéria
Aphanothece microscopica Nigeli no tratamento de efluente da parboilizagdo do arroz com o
duplo propdsito de remover os componentes presentes no meio e producdo de proteina
unicelular (BASTOS et al., 2004; QUEIROZ et al., 2004; JACOB-LOPES et al., 2006;
QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA et al., 2008).

Bastos et al. (2004a) estudaram o cultivo da cianobactéria Aphanothece microscopica
Nigeli no efluente da parboilizacdo do arroz na auséncia de luz, 30°C e inéculos de 100
mg.L’l. As varidveis cinéticas de crescimento demonstraram a viabilidade da aplicagdo da
Aphanothece no efluente da parboilizacio arroz, sendo obtidas altas concentracdes celulares
(650 mg.L’l) em 72 h de cultivo. Nas mesmas condicdes, Queiroz et al. (2007) verificaram
que as maximas eficiéncias de remocdo para as varidveis DQO e NTK ocorreram em 15 h de
cultivo, com valores de 83,4 e 72,7%, respectivamente.

A bioconversdo dos residuos contidos no efluente da parboilizacdo do arroz pode ser
constatada nos trabalhos de JACOB-LOPES et al. (2006) e ZEPKA et al. (2008). O perfil
aminoacidico mostrou teores superiores aos recomendados pelo padrio FAO (1985), com
excecdo dos aminodcidos lisina e dos sulfurados (metionia e cistina), enquanto que para as
propriedades funcionais foram obtidos maximos de 48,6% e 316 mL.g'1 para solubilidade
protéica e capacidade emulsificante, respectivamente (JACOB-LOPES et al., 2006). O perfil
bioquimico indicou predominéncia de dcidos graxos poliinsaturados, especialmente o dcido

gama linolénico (ZEPKA et al., 2008).
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2.3 Producao e separacio de biomassa

A maioria dos processos industriais utilizados na producdo de microalgas estdo
baseados em tecnologias que utilizam tanques abertos, porém a incapacidade em controlar os
fatores ambientais € o maior problema a ser resolvido e que limita seu desenvolvimento
(CHEN, 1996; SHI et al. 2000). Uma alternativa vidvel seria o desenvolvimento de
tecnologias de culturas heterotréficas empregando fermentadores industriais, visto que muitas
espécies de microalgas e cianobactérias tém mostrado a habilidade de utilizar agtcares e
outros compostos organicos como fonte de energia e carbono celular no escuro, tendo como
vantagens a possibilidade de cultivo em regime continuo e a rdpida multiplicacdo dos
microrganismos (OGBONNA & TANAKA, 2000; BASHAN et al., 2002; QUEIROZ et al.,
2002; QUEIROZ et al., 2004; RANGEL-YAGUI et al., 2004; ASLAN & KAPDAN, 2006;
JACOB-LOPES et al., 2006; JACOB-LOPES et al., 2007; QUEIROZ et al., 2007).

Shi et al. (1999) investigaram o efeito da concentracdo inicial de glicose na producio
de biomassa de Chlorella protothecoides. A concentragdo maxima de biomassa aumentou de
4,9 gL'" a 31,2 gL' de células secas como o aumento da concentracio inicial de glicose de
10 g.L'! para 80 g.L'. Os autores constataram ainda que a maior concentracio inicial de
glicose utilizada (100 g.L'l) resultou em baixa concentragdo de biomassa, uma baixa
velocidade especifica de crescimento e uma fase lag consideravelmente longa, devido
provavelmente a inibi¢do pelo substrato.

A biomassa das cianobactérias e microalgas em geral, assim como as leveduras, t€m
sido estudas na utilizagdo como alimento de larvas de peixes e crustidceos nos seus diversos
estdgios de crescimento, uma vez que a produgdo industrial de proteinas provenientes de
organismos unicelulares ndo tem atingido grandes propor¢des. Porém, as cianobactérias
apresentam algumas vantagens na dieta para aqiicultura, pois apresentam maior
digestibilidade da parede celular e sdo ricas em proteinas, carotendides e vitaminas (KIM &
LEE, 2000).

Aproximadamente vinte e duas companhias no mundo produzem biomassa de
Spirulina, e o principal destino de seus produtos sdo lojas de produtos naturais e farmécias,
onde a biomassa seca € vendida como suplemento alimentar, além da alimentacdo animal e
extracio de pigmentos para uso em alimentos no Japio (ARAUJO, FACCHINETTI &
SANTOS, 2003).
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A produgdo de biomassa a partir de microrganismos fotossintéticos e/ou
heterotréficos, do ponto de vista de bioprocesso, devem possuir algumas caracteristicas em
comum. O processo deve ser continuo para manter a produtividade durante todo o tempo,
devem ser utilizados bioreatores homogéneos para prover as mesmas condicdes de
crescimento a todas as células. Além disso, os reatores devem estar conectados a uma unidade
de recuperagdo na qual a biomassa pode ser concentrada e separada do resto do meio,
principalmente em relacdo aos sais € compostos carbonados e nitrogenados presentes em
solug@o. O tratamento fisico da biomassa deve ser realizado de acordo com o produto final
desejado (alimento sélido ou liquido) e promover a eliminacdo de qualquer patégeno com
potencial de introducdo durante o cultivo ou na estocagem (MORIST et al., 2001).

Ao final do periodo de cultivo a biomassa deve ser separada do meio de cultura e
processada rapidamente ou pode deteriorar em poucas horas (GRIMA et al., 2003). O método
escolhido para promover a separacdo da biomassa deve ser capaz de processar os grandes
volumes utilizados na produg¢do desse componente. Esta pode ser separada por centrifugagao,
filtragdo ou em alguns casos sedimentacdo simplesmente pela agdo da gravidade. A
recuperagdo por filtracio € considerada insatisfatéria devido a ser um procedimento
relativamente lento. A sedimentagdo, geralmente auxiliada pela floculagdo, é considerada uma
boa escolha e tem sido aplicada na recuperagdo de biomassa quando aplicada na depuracio de
efluentes. Vérios métodos de floculacio podem ser utilizados para agregar as células e
aumentar o tamanho de particula e, portanto, facilitar o processo de sedimentagdo,
centrifugacdo ou filtracdo (GRIMA et al., 2003; KIM et al., 2005).

A recuperacdo da biomassa pode ser um problema devido ao pequeno tamanho de
particula das células das cianobactérias. Além disso, as culturas geralmente se apresentam de
forma relativamente diluidas (< 0,5 kg.m'3 biomassa seca) e, portanto, € necessdrio manipular
grandes volumes para recuperar a biomassa (GRIMA et al., 2003).

A carga superficial negativa presente nas células de cianobactérais pode ser
neutralizada ou reduzida pela adi¢do de agentes floculantes tais como cédtions multivalentes no
meio. Esses agentes devem apresentar baixo custo, atoxicos e efetivos mesmo em baixas
concentracdes. Os sais comumente usados incluem cloreto férrico (FeCls), sulfato de aluminio
(Al(SOy4)3) e sulfato férrico (Fe(SOs)3). A eficiéncia da coagulagdo por fons metdlicos

aumenta com o aumento da carga idnica (KIM et al., 2005).
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A eficiéncia da separacdo depende de muitos fatores, incluindo a carga elétrica da
molécula, a dose utilizada, a concentracdo da biomassa, o pH e a extensdo da mistura do meio

de cultivo (GRIMA et al., 2003).

2.4 Composicao quimica

A composi¢do quimica de cianobactéria fornece uma informacio bésica sobre o seu
potencial nutricional. A determinacdo das concentracdes dos compostos principais torna-se
importante para determinar se 0 microrganismo em questdo pode ser utilizado como alimento

para a nutricdo humana (MORIST et al., 2001).

2.4.1 Proteinas

Proteinas unicelulares sdo aquelas extraidas de organismos unicelulares que
compreendem fungos, leveduras, bactérias e algas unicelulares e particularmente
cianobactérias. O termo proteina unicelular foi definido no Instituto Tecnolégico de
Massachusetts em 1966, referindo-se a biomassa microbiana como alimento ou aditivo
(CRUEGER & CRUEGER, 1993; ANUPAMA & RAVINDRA, 2000; QUEIROZ et al.,
2001).

As cianobactérias sdao consideradas como uma fonte potencial de proteinas devido aos
altos teores apresentados, geralmente entre 40 e 60% em peso seco. A proteina nestes
microrganismos tem recebido atencdo mundial tanto no que se refere a utilizacdo como
suplemento alimentar como uma fonte alternativa de proteina. Algumas espécies do gé€nero
Chlorela, Spirulina, Dunaliela, Anabaena e Nostoc sao consumidas em vdrias partes do
mundo, como Chile, México, Espanha, Peru, India e Filipinas (JIMENEZ et al.,, 1999;
ANUPAMA & RAVINDRA, 2000; JIMENEZ et al, 2003; THAJUDDIN &
SUBRAMANIAN, 2005; SPOLAORE et al., 2006).

A répida reproducdo dos microrganismos e a utilizacdo de fontes baratas de energia e
de nutrientes para a sua multiplicacdo estdo entre as vantagens de producdo de proteinas
unicelulares. Evidentemente que isto se faz as custas do meio em que os microrganismos se
desenvolvem, podendo ser constituido de substratos dos mais variados, alguns de baixo custo,
incluindo residuos agricolas ou industriais, os quais resolveriam problemas de ordem

ambiental, servindo ainda para a produ¢do de insumos. Os microrganismos devem apresentar



30

excelente capacidade de conversdo dos substratos presentes no meio em biomassa (LEE &
KIM, 2001; NIELL, JIMENEZ & COSSfO, 2003). A reciclagem dos componentes presentes
nos efluentes industriais ndo somente reduziriam o problema de poluicio ambiental como
também serviriam como uma fonte potencial de carbono e energia para a producdo de
proteina unicelular a um custo reduzido (LEE & KIM, 2001; RAJOKA et al., 2006).

A avaliacdo da qualidade protéica dos alimentos € fundamental para a determinacdo do
potencial nutritivo desta matéria-prima, e pode ser realizada a partir do levantamento dos
aminodcidos resultantes da hidrélise da matriz alimenticia, além da identificagdo das porgdes
protéicas que a contém. Estas avaliagdes denominam-se métodos quimicos, e fornecem em
geral as primeiras informacdes sobre o valor nutritivo dos alimentos em vdrios niveis de
detalhamento (SGARBIERI, 1996).

A primeira fungdo da proteina na dieta € suprir o organismo com um balango de
aminodcidos em quantidades adequadas para a sintese € manutencdo dos tecidos corporais, e
para que isto ocorra a fonte protéica deve ser constituida por aminodcidos essenciais que
conferem qualidade nutricional a proteina. As cianobactérias geralmente apresentam
concentracdoes dos aminodcidos essenciais fenilalanina, leucina e valina superiores aos
recomendados pelo padrio FAO/WHO, mas deficientes em aminodcidos sulfurados, como a
cistina e a metionina (ANUPAMA & RAVINDRA, 2000).

A cianobactéria Aphanothece microscopica Ndigeli apresenta altas concentracdes de
proteinas e contém todos os aminodcidos essenciais em concentragdes superiores aos
recomendados pela FAO/WHO (1985), com excecdo dos aminodcidos sulfurados (metionina
+ cistina) e lisina (QUEIROZ et al. 2001; BASTOS et al., 2002; JACOB-LOPES et al., 2006;
ZEPKA et al.,, 2008). Queiroz et al. (2001) estudaram a concentracdo de proteina da
cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli coletada diretamente do meio ambiente, bem
como o perfil em aminodcidos deste microrganismo. Os resultados indicaram concentragdes
de leucina, valina, fenilalanina e treonina superiores aos recomendados pelo padrdo
FAO/WHO (1985). De acordo com o trabalho desenvolvido por Bastos et al. (2002),
registram-se teores de 32,3% de proteina na biomassa da cianobactéria Aphanothece
microscopica Niageli cultivada no efluente da parboilizagdo do arroz, qualificando o
microrganismo como fonte de proteina. Por outro lado Zepka et al. (2008) otimizaram o
processo, registrando concentragdo médxima de 49,3% de proteinas, quando cultivada no
efluente da parboilizagdo na auséncia de luz, temperatura de 30°C e seca a 60°C em secador

de bandejas. A frag@o protéica da cianobactéria Aphanothece quando cultivada no efluente da
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parboilizagdo do arroz e desidratada em secador de bandejas nas condicdes de 40, 50 e 60°C e
espessuras de bandeja de 5 mm e 7 mm, foi avaliada no trabalho desenvolvido por JACOB-
LOPES et al. (2006). O comportamento eletroforético apresentou bandas com peso molecular
de 15 Kda a 62,5 Kda. A caracterizagdo funcional, expressa em termos de solubilidade e
capacidade emulsificante, demonstrou a influéncia da condi¢do de secagem na funcionalidade
protéica da biomassa, obtendo-se maiores valores da capacidade emulsificante para a
biomassa desidratada na condi¢do de secagem de 60°C e 5 mm de espessura da bandeja,
correspondente a condi¢do de menor tempo de exposicdo da biomassa ao ar aquecido. Por
outro lado, as maiores solubilidades foram obtidas nas amostras secas sob as menores
temperturas utilizadas (40°C).

O alto teor protéico associado principalmente a presenca de significativas
concentracdes de aminodcidos essenciais tem tornado as cianobactérias uma fonte vidvel de
proteinas. O conteddo em proteinas de cianobactérias pode fornecer importantes informacdes
sobre a biomassa, visando estudos sobre o seu valor nutricional (LOURENCO, 1997).

Queiroz (2001) determinou 91,10% de digestibilidade para a cianobactéria
Aphanothece sp, trabalhando com ratos Wistar submetidos a dietas aprotéica, padrdo (caseina)
e dieta teste. Este valor € superior ao encontrado para Spirulina (76%), conforme citado por
RICHMOND (1988), e revela-se ainda superior a alimentos tradicionalmente consumidos
pela populagdo brasileira, tais como o arroz (75%), feijao (60%) e batata (74%) (BOBBIO &
BOBBIO, 1992).

Tacon & Jackson (1985) citam como vantagens da utilizacdo de cianobactérias como
fonte de proteina a capacidade destes microrganismos de utilizarem fontes de carbono
inorgénica e organica, possuirem em torno de 40-70% de proteina bruta, tempo de geracio
curto em condi¢des 6timas de cultivo, facilmente cultivdveis em pequenas dreas e passiveis de
manipulagdo genética para alteracdes da composi¢ao quimica.

O tipo e concentracdo dos compostos nitrogenados presentes no meio de cultivo
poderido influenciar na concentracio de proteinas e composi¢do de aminodcidos na célula. As
cianobactérias possuem a habilidade de utilizar uma grande variedade de fontes de nitrogénio,
tais como amonia, nitrato, nitrito, uréia, aminodcidos e nitrogénio atmosférico (SAHA, UMA
& SUBRAMANIAN, 2003; RANGEL-YAGUI et al, 2004, THAJUDDIN &
SUBRAMANIAN, 2005). De acordo com Dortch & Postel (1989), uma vez que o nitrato é
absorvido, se acumula na célula ou é reduzido a compostos intermedidrios, como amdnio e

aminodcidos, dando origem a compostos como proteina e clorofila e iniciando a divisdo
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celular. Saha, Uma & Subramanian (2003) verificaram que o cultivo da cianobactéria
Oscillatoria willei BDU 130511 em meio com caréncia de nitrogénio acarretou em
decréscimo do contetdo protéico de 38,8% em relacdo ao experimento controle. Além disso,
o perfil protéico das células cultivadas em meio com caréncia de nitrogénio diferiu
marcadamente das células cultivadas em meio padrio, onde trés polipeptidios, de 11,2 KDa,
16,7 KDa e 55 KDa, ndo foram encontrados e dois novos polipeptidios da massa molecular
52,6 KDa e 90,5 KDa surgiram. Von Riickert & Giani (2004) estudaram o efeito do nitrato e
da amodnia sobre o crescimento e a concentragdo de proteina da cianobactéria Microcystis
viridis Lemmermann, ficando demonstrado maior crescimento quando foi utilizado amdnio,
atribuindo que metabolicamente esta forma nitrogenada apresenta taxas de absorcdo e de
assimilacdo maiores que as registradas para o fon nitrato. No entanto, a producéo de proteina
foi maior quando utilizada como fonte de nitrogénio o nitrato.

Além da composi¢do do meio, fatores ambientais tais como a temperatura parecem
afetar a composicdo de proteina no cultivo de cianobactérias e microalgas em geral
(RENAUD et al., 2002; SANTOS et al., 2003; ARAUJO & GARCIA, 2005). Santos et al.
(2003) realizaram estudos com a cianobactéria Spirulina maxima nas temperaturas de 25 e
35°C em meios contendo 0,2 g L' de KNO3 como fonte de nitrogénio e outro sem a presenca
desse sal. Os autores verificaram que o aumento da temperatura acarretou no aumento da
concentracdo de proteina de 14,9 e 7,9% para o meio contendo 0,2 g.L'1 de KNOs e para o
meio sem o sal, respectivamente. Contudo, o efeito da temperatura ndo € verificado para todos
0s microrganismos, uma vez que Renaud et al. (2002) ndo constataram mudancas
significativas na concentracdo de clorofila a (1,22-1,68%) assim como de proteina, das
microalgas Rhodomonas sp., Chaetoceros sp., Cryptomonas sp. € Isochrysis sp. em cultivos
em batelada na faixa de 25 a 35°C. Da mesma forma, Aradjo & Garcia (2005) para a
microalga Chaetoceros cf. wighamii ndo verificaram diferencas significativas utilizando

temperaturas de 20 a 30°C.

2.4.2 Carboidratos

As cianobactérias de uma maneira geral apresentam em sua composi¢do bioquimica:
40-60% em proteinas, 7% de sais minerais, 10-40% de carboidratos e 1-40% de lipidios, além
de vitaminas, pigmentos, e dcidos nucléicos (GRIMA et al., 2003). O valor nutricional das

protefnas unicelulares baseia-se na sua composicdo em vitaminas, nitrogénio, carboidratos,



33

gorduras, componentes da membrana celular, dcidos nucléicos, concentracdo em proteinas e
perfil de aminodcidos (BOROWITZKA, 1994).

As principais fungdes dos carboidratos sido proteger as células da dessecacio e permitir
o crescimento desses microrganismos no ambiente marinho (RAMUS, 1981 apud FUENTES
et al., 2000). Esses compostos servem como um limite entre a célula e o0 meio ambiente. Mais
especificamente, eles podem executar um papel protetor contra dessecagdo, agentes
antibacterianos ou predacdo por protozodrios. Além disso, os polissacarideos podem prover
uma maior prote¢do aos microrganismos pela capacidade de formar biofilmes em superficies
sOlidas. Virios estudos t€ém enfocado a capacidade de algumas bactérias em superar o stress
devido a dessecag@o ou a baixa atividade de 4gua em ambientes severos (DE PHILIPPIS &
VINCENZINI, 1998).

Fuentes et al. (2000) encontraram concentracdes de carboidratos na biomassa da
microalga Porphyridium cruentum de 22,8 a 39,3%, verificando que as maiores concentragdes
ocorreram com tempos de residéncia maiores. Essas concentragdes foram maiores do que as
determinadas em Spirulina platensis, Chlorella vulgaris e Isochrisis galbana, as quais
apresentaram valores médios de 15,36, 8,08 e 16,98%, respectivamente (TOKUSOGLU &
UNAL, 2003).

O conteido quimico desses microrganismos varia com mudangas nas condig¢des
ambientais. O efeito da composi¢do de nutrientes no crescimento microbioldgico foi avaliado
nos trabalhos de LOURENCO et al. (1997) e FIDALGO et al. (1998). A composicdo obtida
da biomassa de Tetraselmis gracilis apresentou diferencas quando cultivada em meios
contendo amonio e nitrato como fontes de nitrogénio. Os cultivos em meio com nitrato como
fonte de nitrogénio apresentou composicdo rica em carboidratos, assim como lipidios e
pigmentos, enquanto que o meio rico em amonio apresentou maior concentracio de proteinas.
Outro fator que mereceu destaque é que em cultivos onde o nitrogénio foi consumido mais
rapidamente, houve uma tendéncia de formacdo de compostos nio nitrogenados, observando-
se assim o aumento da composi¢do de carboidratos (LOURENCO et al., 1997).

Fidalgo et al. (1998) estudaram a composicdo quimica da microalga Isochrysis
galbana em cultivos contendo nitrato, nitrito e uréia e em diferentes fases de crescimento. Os
autores observaram que a concentracdo de carboidratos nas células de I. galbana foi mais
afetada pela fase de crescimento do que pela fonte de nitrogénio. Observou-se que entre 0s

diferentes componentes quimicos das células de I. galbana os carboidratos mostraram as
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menores variacdes entre as fases, apresentando durante a fase exponencial de crescimento
valores entre 7,65 € 9,84% e entre 10,85 e 13,58% para a fase estaciondria.

Olguin et al. (2001) avaliaram o efeito de diferentes luminosidades e concentracdes de
nitrogénio no crescimento e composicado quimica em culturas de Spirulina sp. Foi constatada
uma concentragdo de carboidratos significativamente maior (p<0,05) na condicdo de maior
luminosidade atingindo uma concentracio de 28,41%, assim como uma relacio direta com a
quantidade de nitrogénio presente no meio, onde foi verificado maior teor de carboidratos no
meio com deficiéncia de nitrogénio.

A camada celular de celulose, a qual representa em torno de 10% da matéria seca,
propde um problema sério de digestibilidade da biomassa, uma vez que ndo ¢é digestivel para
humanos e animais nao ruminantes. Conseqiientemente, sio necessarios tratamentos efetivos
para romper a parede celular para fazer com que os constituintes se tornem acessiveis para as
enzimas digestiveis (BECKER, 2007).

Zepka et al. (2008) avaliaram o perfil bioquimico da cianobactéria Aphanothece
microscopica Nigeli cultivada no efluente da parboilizagdo do arroz e desidratada em secador
de bandejas nas temperaturas de 40, 50 e 60°C e espessuras da bandeja de 5 mm e 7 mm. A
andlise dos resultados mostrou que as condicdes de secagem influenciaram na concentragdo
de carboidratos, e que a maior concentracio encontrada (17,6%) foi obtida na temperatura de

60°C e 7 mm de espessura de bandeja.

2.4.3 Lipidios

Nas células de cianobactérias os lipidios sdo tipicamente encontrados somente nas
membranas. Portanto, o aumento da insaturagcdo dos lipidios a baixa temperatura representa
uma adaptacdo as novas condigdes, melhorando a funcionabilidade da membrana a
temperaturas inferiores. Estudos da composicdo de cianobactéria tém demonstrado que
alteracdes da temperatura de cultivo levam a vérios tipos de mudangas nos lipidios. Além de
afetar a concentracdo de lipidios na biomassa as modifica¢des provocadas pela diminui¢do da
temperatura ocorrem geralmente na forma de adaptacdo na fluidez da membrana no sentido de
manter a proteina em um ambiente compativel com as atividades enzimadticas. A diminui¢do
da temperatura leva ao decréscimo do comprimento da cadeia de 4cidos graxos
monoinsaturados no carbono 1 de todas as classes de lipidios e, a0 mesmo tempo, a0 aumento

da insaturagdo do C16:0 a C16:1 no carbono 2. Esse processo de insaturacdo € altamente
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dependente da espécie e do estado fisiolégico da cultura (QUOC & DUBACQ, 1997,
SAKAMOTO et al., 1998).

Alguns trabalhos sugerem danos irreversiveis as células de cianobactérias em baixas
temperaturas pela separacdo de fase da membrana plasmdtica. Sakamoto et al. (1998)
evidenciaram que a separacdo de fase dos lipidios da membrana tilacdide ocorreu em uma
temperatura maior (15°C) do que a separacdo de fase dos lipidios da membrana plasmaética
(5°C) na cianobactéria Anacystis nidulans. Neste microrganismo a separagdo de fase dos
lipidios da membrana tilacdide causou perda reversivel da atividade fotossintética, a qual foi
recuperada quando as células retornaram a temperatura de crescimento Otima (28°C).
Entretanto, parece nao haver uma regra absoluta para essas mudancas, pois podem depender
da espécie, da classe de lipidio e do nimero de carbono do glicerol considerado Na
cianobactéria Anacystis nidulans a diminui¢do da temperatura acarretou em aumento da
insaturacdo e encurtamento do comprimento da cadeia carbonada (QUOC & DUBACQ,
1997).

Os écidos graxos poliinsaturados sdo dcidos graxos com mais de uma dupla ligacdo.
Muitos deles sdo reconhecidos como dcidos graxos essenciais na dieta normal para prevengao
de doencas relacionadas a nutricdo. Os dcidos graxos essenciais sdo aqueles que ndo podem
ser sintetizados pelo organismo humano, devendo estar presentes na dieta. Os principais sdo o
dcido linoléico (C18:2), a-linolénico, y-linolénico (C18:3) e araquidoénico. O 4cido v-
linolénico € sintetizado pela introducdo de trés duplas ligagdes nos lipidios das membranas
através da ac@o de enzimas especificas no dcido estedrico (C18:0), e € necessdrio para a
sintese do 4cido araquidonico, precursor das prostaglandinas, sendo estas importantes
reguladores celulares (ALONSO & MAROTO, 2000). Os 4acidos linoléico e a-linolénico
quando ingeridos na dieta sdo metabolizados pela acdo de dois tipos de enzimas, as elongases
(introdugdo de 2 atomos de carbono) e as dessaturases (introdu¢do de uma dupla ligacdo),
originando diversos metabdlitos (CARVALHO et al., 1995).

Os 4cidos araquidonico e DHA (docosahexaendico) sdo essenciais para o
desenvolvimento do cérebro de criancas, sendo que o araquidonico é considerado essencial
quando a concentracio do linolénico é baixa (CARVALHO et al., 1995).

Uma potencial fonte de dcidos graxos polinsaturados sdo as cianobactérias, onde a
Spirulina apresenta importancia, sendo considerada como uma fonte de dcido y-linolénico,

representando cerca de 20% do total de dcidos graxos (ALONSO & MAROTO, 2000).
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Pesquisas prévias a respeito da natureza das cianobactérias tém determinado que a
composi¢do em dcidos graxos pode variar tanto com a espécie como com as condigdes
ambientais. Por exemplo, em algumas espécies, tal como Anacystis nidulans, tem sido
relatado a falta de 4cidos graxos polinsaturados, enquanto outras, tais como Anabaena,
Nostoc, Oscillatoria, Spirulina e Microcystis sdo reportadas por ter alto conteido destes
componentes. Conseqiientemente, a diversidade de 4cidos graxos observados em diferentes
espécies de cianobactéria tem sido utilizada para estudos taxondmicos (WALSH, JONES &
DUNSTAN, 1997).

O total da fracdo lipidica em cianobactérias pode variar de 1% a mais de 40% em peso
seco dependendo da espécie do microrganismo e das condi¢des de cultivo. A maioria dos
lipidios encontrados nas cianobactérias sdo ésteres de glicerol e dcidos graxos. Em amostras
in-natura de cianobactérias ocorre a predominincia de 4cidos graxos insaturados
(BOROWITZKA, 1994).

As cianobactérias e microalgas em geral s@o fontes ricas de 4cidos graxos
polinsaturados das familias ®3 e w6, dcidos graxos de grande importincia quando se pretende
utilizar esses microrganismos como fonte alimentar, tendo nas dltimas décadas aumentado
consideravelmente o interesse em estudar estes dcidos graxos, especialmente devido ao efeito
de sua ingesta sobre os problemas cardiovasculares e sua fun¢do como precursores de
prostaglandinas, estando ainda relacionados com a ocorréncia de baixas concentracdes de
colesterol (PERNET et al., 2003; ROMANO et al., 2000).

O 4cido y-linolénico tem sido apontado como um dos principais agentes terapéuticos
por ser redutor do nivel plasmético do colesterol e da pressdo arterial, atuante no tratamento
de disfungdes fisioldgicas, como o eczema tdpico na doenca de Parkinson, na esclerose
mdltipla e artrite, além do tratamento do alcoolismo, sindrome pré menstrual, entre outros.
Esse composto é produzido pelas cianobactérias e tem sido bastante estudado na Spirulina,
considerado um dos principais agentes terapéuticos nestes microrganismos. Ruiz & Mods
(1990) em uma revisdo a respeito da producdo de biomassa de Spirulina mdxima para
alimentacdo humana e animal, enfatizaram que ratos alimentados com dieta contendo esta
cianobactéria apresentaram baixos niveis de colesterol, sendo este efeito hipocolesterolémico
devido ao écido eicosapentaendico, dcido graxo polinsaturado existente neste microrganismo.
Além desta, muitas cianobactérias apresentam altos teores de dcido eicosapentaendico, que
possui importante aplicacdo em alimentos funcionais, como suplemento alimentar e na

industria farmacéutica.
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Queiroz et al. (2001) avaliaram o efeito hipocolesterolémico em ratas submetidas a
uma dieta teste contendo a cianobactéria Aphanothece microscopica Ndigeli. Ratas
alimentadas com esta dieta por um periodo de 8 meses apresentaram um baixo indice de
colesterol, o que estaria atribuido aos 4cidos graxos poliinsaturados caracteristicos desses
microrganismos e ainda podendo ser associada com a composi¢do em fibras da Aphanothece.
A esta fonte de fibras pode ser atribuido o aumento da excrecdo fecal de 4cidos biliares, o que
provoca uma redugdo no colesterol total.

Zepka et al. (2008) avaliaram o perfil de &4cidos graxos desta cianobactéria,
constatando a presenca de dcidos graxos essenciais das familias ®3 e w6, nas concentragdes
de 28,9% de acido linoléico e 17,7% de acido linolénico para o microrganismo desenvolvido
em reator de bancada no efluente da parboilizacdo do arroz, nas condi¢gdes de temperatura
25°C, auséncia de luminosidade, razdo C/N de 50 e tempo de detencdo hidraulica de 12 h. Os
resultados acima ressaltam a influéncia das condi¢des de cultivo na composi¢do de dcidos
graxos das cianobactérias, uma vez que em biomassa oriunda do meio ambiente apresenta

concentracdes de 6,4 e 3,9% de acido linoléico e 4cido linolénico, respectivamente.

2.4.4 Pigmentos

As cianobactéria sdo microrganismos fotossintéticos e que realizam a fotossintese de
forma similar as plantas. Os pigmentos absorvedores de luz sdo a clorofila, carotendides e
ficobiliproteinas. Este dltimo é um grupo de proteinas intensamente coloridas que ocorrem na
Cyanophyceae, Rhodophyceae e Cryptophyceae somente, os quais podem ser subdivididas em
trés grupos principais de acordo com a sua estrutura: ficocianinas (azul), aloficocianinas
(azul) e ficoeritrina (vermelho). Uma vez que a ficocianina e aloficocianina estio sempre
presentes na Cyanophyceae € Rhodophyceae, a ficoeritrina pode estar ausente no primeiro
(Cyanophyceae). As cianobactérias contém somente clorofila a e quase 50% da luz requerida

é capturada pelas ficobiliproteinas (SANTIAGO-SANTOS et al., 2004).

(€N

A maior parte da energia luminosa utilizada por qualquer organismo fotossintético

absorvida por uma colecdo de pigmentos acessOrios, uma vez que a clorofila a absorve a

(€N

energia luminosa somente em uma limitada regido do espectro solar. A energia de excitacdo
entdo transferida para os centros de reagdo localizados na membrana fotossintética, iniciando
o processo fotossintético. Ao invés de cloroplastos como nas plantas superiores os pigmentos

fotossintetizantes estdo localizados nos tilacéides, onde ficam livres no citoplasma, ao invés
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de estarem inclusos nos cloroplastos, como nos organismos eucariéticos fotossintetizantes. Os
tilacoides ndo estdo empilhados, permanecendo isolados e eqiiidistantes no interior da célula
(HOEK, MANN & JAHNS, 1995).

As ficobiliproteinas podem também ser divididas em trés tipos de categorias em
relagdo as propriedades de absorc¢do de energia: aqueles com energia alta e Apsx = 540-570 nm
(ficoeritrinas), energia intermedidria e Ap;x = 610-620 nm (ficocianinas) e energia baixa € Amsx
= 650-655 nm (aloficocianinas). A energia ird fluir dos pigmentos com mais alta energia para
aqueles com energia mais baixa (VISKARI & COLYER, 2003).

As ficobiliproteinas sdo compostas por proteinas com grupos cromoéforos
tetrapirrdlicos lineares (bilinas) que, no seu estado funcional, estdo covalentemente unidos
através de ligagOes tioéteres aos residuos especificos de cisteina das proteinas (Figura 1).
Estes grupos cromoéforos sdo chamados de bilinas ou ficobilinas devido a sua relagdo
estrutural com os ja conhecidos pigmentos da bile de seres humanos, biliverdina e bilirrubina.
Os grupos croméforos definem as caracteristicas espectrais unicas das ficobiliproteinas,
dependendo do nimero e tipo de bilinas presentes, do meio e da relagdo estérica uma com a
outra (Tabela 1) (VISKARI & COLYER, 2002; VISKARI & COLYER, 2003; SANTIAGO-
SANTOS et al., 2004).
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Figura 1. Ficobilinas comuns: grupos tetrapirrflicos cromoéferos lineares,
covalentemente unidos as cadeias de polipeptideos de ficobiliproteinas através de ligagcdes

tioéteres aos residuos de cisteina

Ficobiliproteinas sdo proteinas hidrossoliveis e altamente fluorescentes derivadas das
cianobactérias e das algas vermelhas, e podem constituir acima de 60% do conteido de

proteina soldvel. Os diferentes grupos refletem variacdes entre as proteinas em um especifico
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perfil dos seus espectros de absorbancia e a localizacdo exata das suas absorbancias maximas.
Pela absor¢do de energia na regido de 470 nm a 670 nm, estas proteinas permitem aos
organismos 0s quais estdo associadas estender os limites de seus espectros de absorcdo, ao
coletar luz que ndo é de outro modo absorvido eficiente pela clorofila a. Estes compostos
participam de uma corrente de transferéncia de energia extremamente eficiente através dos
quais transferem a energia de excitagdo por processos com menor radiacdo para centros de
reacdo nas membranas fotossintéticas para a conversdo em energia quimica (VISKARI &

COLYER, 2003).

Tabela 1. Propriedades fisicas e espectrais de algumas ficobiliproteinas

Absortividade molar

Ficobiliproteina* Massa molecular Amax 1 1
(cm .mol™)
Aloficocianina 104000 660 730000
C-ficocianina 232000 647 1540000
R-ficoeritrina 240000 578 1960000
B-ficoeritrina 240000 575 2410000

* Os prefixos associados com o nome da ficobiliproteina (C-, R- e B-) se referem a nomenclatura histéria indicando a fonte de extragdo

As ficobiliproteinas sdo chamadas de pigmentos antenas e ficam organizadas em
agregados supramoleculares — as ficobilisomas, associadas aos residuos de cisteinas da
apoproteina — de maneira a maximizar a transferéncia de energia para os complexos proteina-
clorofila localizados na membrana tilacéide, que possui a mesma fungdo dos cloroplastos das
plantas superiores. Devido a sua limitada distribuicdo e as dificuldades de purificagdo estes
pigmentos possuem um custo muito alto, e a obtengdo deles como compostos puros € um
negécio atrativo. Sdo usadas como uma proteina natural seca na industria de alimentos (C-
ficocianina) e na industria de cosmético (C-ficocianina e R-ficoeritrina), assim como para
pesquisa na drea da biomedicina, apresentando um grande potencial como agente terapé€utico
nas doencas induzidas pelo stress oxidativo (REIS et al., 1998; MINKOVA et al., 2003). O
seu uso como pigmentos naturais em alimentos, tais como gomas de mascar, produtos licteos,
geléias e sorvetes, e cosméticos como batom e delineadores de olhos, principalmente no
Japdo, Tailandia e China, vem substituindo os pigmentos sintéticos, o que é uma vantagem,
uma que estes em geral sdo toxicos, carcinogénicos ou de um modo geral perigosos. Esses
compostos também tém mostrado valor terapéutico pela atividade imunomodulante e

anticancerigena. (ROMAN et al., 2002; MINKOVA et al., 2003).



40

No Japdo, onde o cultivo de microalgas é uma industria bem desenvolvida, alguns
pigmentos naturais das ficobiliproteinas ja foram patenteados. Outros corantes preparados a
partir de algas sdo também convenientes para uso em cosméticos, e novamente, a [3-
ficoeritrina é a mais valiosa das ficobiliproteinas devido a sua intensa e incompardvel
coloragdo résea (ROMAN et al., 2002).

As biliproteinas nas cianobactérias sdo obtidas como produtos de dissociacdo dos
ficobilissomas. Quando as células sdo quebradas e o contetido celular escapa para um meio
aquoso com baixa forca idnica, os ficobilissomas dissociam em vdrios componentes € as
biliproteinas sdo obtidas para andlise. A estabilidade dos complexos das associagGes de
biliproteinas varia entre as biliproteinas e as suas diferentes fontes. A aloficocianina, com um
comprimento de onda miximo de 650 nm, é encontrada préxima ao pH da neutralidade em
boas condi¢des tendo trés a e trés B polipeptideos; apresentando cada um destes um
cromofero (bilina). As biliproteinas podem ser completamente dissociadas em polipeptideos o
e B por vérios agentes desnaturantes. A determinacdo da seqiiéncia dos aminodcidos de vérias
biliproteinas tem sido um passo importante no entendimento das suas propriedades

(MACCOLL, 1998; VISKARI & COLYER, 2003).

Ficobilissomas

Ficobilissomas sdo complexos protéicos compostos de ficobiliproteinas e proteinas de
ligagdo de menor coloragdo. Estes compostos soliveis em dgua e produtores de luz estdo
localizados na superficie das membranas tilacides das cianobactérias (Figura 2). A forma
morfolégica mais comum das ficobilissomas € descrita como ‘“hemidiscoidal”, composta de
dois elementos sub-estruturais: o nicleo e os bastdes periféricos. O nicleo contém vdrias
protefnas cilindricas agrupadas que s@o compostas principalmente de aloficocianina e
proteinas agrupadas. Os bastdes periféricos se difundem das superficies do nicleo agrupado e
sdo compostas de hexameros de ficobiliproteinas (ZHAO et al., 2001). Atuam na produgdo de
luz e migracdo de energia, principalmente no Fotossistema II. Quando a energia absorvida
pelas cromoproteinas (biliproteinas) das ficobilissomas alcanca os centros de reacdo do
Fotossistema II, ocorre a transformacdo da energia de excitagdo para energia quimica. As
biliproteinas absorvem a radiacdo na regidao do espectro visivel onde clorofila a tem baixa
absortividade. A composicdo de ficobilissomas varia de organismo para organismo, e
organismos individuais apresentam ficobilissomas que sdo modificados pelo ambiente em

diversas maneiras. As ficobiliproteinas absorvem luz em uma ampla faixa de comprimentos
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de onda no espectro visivel e transfere a energia de excitacdo por processos com menor
radiacdo para centros de reacdo nas membranas fotossintéticas para a conversdo em energia

quimica (MACCOLL, 1998).

e Licobilizsoma

e Iffembrana Tilacdide

Ficoentrina

Ficoctanna

Aloficociamna

Figura 2. Modelo de um ficobilissoma tricilindrico hemidiscoidal

2.4.4.1 Ficobiliproteinas

2.4.4.1.1 Ficocianina

Entre as ficobiliproteinas, a ficocianina € o mais importante pigmento natural azul para
a industria de alimentos, correspondendo cerca de 20% do peso seco de uma cianobactéria.
Recente foi observado que este pigmento também possui certas propriedades terapéuticas,
como ac¢do anti-oxidante, e provém cerca de vinte vezes mais atividade anti-oxidante que o
dcido ascorbico, além de ter sido pesquisada também como anti-inflamatério em funcio de
sua atividade hepatoprotetora (PADYANA et al., 2001; SANTIAGO-SANTOS et al., 2004).

Tem sido sugerido que o efeito anti-inflamatério poderia ser devido a sua habilidade
de eliminar os radicais livres e inibir as enzimas envolvidas na formacao das prostaglandinas
inflamatdrias, entre elas a 2-cicloxigenase. A ficocianina contém uma cadeia aberta

tetrapirrélica croméfora conhecida como ficocianobilina, a qual é covalentemente unida a
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apoproteina. Evidéncias sugerem que a ficocianobilina desempenha um papel importante nas
propriedades bioldgicas exibidas pela ficocianina. A ficocianobilina tem uma estrutura
quimica similar a bilirubina, um pigmento da bile, o qual é conhecido por eliminar varias
espécies oxigenadas reativas in vivo. A bilirubina é também conhecida por inibir ONOO
intervindo na oxidag@o. O anion perdéxido nitrito (ONOQO’) € uma toxina inorginica de
importancia bioldgica e seu poder oxidante pode ser gerado in vivo a partir do 6xido nitrico e
superéxido. Pode oxidar vérias biomoléculas tais como lipidios, proteinas e tidis, causando
extensiva modificacdo da base estrutural. Recentes estudos tém implicado ONOO"™ a vdrias
desordens inflamatérias e dano oxidativo do DNA, sendo considerado um dos eventos que

ocorrem durante a inflamacao cronica (BHAT & MADYASTHA, 2001).

2.4.4.1.2 Ficoeritrina

Algumas cianobactérias tém quatro tipos de biliproteinas em vez de ficoeritrinas, as
ficoeritrocianinas. Visualmente as ficoeritrinas aparecem com a coloragdo vermelha. Podem
ser divididas em trés classes principais, dependendo do seu espectro de absorcdo, f-
ficoeritrina (picos a 545 nm e 565 nm), R-ficoeritrina (picos a 499 nm e 565 nm) e C-
ficoeritrina (pico a 565 nm). A B-ficoeritrina tem mostrado ser particularmente util devido ao
seu amplo coeficiente de absorcdo e boas propriedades fluorescentes. Este composto
apresenta fluorescéncia na regido espectral que € distinta da regido de emissdo de simples
pigmentos organicos comumente utilizados como indicadores fluorescentes. Portanto, a -
ficoeritrina é um candidato de grande valor no design e caracterizacdo de elementos
fotosensiveis em biosensores (ROMAN et al., 2002).

As ficobiliproteinas puras provenientes de extratos crus sdo usualmente obtidas a
partir da combinacdo de métodos diferentes e ndo proporcionais. Particularmente, a
ficoeritrina é classicamente purificada pela combinacdo de diversas técnicas, tais como
precipitacdo com sulfato de amonio, cromatografia de troca-idnica e filtracdo em gel. Os
procedimentos de purificagdo sdo freqiientemente longos e complexos. Por essa razdao o uso
desta biliproteina tem sido um pouco limitado por sua dificil preparacio de quantidades

adequadas da proteina purificada (ROMAN et al, 2002).
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2.4.4.2 Clorofila

A clorofila é um pigmento natural presente nas plantas fotossintéticas, assim como em
algas e cianobactérias. A maior parte dos produtos industriais produzidos a partir de derivados
da clorofila é destinado para a demanda crescente de corantes naturais para o a industria de
alimentos e bebidas. Parte da producgdo industrial é também destinada para o mercado de
cosmético e produtos para higiene pessoal, além de produtos farmacéuticos. Atualmente
grande parte dos produtos comerciais a partir da clorofila é obtida de fontes vegetais. Porém,
h4d um grande interesse no campo da biotecnologia para obtencdo de compostos coloridos a
partir de fontes ndo vegetais, uma vez que o uso de processos de fermentacdo possui um
nimero de vantagens quando comparado a fontes vegetais, incluindo a possibilidade de
cultivo continuo e a rdpida multiplicacdo dos microrganismos (RANGEL-YAGUI et al,
2004).

A clorofila a, presente nos cloroplastos de todas as células das plantas verdes, é
formada por complexos de moléculas e Mg+2, contendo quatro anéis pirrélicos substituintes,
um dos quais (anel IV) estd reduzido. A clorofila a possui também um quinto anel, que nao é
pirrol. Este derivado porfirinico de cinco anéis caracteristicos € chamado de feoporfirina. A
clorofila a também possui uma longa cadeia lateral isoprendide, consistindo do dlcool fitol,
esterificado a um grupo carboxila substituinte no anel IV. Os quatro dtomos de nitrogénio
centrais da clorofila a estdo coordenados com o Mg+2. O sistema fortemente colorido de cinco
anéis, que forma um longo anel ao redor de Mg, dota a molécula com poderes de absorver luz;
o magnésio promove a formacdo de agregados de clorofila, que facilitam a captagdo de luz; e
a longa cadeia hidrofébica lateral ndo apenas ancora, mas também orienta a molécula de
clorofila na bicamada lipidica da membrana (LEHNINGER, 1991).

De acordo com Rangel-Yagui et al. (2004) hd uma relacdo inversa entre a intensidade
de luz e a concentracdo de clorofila ¢ na biomassa. Em um trabalho realizado por estes
autores foi observado que a maior concentragdo de clorofila a ocorreu em cultivos submetidos
a luminosidade de 1400 lux e a menor utilizando 5600 lux, quando as demais condicdes de
cultivo para ambos os experimentos foram as mesmas. Foi deduzido entdo que o cultivo sob
condicdes de fraca iluminagdo gera células com contetidos de clorofila maiores, no sentido de

otimizar a captura de luz.
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2.5 Compostos nitrogenados

O alto contetddo protéico tem tornado as cianobactérias uma fonte vidvel de proteinas,
devido principalmente a presenca de significativas concentracdes de aminoécidos essenciais.
O contetido em proteinas de cianobactérias pode fornecer informacgdes importantes sobre a
biomassa, visando estudos sobre o seu valor nutricional (LOURENCO et al., 1997).

O método oficial para a determinagdo de proteina é o Kjeldahl, que consiste na medida
de todo o nitrogénio contido na amostra por meio de digestdo ou por andlise elementar, o
resultado obtido é multiplicado por um fator dependendo do indice de nitrogénio da proteina
(AOAC, 2000). O fator 6,25 para conversdo de valores de nitrogénio a proteina estd em uso
até hoje, apesar de sua variabilidade. As diferengcas entre as fontes de proteina e a
uniformidade de sua composicdo, como nos produtos de leite ou de trigo, por exemplo,
iniciaram a aplicacdo de outros fatores de conversdo de nitrogénio em proteina (RAFECAS et
al., 1994).

As grandes variagOes constatadas nos teores de proteinas para as cianobactérias e/ou
microalgas podem estar associadas ao fato desses microrganismos poderem acumular
significativas concentracdes de nitrogénio inorgdnico antes da assimilacdo. Esses
componentes nitrogenados sdo assimilados em aminodcidos e proteinas, acumulados no meio
intracelular, podendo ocorrer em decorréncia de alta disponibilidade de nitrogénio no meio e
suas variacdes ambientais. Isto poderia contribuir para as oscilagdes registradas para os teores
protéicos, uma vez que a utilizacdo do fator 6,25 para obter o total de proteina estaria
convertendo também componentes nitrogenados ndo protéicos (DORTCH & CONWAY,
1984; FLYNN et al., 1994; LOURENCO et al., 1997).

O nitrogénio ndo protéico representa uma fracdo importante e envolve um largo grupo
de componentes, inclusive uréia, amodnia, aminodcidos, peptideos, aminas, pigmentos, amidas
e nucleotideos. Essas informacdes podem ser verificadas na tabela 2, que compara o
nitrogénio procedente de cianobactérias e legumes.

As cianobactérias utilizam como fonte inorgidnica de nitrogénio, nitrato, nitrito,
nitrogénio atmosférico e amdnia. Quando o fon amdnio estd disponivel, estes microrganismos
ndo assimilam outra forma de nitrogénio até este ser totalmente consumido. Isto ocorre por a
amOnia ndo necessita de um sistema enzimdtico de redugdo, resultando em economia de
energia para a célula, pois em geral todas as outras formas de nitrogénio requerem a reducio

para amonio. Desta forma o nitrogénio amoniacal é a fonte preferencial de nitrogénio destes
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microrganismos, € sua disponibilidade € crucial para seu metabolismo (MURO-PASTOR &
FLORENCIO, 2003; GARCIA-FERNANDEZ & DIEZ, 2004). Segundo Danesi et al. (2002)
a uréia é facilmente assimilada por cianobactérias por ser facilmente convertida a amodnia

durante o cultivo.

Tabela 2. Composicao do nitrogénio presente em cianobactérias e legumes

Material Nitrogénio total* Nitrogénio protéico* Nitrogénio nio protéico*
Cianobactérias
Spirulina platensis 8,56 6,98 1,58
Scenedesmus acutus 7,3 6,30 1,0
Legumes
ervilha 3.8 34 0,4
vagem 4.4 4,1 0,4

#g.100 g de peso seco
Fonte: Devi et al., 1981

Shi et al. (2000) estudaram o efeito de nitrato, amoénio e uréia como fontes de
nitrogénio no crescimento heterotréfico de Chlorella protothecoides em meio sintético. As
maximas concentracdes de biomassa na trés culturas com nitrato, amdnio e uréia foram 18,4
g.L'l, 18,9 g.L’1 e 19,6 g.L’1 de células secas, respectivamente. Da mesma forma, Hornes et al.
(2004) estudaram o crescimento da cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli em meio
BG11 (Braun-Grunow medium) com substituigdo parcial de NaNOs; por NH4Cl, nas
concentracoes de 35 mg.L’l, 70 mg.L'1 e 140 mg.L'1 em N-NH,", em uma cimara
climatizada com temperaturas de 20°C e 35°C, constatando-se a tolerdncia deste
microorganismo em todas as condi¢des avaliadas.

O nitrogénio amoniacal existe em solugdo aquosa tanto como fon amoénio (NH,)
como amodnia gasosa (NHj3), e a predominincia de uma destas formas ird depender do pH e
temperatura do meio. Estima-se que mais de 90% do nitrogénio amoniacal permanece na
forma de gés a pH 10,5 e 20°C, mas somente 20% ¢& volatil a pH 9,0 e 10°C (OLGUfN et al.,
2001).

A influéncia das concentragdes de nitrato no conteido de pigmentos e proteinas foi
estudada por Loreto et al. (2003), os quais reportam que a concentracdo de nitrato incrementa
a producdo de ficocianina, clorofila a, carotendides e proteinas, sendo necessario utilizar
concentracoes eqiiivalentes a 8mM de NaNOs.

De acordo com Von Riickert & Giani (2004) altas densidades celulares e protéica

foram encontradas em meio contendo nitrato, ou mistura de nitrato e amdnio, bem como
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acimulo intracelular de nitrogénio em formas variadas como nitrato, amoénio, aminodcidos,
proteinas, RNA (Acido Ribonucléico) e pigmentos.

Olguin et al. (2001) verificaram que a influéncia da concentracdo de nitrogénio
presente no meio de cultivo na composi¢do quimica da cianobactéria Spirulina sp. A
biomassa desenvolvida no meio contendo menor concentracio de nitrogenados apresentou um
contetido de proteina da biomassa significativamente menor (p<0,05) comparado ao meio
padrao.

O {on amoénio € o composto chave na assimilacdo de nitrog€nio em numerosos
sistemas bioldgicos porque € a forma inorganica de nitrogénio que € incorporado no esqueleto
carbonado, usualmente pelo ciclo da glutamina/glutamato sintetase. Este componente € a
forma nitrogenada mais reduzida disponivel para assimilagdo, estando as outras formas de
nitrogénio encontradas na natureza na forma oxidada, principalmente como nitrato, nitrito,
uréia ou gés nitrogénio (N,). Em geral, todas essas formas de nitrogénio requerem a reducio a
amoOnio, em um processo que necessita de energia. Por essa razdo a maioria dos organismos
prefere amdnio como fonte de nitrogénio e, na auséncia deste, sdo utilizadas diferentes
estratégias para efetuar a assimilacdo do nitrogénio por sistemas regulatdrios distintos que
garantem a fonte deste componente a partir de fontes alternativas (MURO-PASTOR &
FLORENCIO, 2003). Von Riickert & Giani (2004) constataram uma maior assimilacdo de
nitrogénio e posterior conversdo em proteina quando a cianobactéria Microcystis viridis
Lemmermann foi desenvolvida em meio contendo amodnio em compara¢do com o fon nitrato.

A maioria das cianobactérias pode usar nitrato, nitrito ou ions amdnio como fontes de
nitrogénio, e algumas espécies tém a capacidade também de fixar nitrogénio gasoso ou
utilizar uréia. Com exce¢do do gds nitrogénio, as cianobactérias possuem sistemas de
transporte especificos para as diferentes formas de nitrogénio, mas a maioria deles pode
também entrar na célula por difusdo, dependendo de sua concentracdo ou do pH do meio de
cultura. Nitrito e nitrato sdo reduzidos por nitrito e nitrato redutases, respectivamente, sendo
que ambas enzimas usam ferredoxina como doador de elétrons (MURO-PASTOR &
FLORENCIO, 2003). A uréia é convertida a amdnio pela urease; e o gis nitrogénio é
reduzido a amdnio pelo complexo nitrogenase. Outras formas de nitrogénio como alguns
aminodcidos requerem sistemas de transporte especificos e uma metaboliza¢do adicional para
produzir am6nio (HERRERO et al., 2001).

As biomassas microbianas possuem em geral elevados teores de dcidos nucléicos. O

nivel destes compostos nas cianobactérias € baixo em relacdo a outras fontes alimentares de
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organismos unicelulares, o qual tem sido relatado como cerca de 4-6% para microalgas e
cianobactérias, 2,5-6% para fungos, 8-12% para leveduras e 20% para bactérias. Esses
elevados teores de 4dcidos nucléicos € uma caracteristica de células em rdpido crescimento.
Comparando com fontes protéicas ndo convencionais, as cianobactérias contém elevadas
concentracdes deste componente. Quando expressos em base protéica, possuem entre 8 € 25 g
por 100 g de proteina (CRUEGER & CRUEGER, 1993; SGARBIERI, 1996; SGARBIERI &
PACHECO, 2002).

Devido a inabilidade do organismo humano para metabolizar o &cido (rico
proveniente do metabolismo das purinas, o aumento no consumo de 4cidos nucléicos pode
levar a altos niveis de &4cido tdrico no soro. Desta forma poderia culminar com o
desenvolvimento de moléstias como a gota, e por isso recomenda-se que a ingestdo didria
mdxima de 4cidos nucléicos de fontes ndo convencionais seja de 2,0 g.d'l, com acidos
nucléicos totais ndo ultrapassando 4,0 g.d'l, pois o consumo por periodo prolongado
aumentard significativamente o risco de formag@o de célculos renais. Como conseqii€éncia um
limite tolerdvel para o consumo didrio de microalgas e cianobactérias seria de 30 g, o que
representaria menos de 10% do consumo didrio de alimento de um adulto normal
(BOROWITZKA, 1994). Contudo isso ndo tem sido demonstrado definitivamente, uma vez
que muitos animais de laboratério, como ratos, nao resultam a formacio de célculos renais
(SGARBIERI, 1996, SGARBIERI & PACHECO, 2002; ARAUJO et al., 2003). Além disso,
¢é possivel reduzir o conteddo de dcido nucléico a 1-2% através de um processo de choque
térmico para a ativacdo das ribonucleases que degradam o 4cido ribonucléico (SGARBIERI,
1996; ANUPAMA & RAVINDRA, 2000).

Queiroz et al. (2001) determinaram o contetido total de dcidos nucléicos na biomassa
da cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli aplicada ao tratamento do efluente da
parboilizacdo do arroz, obtendo um valor de 4,37% de 4cidos nucléicos totais,
correspondendo uma relagdo proteina-dcido nucléico de 12,5, similar ao citado na literatura

para a cianobactéria Spirulina.
2.6 Cinética de crescimento
A obten¢do de pardmetros cinéticos € realizada pela observacdo da deplecdo do

substrato e o aumento da concentra¢do de biomassa com o tempo através de experimentos em

batelada (NAKHLA et al., 2006; BELTRAN-HEREDIA et al., 2000).
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Os sistemas de batelada sdo freqlientemente utilizados para estudar a cinética do
crescimento microbioldgico, remog¢do de substrato e a biodegradabilidade de substancias,
visando assim otimizar as reacdes bioldgicas. Nos processos bioldgicos as varidveis que sio
de grande relevancia para a avaliagdo econdmica de tais processos biotecnoldgicos sdo fator
de conversdao de substrato em célula (Yxss), taxa de remocdo de substrato especifica (qs),
velocidade especifica de crescimento médxima (pmsx) € constante de decaimento enddgeno
(Kp). Todos estes pardmetros tém uma importincia tecnoldgica no aumento de escala dos
processos biotecnoldgicos (LIU et al., 1999; LIU et al., 2005; RAJOKA et al., 2006; WANG
et al., 2007).

O aumento da biomassa estd relacionado com a velocidade especifica de crescimento e
com a concentracdo de indculo, geralmente funcio de trés parametros: concentragdo inicial do
substrato limitante, velocidade maxima de crescimento e de uma constante especifica de cada
substrato (CRUEGER & CRUEGER, 1993). As velocidades maximas de crescimento sio de
considerdvel importancia industrial, sendo que o valor depende do microrganismo e das
condi¢des do processo. De acordo com Jianlong et al. (2000), a performance dos tratamentos
bioldgicos de efluentes estd relacionada com as condigdes de desenvolvimento dos
microrganismos, ji que a eficiéncia do processo é proporcional a concentragdo de biomassa
no reator.

A velocidade da reacdo pode ser expressa em termos da taxa de variacdo da
concentracdo de qualquer das substincias envolvidas ou da concentragdo do microrganismo
utilizada com o tempo.

O ciclo de operacdo de um processo descontinuo compreende os seguintes periodos:

a) periodo no qual o microrganismo se encontra em sua fase de adaptacdo ao meio ou
fase lag, na qual as células sintetizam as enzimas que lhes sdo necessdrias para metabolizar os
substratos presentes;

b) periodo no qual se verifica crescimento exponencial, sendo o tempo de duragdo
desta fase em funcdo do tamanho do indculo, idade das células e do seu estado bioquimico,
denominada fase logaritmica ou exponencial;

c¢) periodo em que o nimero de células permanece constante e que corresponde ao
esgotamento do meio de cultura devido ao desaparecimento de um ou de vérios compostos
necessarios ao crescimento;

d) periodo no qual a taxa de morte excede a producio de novas células, havendo o

decréscimo da concentracdo celular.
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Nos processos comerciais € conveniente reduzir a fase de laténcia tanto quanto
possivel, evitando a perda de tempo assim como o consumo de nutrientes necessdrios para
manter o cultivo vidvel neste periodo de tempo. Uma forma de reduzir o tempo de laténcia é
utilizando um indculo relativamente grande (3-10%) de um cultivo na fase exponencial que
tenha sido preparado no mesmo meio que o utilizado no processo (TREVAN et al., 1990).

A partir das curvas de consumo dos diferentes substratos e concentragdo do
microrganismo em funcdo do tempo € possivel determinar, em cada instante, as velocidades
de consumo do substrato (dS/dt) e de crescimento do microorganismo (dX/dt). Considerando
que, no intervalo de tempo t; - t, correspondente a fase exponencial, a concentragdo do
microorganismo tenha sofrido uma varia¢do, pode-se determinar a producdo de biomassa a
partir da equacdo 2, considerando-se uma equacdo cinética de primeira ordem (METCALF &

EDDY, 1991):

ax _

dar @
Onde: U = velocidade especifica de crescimento maxima (h™)
X = concentragdo celular no intervalo de tempo dt (mg.L’l)
Integrando-se a equagdo 2, obtém-se:
X = X, e & (3)

Onde: X¢= concentragdo celular apds o crescimento exponencial (mg.L’l)

Xo = concentracdo celular no inicio da fase exponencial (mg.L’l)

At = intervalo de tempo do crescimento exponencial (h)

Ou entdo, aplicando o logaritmo e isolando:
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A velocidade especifica de consumo do substrato é descrita conforme a equacgao 5:

ds
-2 =g X 5
7 qs 5)

Onde: qs = taxa de remocdo de substrato especifica (mg S.mg biomassa.h")

Este parametro é extremamente varidvel e ird depender das caracteristicas do reator,
substrato e biomassa.

As bactérias se multiplicam por fissdo bindria, na qual a célula original forma dois
novos organismos, duplicando a populagdo. O tempo requerido para cada fissdo &
denominado tempo de geracdo (tg), é especifico para cada microrganismo e pode variar de
vérios dias para menos de 20 minutos. Na fase exponencial de crescimento, o tempo de
geracdo € determinado pela equacio 6 (METCALF & EDDY, 1991; VON SPERLING,
1997).

_In2
ltlmax

tg ©)

Onde: tg = tempo de geragado (h)

O fator de conversdo substrato-microrganismo é definido como a relag@o entre a massa
de microrganismos produzida e a massa de substrato consumida para tal producio e € obtido

através da equacdo 7.

AX

Yy s :_A_S (7

Onde: Yyx/s = fator de conversao substrato em microrganismo (mg biomassa.mg sh
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2.7 Modelagem matematica de crescimento microbiolégico

O conhecimento da biocinética é essencial para o projeto e otimiza¢do das condig¢des
operacionais de sistemas bioldgicos de tratamento de efluentes (VAVILIN & LOKSHINA,
1996; CONTRERAS et al., 2000).

A modelagem matemadtica de um crescimento microbioldgico tem sido utilizada para
estimar os parametros requeridos no estudo de crescimento em diferentes condigdes fisicas e
quimicas, para formular meios microbiolégicos apropriados, investigar o efeito de
antimicrobianos ou para construir modelos de predi¢do para uso em alimentos e fermentagéo
microbiolégica (BARANYT et al.,, 1993; BUCHANAN, WHITING & DAMERT, 1997;
WHITING & BUCHANAN, 1997).

Dentro da modelagem preditiva, o uso de uma funcdo matematica em particular ¢ um
meio de classificar modelos. A escolha de um método e sua aplicag@o especifica é largamente
determinada pelo niimero de varidveis (BUCHANAN, 1993).

Existem vdérias fungdes sigmoidais que tém sido utilizadas na modelagem de
crescimento somético e dindmicas de populacdo e que poderiam ser aplicadas ao crescimento
microbioldgico. Apesar do nimero de equacdes ndo lineares diferentes utilizadas como
funcdes do crescimento, ndo ha nenhuma fungdo que seja essencialmente superior as outras
(LOPEZ et al., 2004).

Os modelos cinéticos predizem a concentragdo e a taxa de crescimento do
microrganismo (BUCHANAN, 1993). Pode-se entdo modelar a taxa de crescimento de um
organismo e utilizd-la para efetuar predicdes baseadas no crescimento exponencial da
populag@o microbioldgica. Outra aplicagdo desse método € tragar uma curva de crescimento
microbiolégico, e entdo modelar os efeitos de vérios fatores ambientais, como a temperatura,
nesta funcdo. Ambos os modelos sdo construidos pela avaliacdo cuidadosa dos dados
coletados em relagdo ao aumento na biomassa, onde os nimeros sdo obtidos a partir de um
estudo criterioso dos parimetros intrinsecos e extrinsecos, tais como temperatura, pH ou ay
(atividade de dgua). Isto permite aos pesquisadores estudarem a fase de adaptagdo dos
microrganismos, o tempo de geracdo ou ainda a taxa exponencial de crescimento (DICKSON
et al., 1992; VAN IMPE et al., 1995).

Os modelos primérios descrevem as mudangas do nimero de microrganismos com o
tempo em condicOes de cultivo determinadas. A resposta pode ser medida diretamente pela

contagem celular, formag¢do de toxinas, nivel de substrato ou produtos metabdlicos, e
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indiretamente por absorbancia, densidade 6tica ou impedancia. Se a curva de crescimento é
monitorada através da variagdo do crescimento com o tempo, os dados coletados podem ser
graficados através de um modelo primdrio. Isto entdo pode gerar informagdo sobre o
desenvolvimento microbiolégico, como o tempo de geracdo, duragdo da fase lag, taxa de
crescimento exponencial e densidade maxima da populacdo microbiana (BUCHANAN, 1993;
WHITING & BUCHANAN, 1993; WHITING, 1995).

O modelo de crescimento mais comumente utilizado € o da equagdo diferencial de
primeira ordem, na qual a taxa de crescimento ndo depende diretamente do tempo. Neste caso
estdo incluidas as funcdes de Gompertz, Richards e Logistico.

Os modelos empiricos, tais como a fungdo de Gompertz, sdo relacionados com
conseqiiéncias préticas e simplesmente descrevem os dados nas condi¢des ambientais na
forma de uma relagdo matemadtica conveniente (GIBSON et al., 1987). A equagdo original de
Gompertz ndo considera a fase lag, como é o caso de sua forma modificada, mas apenas o
aumento da densidade de células, uma vez iniciado o crescimento exponencial (McMEEKIN
& ROSS, 2002). A fungdo de Gompertz ¢ um modelo de crescimento primdrio comumente
utilizado, e ndo foi originalmente estabelecido para modelar o logaritmo da concentracdo
celular. A fun¢do de Gompertz, considerada puramente empirica, foi utilizada para predizer
fases de adaptacdo longas e tempos de geracdo curtos quando comparado com a funcdo de
Baranyi (FARBER et al., 1996).

O modelo original e modificado de Gompertz tem como base as Equacdes 8 e 9,

conforme descrito por ZWIETERING et al. (1990).

y — A+ Ce—exp[B(t—M)] (8)

(€))

O modelo logistico descreve o crescimento da populagdo microbioldgica em fungdo da
concentracdo inicial, tempo de residéncia, taxa de crescimento e concentracio final. A fungéo
logistica original foi desenvolvida por Pear & Reed (1920), tendo base os trabalhos iniciais de
VERHULST (1838). Estes autores apuraram que, para virios microrganismos, o grafico do In
crescimento vs. tempo tinha uma forma sigmoidal. Foi verificado ainda que a taxa de aumento

do crescimento microbioldgico diminuia quando a populagdo se aproximava do ponto de
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saturacdo do ambiente, devido a fatores como reducdo da disponibilidade de nutrientes,
predacdo, aumento da densidade de microrganismos e liberagdo de componentes téxicos no
meio. O uso do modelo logistico para descrever o crescimento nesses casos tem sido
empirico, entretanto, o modelo pode ser derivado para que os coeficientes tenham significado

biolégico (WACHENHEIM et al., 2003; PELEG et al., 2007).

A+C
SR o

O modelo de Baranyi é considerado um modelo dindmico, capaz de lidar com
condi¢cdes ambientais que variam com o tempo (BARANYTI et al., 1993; BARANYTI et al.,
1995; BOVILL et al., 2000; DONG et al., 2007). Este fato pode ser confirmado pelos
trabalhos desenvolvidos por Baranyi et al., 1995 e Dong et al. (2007), em que foi testado com
sucesso para predizer o crescimento de Brochothrix thermosphacta e Clostridium sporogenes,
respectivamente, em diferentes condicdes experimentais. Ao contrdrio dos demais modelos, a
funcdo de Baranyi descreve a fase lag como um processo de ajustamento ao novo ambiente
(BARANYI et al., 1993; BARANYI et al., 1995).

O modelo de Baranyi (BARANYT, 1997) pode ser aplicado mediante a utilizacdo das
equacdes 11 e 12.

bnar A _ 4
Y =HmaxA(t) =1In 1+e—A (11)
Onde:
A(t) = t+ |n(e_“’““'t+ e_“’““')\—e_“’““'(pr)\)) (12)

umax
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No sentido de avaliar os modelos estabelecidos quanto ao ajuste e exatiddo em relacio
aos valores observados, avaliacdes internas e externas sdo aplicadas. Os indices de
desempenho dos modelos sdo obtidos através da Raiz quadrada do erro médio (RMSE), Erro
padrdo de predi¢ao (%SEP), Fator Bias (Bf) e Fator de acuracidade (Af), calculados através
das seguintes expressdes (ROSS, 1996), conforme Equagdes 13-16:

. (obs—pred®

Raiz quadrada do erro médio (RMSE): RMSE = n (13)
100 bs—pred

Erro padrio de predicdo (%SEP): ~ %SEP= 20 Sn predf (14)

(obs)
3 log(pred/obs)

Fator Bias (By): B,=10 " (15)
¥ |log(pred/obs |

Fator de acuracidade (Ay): A, =10 " (16)

Onde: obs = sd0 os valores observados dos pardmetros de crescimento
pred = s@o os valores preditos dos pardmetros de crescimento
Xobs = 830 as médias dos valores observados

n = ndmero de observacdes

A raiz quadrada do erro médio (RMSE) fornece a média da confiabilidade do modelo
aos dados utilizados para produzi-lo. Um baixo valor de RMSE indica um bom ajuste aos
dados experimentais (ZURERA-COSANO et al., 2006). O erro padrao de predicdo (%SEP) é
utilizado para confirmar a concordancia entre os valores observados e preditos. O célculo
deste pardmetro para erros relativos tem a vantagem de ndo depender da magnitude dos
valores observados (ZURERA-COSANO et al., 2006; DONG et al., 2007). Os fatores de
predicao bias (B¢) e acuracidade (Ay) sdo os métodos mais comumente utilizados para avaliar
a performance de modelos preditivos (ROSS, 1996). Entretanto, quando comparados com
método de predi¢do de zonas, Br e Ar sdo considerados menos efetivos na detec¢do de

problemas em modelos de crescimento, conforme ji& mencionado em trabalhos publicados
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para Salmonella e Escherichia coli (OSCAR, 2005). O fator de bias (Bf) é a medida da
extensdo acima ou abaixo dos valores preditos pelo modelo, sendo um indicativo de um ajuste
inapropriado do modelo aos dados experimentais. Ross et al. (2000) propds a seguinte
interpretacdo do fator bias quando utilizado para a avaliacdo da performance de modelos
envolvendo microrganismos patdégenos: 0,90-1,05 pode ser considerado aceitavel; <0,70 ou >
1,15 deveria ser considerado inaceitdvel. Contudo, o valor de B¢ ndo fornece indicacdo da
exatiddo média dos valores estimados, e deve ser interpretado com uma certa cautela, pois
super-estimacdes podem contrabalancar com sub-estimagdes dando um Bf préximo da
unidade. Uma solug@o para isto seria a andlise da média e do intervalo entre os valores
(DONG et al., 2007; LOPEZ et al., 2007).

A média estimada tende a ser menos precisa com o aumento do valor de A¢, enquanto
um valor de 1 indica que hd uma consisténcia perfeita entre os valores preditos e observados
(LEBERT et al., 2000). Ross et al. (2000) relataram que um fator de exatiddo aceitdvel
poderia ser determinado considerando o efeito do nimero de paridmetros ambientais no
modelo cinético. Uma baixa relag@o entre os valores observados e preditos pode ser devido ao
erro experimental, variabilidade natural e outros fatores adicionais relevantes que influenciam
o crescimento nos modelos ou condi¢des de crescimento nao limitantes (L()PEZ et al. 2004,

ZURERA-COSANO et al. 2006; DONG et al., 2007).

2.8 Fatores que interferem no cultivo de cianobactérias

Os fatores de maior importancia em um cultivo de cianobactérias sdo a temperatura,
nutrientes, pH e para determinados processos a luminosidade (MARTfNEZ et al., 2000;
EHIRA et al., 2003; OBAJA et al., 2003; FONTENOT et al., 2007a).

De la Noue & Pauw (1998) citaram que para o crescimento das cianobactérias sio
necessdrias concentracdes de nutrientes, tais como macronutrientes (carbono, nitrogé€nio,
foésforo, enxofre) e elementos tracos como cobalto, molibdénio, manganés e vitaminas. De
acordo com Pearson (1990) a relacdo entre nutrientes nitrogenados e fosforados (razdes N/P)
de 10 a 16 origina condicdes favordveis para o desenvolvimento de floracdes de
cianobactérias.

A degradagdo microbioldgica depende da quantidade de carbono, nitrogénio e fésforo
disponivel. Se hd pouco nitrogénio presente no meio, por exemplo, 0s microrganismos nao

terdo como produzir as enzimas necessdrias para utilizar o carbono. Por outro lado, se ha
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excesso de nitrogénio, particularmente na forma de amonia, esta poderd inibir o crescimento
(FONTENQT et al., 2007a).

De acordo com Martinez et al. (2000) a temperatura afeta o crescimento de todos os
microrganismos, ndo somente atuando diretamente nas reagdes quimicas que ocorrem durante
o crescimento celular mas também indiretamente influenciado a solubilidade do CO; e O, no
meio.

A temperatura tem uma grande influéncia no metabolismo microbiano, afetando, por
conseguinte, as taxas de oxidacdo da matéria carbonicea e nitrogenada. Em termos gerais, as
taxas da maioria das reacdes quimicas e bioldgicas aumentam com a temperatura, sendo que o
crescimento dos microrganismos se mantém até uma temperatura 6tima. A temperatura 6tima
para o crescimento de cianobactérias situa-se entre 25°C e 35°C (VON SPERLING, 1997).

O habitat das cianobactérias se espalha por todo o mundo de lagoas da Antértica a
fontes de dguas termais. Ha espécies psicrotréficas que estdo aptas a crescer em temperaturas
abaixo de 0°C e espécies termofilicas aptas a crescer em temperaturas acima de 60°C (EHIRA
et al., 2003).

Existem trés temperaturas referenciais para cada espécie de organismo: temperatura
minima, temperatura Otima e temperatura maxima. As temperaturas minima e mdaxima
estabelecem limites minimo e maximo, respectivamente, abaixo/acima do qual ndao ha
crescimento, e, na temperatura 6tima, a velocidade de crescimento pode atingir o limite
méaximo. Assim, quanto mais distante a temperatura de operacdo de um sistema biolégico
estiver da temperatura 6tima, menor serd a velocidade crescimento (MADIGAN et al., 2000
apud MENDONCA, 2002).

A temperatura apresenta um impacto definido na populagdo microbioldgica no
efluente e pode afetar o processo de nitrificacdo e desnitrificagdo. Se for dado um
considerdvel tempo para que a comunidade microbiana possa se aclimatar a uma determinada
nova temperatura, a eficiéncia de remocao de carbono e nitrogénio no tratamento biolégico
pode entdo ser aumentada em niveis extremos de temperatura em relagdo aos valores 6timos
(FONTENQOT et al., 2007a).

Temperaturas transitorias no tratamento bioldgico de efluentes podem resultar de
variacOes sazonais as quais no inverno podem representar grande desafio devido a redugdo da
atividade microbiolégica e afetar a performance do tratamento. Os efeitos de variacdes da
temperatura no metabolismo, estrutura e caracteristicas de floculacdo e sedimentagdo nio sio

ainda bem entendidos (MORGAN-SAGASTUME & ALLEN, 2003). Wilén et al. (2000)
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relataram o aumento da turbidez do efluente assim como fraca floculagdo quando ocorreu o
decréscimo da temperatura de 20°C para 4°C. Morgan-Sagastume & Allen (2003) estudaram o
impacto da variagdo da temperatura de 30°C a 45°C na estabilidade estrutural e carga
superficial de flocos de lodo ativado em reator de batelada seqiiencial do efluente da industria
de papel, e verificaram que a variacdo da temperatura alterou as propriedades fisico-quimicas
de floculacdo do lodo, dificultando o processo de formacdo dos flocos.

As plantas de tratamento bioldgico de efluente que apresentam temperaturas elevadas
operam tradicionalmente dentro da faixa mesdéfila (25°C a 35°C). Nos sistemas aerdbicos de
tratamento que atuam no limite da faixa meséfila (35°C a 40°C), devido as maiores
temperaturas no verdo, com a diminui¢do no inverno podem acarretar na diminui¢do dos
custos de equipamentos de resfriamento através da diluicdo direta do efluente, porém
resultando em instabilidade do sistema, o que se reflete na redugdo da eficiéncia de remocdo
de matéria organica e aumento da concentracdo de solidos suspensos (MORGAN-
SAGASTUME & ALLEN, 2003). Estes autores estudaram os efeitos das variacdes de
temperatura no tratamento bioldgico aerébio de efluentes em relagdo a eficiéncia do
tratamento, descarga de s6lidos, propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas do lodo. Foi
avaliado o efeito de mudangas da temperatura de 35°C a 45°C e 45°C a 35°C. Os autores
constataram um decréscimo acima de 20% na eficiéncia de remog¢do de DQO, diminui¢do da
sedimentacdo do lodo e decréscimo nas concentragdes de protozodrios e metazodrios.

No sentido de estabelecer limites de temperatura no processo de nitrificacdo e
desnitrificacdo quando € utilizado o sistema de batelada seqiiencial, Obaja et al. (2003)
realizaram experimentos em diferentes temperaturas no tratamento de efluente proveniente de
fazendas de criacdo de porcos, o qual se caracteriza pela alta concentragdo de fon amonio,
podendo alcancar 1650 mg.L'1 de N-NH,". Os autores conclufram que temperaturas menores
que 16°C interferem significativamente nas taxas de remog¢ao de amodnio e que a eficiéncia do
tratamento se torna inaceitdvel a niveis praticos. Foi constatado também que o processo de
desnitrificacdo ndo foi tdo afetado pela temperatura como a nitrificacdo e, embora a
porcentagem de remog¢do de nitrato tenha sido alta até mesmo nas baixas temperaturas
testadas, as taxas de remog¢do foram notadamente menores.

O decréscimo da taxa de assimilacdo de nutrientes do meio pode ser um passo
limitante para o crescimento de microrganismos a baixa temperatura. Algumas enzimas

relacionadas a assimilag@o estdo associadas com membranas, e que a insaturacio dos lipidios
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das membranas protegem essas enzimas da inativacdo a baixa temperatura (QUOC &
DUBACQ, 1997; SAKAMOTO et al., 1998).

As temperaturas altas podem causar a inativagdo das enzimas das vias metabdlicas
enquanto que em temperaturas baixas as atividades enzimdticas sdo reduzidas, além de ser
impedido o fluxo de nutrientes através da membrana celular, resultando em alta demanda para
a energia de manutencdo (CONVERTI & DOMINGUEZ, 2001).

Renaud et al. (2002) estudaram o efeito da temperatura no crescimento, composi¢do
quimica e composicdo de dcidos graxos em culturas de quatro espécies de microalgas. Os
autores verificaram que trés das espécies alcancaram crescimento maximo a temperaturas
entre 25°C e 30°C, com menor crescimento e declinio do nimero de células a temperaturas
acima de 30°C. Foram atribuidos a isso o rompimento do metabolismo celular e a morte das

células.

2.9 Tratamento fisico-quimico por coagulaciao/floculacgio

O processo de coagulacdo/floculacdo consiste de trés etapas distintas. Primeiro o
coagulante é adicionado ao efluente e uma rdpida e intensa mistura € iniciada. O objetivo é
obter a completa mistura do coagulante com o efluente para maximizar a efici€éncia da
desestabilizag¢do das particulas coloidais e iniciar a coagulagdo. Os pardmetros criticos para
esta etapa sdo a duracdo e a intensidade ou velocidade da agitacdo. Na segunda etapa a
suspensdo € agitada lentamente para aumentar o contato entre as particulas e facilitar o
desenvolvimento dos flocos. Novamente a dura¢do e a intensidade da floculagdo sdo os
parametros criticos. A terceira etapa consiste em encerrar 0 mecanismo de agitacdo e permitir
que o floco formado sedimente (EBELING et al., 2003).

Abdessemed & Nezzal (2005) avaliaram a a¢do conjunta do processo de coagulagio-
adsorcdo e ultrafiltracdo no efluente proveniente do tratamento secundario de uma planta de
tratamento de efluente doméstico, utilizando cloreto de célcio como agente coagulante e
carvdo ativado em p6é como adsorvente. Os resultados indicaram um aumento significativo da
performance da ultrafiltracio. Para uma concentragio de cloreto de célcio igual a 50 mg.L™,
os testes mostraram uma reduc¢do na Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) de 12 mg.L'1 e
turbidez igual 3 NTU, considerando que os valores médios de DQO e turbidez no efluente sdo

46 mg O, L' e 16 NTU, respectivamente.
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A coagulacdo é geralmente utilizada para eliminar substincias orgéanicas. Por outro
lado, os produtos normalmente usados ndo tém efeito na eliminagdo de corantes soliveis. A
coagulacdo modifica as caracteristicas da particula tais como o tamanho, carga e forma,
promovendo o aumento das taxas de permeabilidade e qualidade do permedvel. Esse
processo, principalmente quando € seguido pela sedimentacdo, evidentemente remove
quantidades considerdveis de contaminantes que causam obstrucdo de membranas, como as
utilizadas, por exemplo, na microfiltracdo e osmose reversa (KIM et al., 2005; ALLEGRE et
al., 2006).

A hidrélise de agentes coagulantes como do FeCl; e Alx(SO4); no meio alcalino
resulta na formagdo de hidréxidos dos sais correspondentes carregados positivamente na
forma de mondmeros ou polimeros. Os compostos carregados positivamente se combinam
com cargas negativas provenientes das particulas coloidais presentes no efluente através de
um mecanismo de neutralizacdo das cargas e apés um tempo de sedimentacdo pela acdo da
gravidade ocorrerd a separagdo do precipitado do efluente (GABELICH et al., 2002;
EBELING et al., 2003; WANG et al., 2007).

No processo de coagulagdo/floculacdo a remog¢do do fésforo presente no efluente
pode ser das seguintes formas: os fosfatos sdo incorporados aos s6lidos em suspensdo e a
reducdo destes durante o processo incluirdo a remocdo do fésforo; adsorcdo direta dos fons
fosfato nos produtos de hidrélise formados pelo ifon metdlico usado como coagulante; a
remogdo através da formacdo de precipitados de fosfato com os sais metdlicos utilizados
como coagulantes. A remocdo de matéria orginica e nitrogénio estd relacionada com a
remogdo de material coloidal, por precipitagdo ou adsor¢do junto ao floco, sendo o nitrogénio
representado em grande parte pela composicio em proteinas, consideradas parcialmente
hidrofébicas, devido a presenga de grupos —CH,, e parcialmente hidrofilicas, devido aos
grupos amino e carboxil que realizam as ligagdes peptidicas (VOLK et al., 2000; AGUILAR
et al., 2002; EBELING et al., 2003).

Estudos comparativos entre FeCls e Al (SO4); demonstraram que o primeiro
possibilita a produ¢do de uma dgua decantada de melhor qualidade em relagdo aos parametros
DQO, SS e nutrientes (VOLK et al., 2000; EBELING et al., 2003, AI-MUTAIRI et al., 2004).

A principal desvantagem do uso de sulfato de aluminio € a limitada faixa de pH de
6,5-7,5 em que € mais efetivo. Por outro lado a faixa 6tima de pH do cloreto férrico € mais
ampla, e abrange de 4-11. O floco de hidréxido férrico € também mais pesado do que o floco

de aluminio, aumentado a caracteristica de sedimentagcdo, podendo assim reduzir o tamanho
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do clarificador (EBELING et al.,, 2003). Quando o sulfato de aluminio é adicionado ao

efluente, a seguinte reacio ocorre:

Al (S04)3.18H,0 + 3Ca(HCO3), <> 3CaSO,4 + 2AI(OH); + 6CO, + 18H,O (17)

Um dos produtos formados, o hidréxido de aluminio (Al(OH)3), € um floco gelatinoso
insoldvel que sedimenta vagarosamente, arrastando consigo o material em suspensdo. Nesta
reacdo € requerida alcalinidade e, se ndo estd disponivel deve ser adicionada na taxa de 0,45
mg.L'1 como CaCOs3 para cada 1 mg.L'1 de sulfato de aluminio.

De forma similar para o cloreto férrico:

2FeCl3.6H,0 + 3Ca(HCO3);, «<» 3CaCl, + 2Fe(OH)3 + 6CO; + 12H,0 (18)

O hidréxido férrico (Fe(OH);) é também um floco gelatinoso insolivel que sedimenta
arrastando consigo o material em suspensdo. A alcalinidade também € requerida e, se nao esta
disponivel deve ser adicionada na taxa de 0,55 mg.L'1 como CaCOs para cada 1 mg.L'1 de
sulfato de aluminio (EBELING et al., 2003).

Se o pH do sistema for muito baixo (pH = 2,0-4,0) os fons hidrogénio irdo competir
com aluminio para DQO, SS e turbidez, resultando em uma remog¢do pobre de contaminantes.
Por outro lado, valores altos de pH poderdo produzir cargas negativas em que a adsorcdo serd
eletrostaticamente impedida (AI-MUTAIRI et al., 2004).

Rizzo et al. (2008) realizaram um estudo comparativo entre quitozana e sais metdlicos
como agentes coagulantes. As amostras foram sujeitas a uma agitacio rdpida de 100 rpm por
1 min seguido de agitag@o lenta de 30 rpm por 30 min e a subseqiiente sedimentacdo por 60
min. O composto cloreto férrico foi considerado o melhor coagulante em todas as condigdes

de pH (5, 6, 7 e 7,65) para a remog¢do de matéria organica e turbidez.
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RESUMO

O trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia da temperatura na remog¢do de matéria
organica, nitrogénio e fosforo do efluente da industria processadora de pescado pela
cianobactéria Aphanothece microscopica Niageli. As condi¢des experimentais foram
temperaturas de 10°C, 20°C e 30°C, pH ajustado a 7,5, aera¢do de 1 VVM e indculo de 200
mg.L". Os experimentos foram realizados em um reator de mistura completa com capacidade
para 4,5 L, tendo em sua parte inferior acoplado um sistema para promover a aeracdo e
agitacdo do meio. Os resultados indicaram remocgdes significativas (p<0,05) de DQO e P-PO,
> em até 48 h de cultivo para todas as condicdes analisadas. Quanto ao parametro NTK,
verificaram-se remog¢Oes médias de 92% e 93% nos experimentos a 20°C e 30°C,
respectivamente, em 30 h de cultivo. Os limites minimos estabelecidos pela legislacao
brasileira foram atingidos para os cultivos a 20°C e 30°C. A 10°C foram determinadas
remogdes de 80% e 82% em 48 h de cultivo para os pardmetros DQO e NTK,
respectivamente. A partir dos dados cinéticos para remocao simultanea de DQO, NTK e P-
PO4” foi possivel calcular o volume de um bioreator de mistura completa em sistema
continuo. A aplicagdo da cianobactéria Aphanothece microscopica Niégeli é vidvel no

tratamento do efluente do processamento de pescado na faixa de temperatura de 10°C a 30°C.

Palavras-chave: cianobactéria, efluente de pescado, remocao, temperatura
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ABSTRACT

The work aimed to study the influence of temperature on the organic matter, nitrogen
and phosphorus removal when the cyanobacterium Aphanothece microscopica Négeli was
grown in the fish industry effluent. The experimental conditions were temperature of 10°C,
20°C e 30°C,pH 7,5, 1 VVM and 200 mg.L'1 inoculum. Batch cultures of the cyanobacterium
were carried out in a 4,5 L complete stirred reactor, in its lower part a system with porous
stones was coupled for the air entrance, providing aeration and agitation of the medium. The
results indicated significant removals (p<0,05) of COD and P—PO4'3 in 48 h for all treatments.
Towards the parameter TKN, it was verified an efficiency removal of 92% and 93% at 20°C
and 30°C, respectively, in 30 h. The limits established by Brazilian legislation were reached
for the treatments at 20°C and 30°C. For the treatment using the temperature of 10°C was
found efficiency removals of 80% and 82% in 48 h for the parameters COD and TKN,
respectively. From the kinetic data for simultaneous removal of COD, TKN and P-PO,” was
possible to estimate the volume of the continuous reactor. Those results indicate the viability
of the application of the cyanobacterium Aphanothece microscopica Nigeli as treatment of

fish processing effluent in the temperature ranged from 10°C to 30°C.

Keywords: characterization, cyanobacterium, effluent, removal, temperature
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1 INTRODUCAO

As industrias de processamento de pescado sdo responsdveis pela descarga de
efluentes com grande variabilidade em sua composi¢do devido as diferentes matérias-primas e
tipos de processamento empregados. Os efluentes sdo caracterizados por alto conteido de
compostos biodegraddveis, como proteinas e 6leos e graxas (ASPE et al., 1997; PARK et al.,
2001; HORNES et al., 2004; OBAJA et al., 2005; WANG et al., 2005).

Nutrientes como nitrogénio e fésforo quando presentes nas dguas residudrias sdo
considerados fatores de extrema importancia, devido aos vérios efeitos adversos que podem
causar ao meio ambiente (GARG et al., 2001; EL-BESTAWY, 2005). A eutrofizacdao dos
ecossistemas aquaticos pode causar o aumento das algas e plantas, mortandade das espécies e
perda da fung@o do ecossistema. Por essas razdes numerosos estudos tem tido enfoque na
remogdo de nitrogénio e fosforo dos efluentes. A maior parte destes trabalhos sdo baseados
nos processos biolgicos com diferentes combinac¢des de processos anaerdbicos e aerdbicos,
tais como bioreator de membrana e reator de batelada seqiiencial (WANG et al., 2005;
KARGI et al., 2005; ASLAN & KAPDAN, 2000).

A utilizacdo de cianobactérias e microalgas no tratamento de efluentes tem sido
estudada visando a remocd@o destes compostos, demonstrando os resultados alto potencial
destes microrganismos para remogcio destes nutrientes (CRAGGS et al., 1997; MARTINEZ et
al., 1999; BASTOS et al.,, 2004; QUEIROZ et al., 2004; ASLAN & KAPDAN, 2006;
QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA et al., 2008). A utiliza¢do destes microrganismos traz consigo
uma série de vantagens em relacdo aos processos convencionais de tratamento de efluentes.
Entre elas é de importancia salientar o fato de ndo causar qualquer dano ambiental, ndo
provocando poluicdes secunddrias, uma vez que a biomassa gerada pode ser utilizada em
indmeras aplicacdes tecnoldgicas, ndo sé pela sua alta eficiéncia de reciclar nitrogé€nio e
fosforo, mas também pela capacidade de purificacdo de efluentes pela producio de oxigénio e
remocio de metais (PROULX et al., 1994, MARTINEZ et al., 1999; ASLAN & KAPDAN,
2006). Independente disto, muitas linhagens sdo capazes de crescerem na auséncia de luz as
expensas de matéria organica desenvolvendo com isso importante capacidade de remocdo de
matéria organica (FAY, 1983; SHI et al., 1999; SHI et al., 2000; QUEIROZ et al., 2002;
WEN & CHEN, 2003; BASTOS et al., 2004; QUEIROZ et al., 2004; QUEIROZ et al., 2007).

A Aphanothece microscopica Nigeli ¢ uma cianobactéria de ocorréncia natural nos

corpos hidricos adjacentes a cidade do Rio Grande e sua utilizacdo em tratamento de efluentes
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associada a producédo de proteina unicelular vem sendo estudada pela Universidade Federal do
Rio Grande, com importantes resultados na remocdo de matéria organica e nitrogénio
(QUEIROZ et al., 2002; BASTOS et al., 2004; QUEIROZ et al., 2004; JACOB-LOPES et al.,
2006; QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA et al., 2008).

Virios fatores podem afetar a remocdo bioldgica de nutrientes, como pH e
concentracdo de matéria orginica, ou parametros operacionais, tais como temperatura e
concentracdo de oxigénio dissolvido. A dependéncia das constantes de reacdo bioldgica em
relacdo a temperatura € fator de importancia quando sdo estimadas as eficiéncias maximas dos
processos de tratamento bioldgico. A temperatura ndo somente influencia as atividades
metabdlicas das populagdes microbianas, como também exerce um efeito profundo em fatores
como taxas de transferéncia gis-liquido e nas caracteristicas de sedimentacdo dos sélidos
bioldgicos. Temperaturas abaixo da faixa Otima tém maior efeito na velocidade de
crescimento do que temperaturas acima da faixa 6tima. Tem sido observada a duplicacdo das
velocidades de crescimento a cada 10°C de aumento na temperatura, aproximadamente, até
que a temperatura Otima seja alcancada (MULKERRINS et al.,, 2004; MORGAN-
SAGASTUME & ALLEN, 2005).

De acordo com as Normais Climatolégicas Provisérias da Estacdo Meteoroldgica n.°
83995, no periodo de 1991 a 2000, a cidade do Rio Grande, RS, apresentou temperaturas
minimas de 9,53°C e 8,87°C nos meses de junho e julho e temperaturas maximas de 27,16°C e
26,89°C nos meses de janeiro e fevereiro, respectivamente (KRUSCHE et al., 2002). Assim, a
avaliacdo da eficiéncia de remocdo de nutrientes pelo microrganismo em estudo em intervalo
de temperatura abrangente a estas variagdes torna-se resposta de interesse quando se visa a
valoracdo de uma 4gua residudria. Em face disto o trabalho teve por objetivo avaliar o efeito
da temperatura na remocdo de nutrientes do efluente da inddstria processadora de pescado

pela cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo

2.1.1 Preparo do indculo

Suspensdes de Aphanothece microscopica Nigeli (RSMan92, Unidade de

Cianobactérias da Universidade Federal do Rio Grande) isoladas do estudrio da cidade de Rio
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Grande, RS, Brasil, foram cultivadas e mantidas em meio BG11 (Braun-Grunow medium)
conforme indicado por RIPPKA et al. (1979). As culturas foram mantidas a 2 klux com
fotoperiodo de 12 h, 30°C e pH 7,6 (QUEIROZ et al., 2004). O cultivo foi realizado em reator
de vidro em camara otimizada quanto a luz e temperatura. Foram utilizadas lampadas
incandescentes e fluorescentes com intensidade luminosa e temperatura controlada mediante
uso de luximetro tipo LX-101 digital e termdmetros dispostos no interior do reator. A
temperatura e intensidade luminosa foram otimizadas em func¢do do nimero de ldmpadas que
eram mantidas acesas.

O meio BG11 é composto por KoHPO4.3H,O (0,04 g.L'l), MgS04.7H,0 (0,075 g.L'l),
Na,CO; (2 g.L'"), NaNO; (1,5 gL', EDTA (0,001 g.L'"), HsBO; (2,86 g.L™"), MnCl,.4H,0
(1,81 gL', ZnSO4.7H,0 (0,222 gL'"), Na;M004.2H,0 (0,39 g.L'"), CuSO,.5H,0 (0,079
g.L™), CoCL.6H,0 (0,040 g.L'™"), 4cido citrico (0,006 g.L™) e citrato férrico de aménio (0,006
g L") (RIPPKA et al., 1979).

A concentracdo celular na fase exponencial para tomada do inéculo foi determinada
gravimetricamente mediante filtragdo de volume conhecido de meio de cultura BG11
contendo as células do microrganismo em filtro Millipore de porosidade 0,45 pm,
previamente seco a 60°C por 24 h. Os filtros foram secos até peso constante e a biomassa

quantificada.

2.2 Efluente

O meio de cultivo utilizado foi o efluente do processamento do pescado, coletado no
tanque de equalizagcdo do sistema de tratamento de efluente de uma empresa processadora de
pescado do setor industrial da cidade de Rio Grande, RS, Brasil. As amostras foram
transportadas em garrafas de polietileno para o Laboratdrio de Biotecnologia da Universidade
Federal do Rio Grande e entio esterilizadas a 1,1 Kgf.cm™ (120°C) por 15 minutos. O
efluente foi caracterizado quanto ao pH, demanda quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio
total Kjeldahl (NTK), nitrogénio amoniacal (N-NH,"), fésforo (P—PO4'3), solidos totais (ST),
sOlidos suspensos (SS) e sélidos volateis (SV). As andlises foram realizadas segundo os
procedimentos descritos em Standard Methods para andlise de dguas e efluentes (APHA,

2005).
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2.3 Desenvolvimento dos experimentos

Experimentos em duplicata na auséncia de luz e temperaturas de 10°C, 20°C e 30°C
foram conduzidos em reator de mistura completa em sistema descontinuo com capacidade de
4,5 L, constituido de uma extensao cilindrica de PVC com dimensoes de 80 cm de altura e 10
cm de didmetro, tendo sua parte inferior acoplada a um sistema para promover a aeracao de 1
VVM e agitagdo do meio. Os experimentos foram conduzidos em camara com controle de
temperatura. O efluente foi inoculado em média com 200 mg.L'1 de células de Aphanothece
microscopica Négeli obtidas a partir de um volume equivalente ao requerido para obter esta
concentracdo de cultura desenvolvida em meio BG11, conforme descrito no item 2.1.1. O
efluente foi previamente ajustado a pH 7,6, razdo C/N 20 e razdo N/P 10, aferido com glicose,
sulfato de amonio ou fosfato de potédssio em fungdo das concentragdes de DQO, NTK e P-
PO,” presentes no efluente, conforme indicado por Hornes & Queiroz (2004). Os
experimentos foram monitorados mediante tomada de amostras a intervalos regulares,
filtrados em filtro Millipore de 0,45 pm de porosidade e a biomassa determinada segundo o
item 2.1.1. O filtrado foi avaliado quanto ao pH, demanda quimica de oxigénio (DQO),
nitrogénio total Kjeldahl (NTK), nitrogénio amoniacal (N-NH,") e fosforo (P-PO4?), de
acordo com a metodologia descrita em Standard Methods para andlise de dguas e efluentes

(APHA, 2005).
2.4 Eficiéncia de remocao

A eficiéncia de remocao dos nutrientes foi calculada de acordo com a equac@o 1.

E=[1-% 1100 1)
CA
Onde: Co, = concentracdo do constituinte no efluente antes da inoculagdo do
microrganismo;

Cp = Concentragdo do constituinte a cada tomada de amostra.
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2.5 Cinética

As varidveis cinéticas velocidade especifica de crescimento maxima ([msx), tempo de
geracdo (tg), taxa especifica de remocdo de substrato (qs) e fator de conversdo de substrato em
célula (Yxs) foram determinadas conforme indicado por Levenspiel (2000). O procedimento

de avaliacdo teve como base as equacdes 2, 3,4, 5 e 6.

dX
ar = M X @)

Intregrando-se a equagdo 2 obtém-se:

X = X e 4 (3)
In2

tg=—-o" “)
ltlmax

Onde: tg = tempo de geragdo (h)

O fator de conversao substrato-microrganismo foi obtido através da equacgao 5.

dX

Yyis :_E ®)

Onde: Yyx/s = fator de conversao substrato em células (mg biomassa.mg S'l)

ds 1

= — 6
qs i X (6)

2.6 Estimativa do processo continuo

O volume do reator continuo foi estimado a partir do balango de massa da varidvel
DQO, assumindo volume constante, geometria cilindrica e sem recirculagdo de sélidos

(equacdo 7).
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e N

Onde: V = volume do reator (m3 )
F = vazdo do fluido (m>.h™)
gs = taxa especifica de consumo do substrato (h™)
S = concentracdo final do substrato (mg.L'l)

So = concentragio inicial do substrato (mg.L™)
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacao do efluente

Na tabela 1 estd registrada a caracterizagdo do efluente do processamento de pescado
coletado apds o tratamento primdrio durante um periodo amostral de dois anos. O tratamento
primédrio é composto de um sistema de gradeamento, caixa de gordura e tanque de
equalizacdo. Pode-se verificar a alta variabilidade quanto aos parametros analisados,
principalmente para N-NH,", SS, DQO e P-PO,”, os quais apresentaram OS maiores
coeficientes de variacdo. De acordo com Afonso & Bérquez (2002) e Lim et al. (2003) isto é

comum nos efluentes das industrias processadoras de pescado, devido a variabilidade do tipo

e quantidade de matéria-prima que € processada.

Tabela 1. Caracterizacdo do efluente proveniente do tratamento primdrio de uma

industria de processamento de pescado

Pardmetro Minimo Maximo Média CvV
pH 6,91 8,01 7,67 4,2
DQO 575 2663 1518 38,5
NTK 52,4 177 112 30,8
N-NH,* 13,1 111 38,7 65,5
P-PO,” 4,1 17,5 9,9 38,5
ST 1570 4035 2787 26,8
SS 255 460 418 44,8
SV 555 1935 1320 36,1
C/N 6,39 17,9 13,8 32,3
N/P 6,49 14,8 12,1 31,2

*Amostras provenientes do tanque de equalizagdo

*DQO: demanda quimica de oxigénio (mg.L™"); NTK: nitrogénio total Kjeldahl (mg.L™"); N-NH,*": nitrogénio amoniacal (mg.L"); P-PO,:
fésforo (mg.L']); ST: sélidos totais; SS: s6lidos suspensos; SV: sélidos volateis; C/N: razao carbono/nitrogénio; N/P: razao
nitrogénio/fésforo; CV: coeficiente de variacao (%)

Dados obtidos a partir de 20 repeticoes
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Os valores maximos e minimos de NTK foram 52,4 mg.L'1 e 177 mg.L’l,
respectivamente. Conforme pode ser verificado na tabela 2, observa-se grande relagdo deste
componente com o nitrogénio amoniacal (r = 0,88), sendo este fato importante, uma vez que
deve ser considerada a quantidade de nitrogénio amoniacal presente no meio quando se pensa
em tratamento bioldgico, com destaque na utilizacdo de cianobactérias (SHI et al., 2000;
VON RUCKERT & GIANI, 2004; QUEIROZ et al., 2007). Hornes et al. (2004) verificaram a
presenca do N-NH," em concentra¢des crescentes no cultivo da cianobactéria Aphanothece
microscopica Nigeli concluindo que a maior concentragdo utilizada (140 mg.L’l) nio foi
letal, sendo a cianobactéria resistente a essa concentragao.

As concentragdes de DQO variaram de 575 mg.L" a 2663 mg.L™". Estes valores estio
de acordo com as concentracdes de matéria orginica dos efluentes do processamento de
pescado encontradas na literatura, provenientes principalmente das etapas de evisceragdo e
fileteamento, onde € carreado sangue e material organico solivel (WHEATON & LAWSON,
1985; AFONSO & BORQUEZ, 2002; CASANI et al., 2006). De acordo com Afonso &
Bérquez (2002) uma caracteristica comum dos efluentes do processamento do pescado € o seu
contetido de proteina dissolvida, a qual é considerada uma matéria-prima de grande valor e

que poderia ser recuperada e reutilizada em produtos para consumo humano ou animal.

Tabela 2. Matriz de correlacdo entre os pardmetros avaliados

DQO NTK N-NH," P-PO,” pH C/N N/P ST SS SV

DQO 1,00 0,34 0,26 0,07 0,32 0,64 -0,23 0,16 047 0,55
NTK 0,34 1,00 0,88 0,73 0,19 -0,21 0,15 001 0,10 0,05
N-NH," 0,26 0,88 1,00 0,51 0,30 -0,16 0,22 -0,31 0,14 -0,21
P-PO,> 0,07 0,73 0,51 1,00 0,04 0,19 -0,53 0,22 044 0,36
pH 0,32 0,19 0,30 0,04 1,00 0,12 0,03 -0,38 -0,15 -0,42
C/N 0,64 -0,21 -0,16 0,19 0,12 1,00 -0,70  -0,08 -0,25 0,50
N/P -0,23 0,15 0,22 -0,53 0,03 -0,70 1,00 -0,36 0,27 0,23
ST 0,16 0,01 -0,31 0,22 -0,38 -0,08 -0,36 1,00 0,10 0,67
SS 0,47 0,10 0,14 0,44 -0,15 -0,25 0,27 0,10 1,00 0,41
SV 0,55 0,05 -0,21 0,36 -0,42 0,50 023 067 041 1,00

#*DQO: demanda quimica de oxigénio (mg.L"); NTK: nitrogénio total Kjeldahl (mg.L"); N-NH,"": nitrogénio amoniacal (mg.L™"); P-PO,:
fésforo (mg.L'l); C/N: razao carbono/nitrogénio; N/P: razdo nitrogénio/fésforo; ST: sélidos totais; SS: sélidos suspensos; SV: sélidos
volateis

A razdo C/N calculada a partir dos valores médios de DQO e NTK apresenta um valor
médio de 13,8. Fay et al. (1983) relatam que a relacdo 6tima entre carbono e nitrogénio para o
desenvolvimento de cianobactérias deve estar entre 20 e 30, verificando-se a necessidade de
complementag¢do por matéria carbonada. Fontenot et al. (2007) relatam que o processo de
degradacdo biolégica dos residuos liquidos industriais depende da quantidade de carbono,

nitrogénio e fésforo disponiveis. Quando had pouca quantidade de nitrogénio presente, os
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microrganismos estardo inaptos a produzirem as enzimas necessdrias para a utilizacdo de
carbono. Por outro lado, se hd uma quantidade excessiva de nitrogénio, poderd ocorrer
inibicdo ao crescimento (CAMPOS et al., 2002; SUNG & LIU, 2003). Xing et al. (2000)
encontraram que variagdes na razdo C/N no meio de cultivo resultaram em diferentes taxas de
incorporagdo do carbono e nitrogénio nas células. Queiroz et al. (2003) estudaram a influéncia
da razdo C/N e N/P na remog¢do de nutrientes do efluente da parboilizacdo do arroz, e
verificaram que a maior remocao de nitrogénio e matéria orginica ocorreram com razdo C/N
50 e N/P 1,98. Por outro lado, Hornes & Queiroz (2004) verificaram que niao houve diferenca
significativa (p<0,05) quando utilizada a razdo C/N 20 e 60 na remocao de nitrogénio, fésforo
e matéria orginica do efluente do processamento de pescado por Aphanothece microscopica
Nigeli. E importante salientar o valor médio da razio N/P (12,1). De acordo com Pearson
(1990), a proporg¢do entre os componentes nitrogenados e fosforados de 10 a 16 é considerada
favordvel para o crescimento de cianobactérias. Estes pardmetros devem ser ajustados para
manter a efici€éncia do processo, utilizando amostras padronizadas com razdes C/N e N/P
constantes.

De acordo com os dados da tabela 1 a concentracdo de s6lidos voléteis compreende
aproximadamente metade dos sélidos totais presentes. Isso indica que grande parte dos
solidos € constituido de material organico, uma vez que de acordo com Aguilar et al. (2002)
os sélidos voldteis oferecem uma aproximagao grosseira da quantidade de matéria organica
presente. Para Tchobanoglous (1991) cerca de 75% dos sélidos em suspensdo e 40% dos
sOlidos filtraveis sdo de natureza orgdnica. Sarkar et al. (2006) relacionaram os niveis de
solidos suspensos presentes no efluente da industria de laticinios ao conteddo de matéria
organica, que incluia gorduras, 6leos e nutrientes tais como amonia e fosfatos. Esses dados
sdo corroborados pelos coeficientes de correlagdo apresentados na tabela 2, em que sdo
mostradas expressivas relacdes entre os solidos suspensos e volateis com a DQO.

Embora os valores maximos e minimos de pH estejam entre 6,91 e 8,01, verificou-se
que na maioria das observagdes o pH permaneceu préximo da média (7,67) e, uma vez que a
faixa utilizada nos tratamentos bioldgicos varia entre 7,6-7,8 (TAM & WONG, 1996;
OLVERA-RAMIREZ et al., 2000), isso pode ser considerado um aspecto positivo quando se

pensa nos custos operacionais de um sistema de tratamento de efluentes.
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3.2 Crescimento e remocao de nutrientes

A figura 1 descreve a curva de crescimento da cianobactéria Aphanothece
microscopica Nigeli cultivada no efluente da inddstria da pesca, verificando-se auséncia da
fase lag a 20°C e 30°C. Guerrero et al. (1999) relataram que a auséncia desta fase € uma
caracteristica de curvas de crescimento de cianobactérias quando inoculadas em efluentes de
industrias de alimentos, devido a alta disponibilidade de compostos carbonados e nutrientes
como dcidos orgénicos e nitrogénio. Este fato ja foi verificado por Queiroz et al. (2001),
utilizando indculos acima de 100 mg.L'1 em experimento utilizando a cianobactéria

Aphanothece no efluente da parboilizacdo do arroz na auséncia de luz e temperatura de 35°C.
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Figura 1. Curvas de crescimento da cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli

desenvolvida no efluente do processamento de pescado a diferentes temperaturas

No presente trabalho o comportamento das curvas de crescimento sugere que a fase
log durou 27 h quando foi utilizada a temperatura de 30°C, com concentracio celular méxima
de 670 mg.L'1 neste periodo. Estes resultados demonstram a possibilidade de aplicar a
cianobactéria Aphanothece microscopica Négeli no tratamento de efluentes em reatores com
baixos tempos de residéncia, inferiores aos aplicados em sistemas de lodo ativado
convencionais (VON SPERLING, 1997).

A figura 2 apresenta o comportamento do pH do meio de cultivo para o crescimento
da cianobactéria Aphanothece nas diferentes temperaturas avaliadas. Observa-se o aumento

significativo em fung¢do do tempo, independente da temperatura de cultivo aplicada.
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Przytocka-Jusiak et al. (1977) reportaram que o crescimento heterotréfico de cianobactérias é
usualmente acompanhado por uma modificagdo do pH. O incremento do pH ocorreu durante
os periodos de maior taxa de consumo de substrato, conforme figuras 3 a 6, e pode ser
atribuido ao consumo dos 4cidos organicos presentes no efluente (GUERRERO et al., 1999;

RANGEL-YAGUI et al., 2004).
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Figura 2. Variacdo do pH com o tempo no cultivo da cianobactéria Aphanothece

microscopica Nigeli no efluente do processamento de pescado a diferentes temperaturas

A figura 3 apresenta a variacdo de DQO no efluente do processamento de pescado
com o tempo. As maiores remog¢des foram observadas em 48 h, 42 h e 27 h de cultivo, para os
experimentos desenvolvidos a 10°C, 20°C e 30°C, respectivamente. Estes periodos
corresponderam a fase estaciondria de crescimento, sendo obtidos 80% e 100% de remocdo
para os experimentos a 10°C e 20°C, respectivamente. O maior desempenho de remocgdo
registrado foi verificado quando o microrganismo foi cultivado a 30°C, com 100% de
remog¢do na fase logaritmica de crescimento. O nivel exigido pela legislacdo estadual
brasileira (abaixo de 405 mg.L’l) nos cultivos a 20°C e 30°C foi atingido em até 30 h,
enquanto que na temperatura de 10°C a concentracdo minima ocorreu em 48 h, conforme
expresso na tabela 3 (CONSEMA, 2006).

Em todos os tratamentos as concentragdes iniciais de DQO foram acima de 1700
mg.L’l. Nestas condicdes o microrganismo foi capaz de se multiplicar utilizando como
substrato a matéria organica presente no efluente. No trabalho realizado por Travieso et al.

(2006), experimentos com concentra¢des iniciais de 1100 mg.L" no efluente de dejetos de
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porcos realizados sob luz natural, com temperaturas que variaram de 27°C a 32°C durante o
dia e 21°C a 25°C durante a noite, o crescimento e a efici€éncia de remocdo deste substrato
diminufram significantemente devido ao processo de inibi¢do. Nesse sentido, os resultados
apresentados no presente trabalho sdo um indicativo da possibilidade de utilizacdo do efluente
do processamento de pescado no desenvolvimento da cianobactéria Aphanothece, uma vez
que é capaz de se multiplicar utilizando o material orgénico e demais nutrientes presentes
neste meio, estando estes em concentragdes abaixo da toxicidade para este microrganismo.
Considerando o experimento realizado na maior temperatura, o resultado pode ser
comparado ao trabalho feito por Queiroz et al. (2007) que registraram remocdo de 83,4% de
DQO em 15 h de cultivo quando utilizada a cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli
no efluente da parboilizacdo do arroz na mesma temperatura. A alta efici€éncia pode ser
explicada pela habilidade de algumas espécies de cianobactéria em crescerem com O
metabolismo heterotr6fico, assimilando compostos organicos imediatamente apds serem
transferidas para o ambiente com auséncia de luz (FAY, 1983; SHI et al., 1999; TAM &
WONG, 2000; QUEIROZ et al., 2001; QUEIROZ et al., 2002; QUEIROZ et al., 2004;
HORNES & QUEIROZ, 2004; QUEIROZ et al., 2007). Nesse sentido a cianobactéria
Aphanothece microscopica Négeli pode ser utilizada em reatores sem a necessidade de fontes

luminosas para a remocao de matéria organica do efluente da industria da pesca.
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Figura 3. Variacdo da concentragdo de DQO com o tempo no cultivo da cianobactéria
Aphanothece microscopica Nigeli no efluente do processamento de pescado a diferentes

temperaturas
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A figura 4 apresenta as eficiéncias de remogdo para a varidvel NTK durante o periodo
experimental. Da mesma forma que para a DQO, a mixima remocdo de NTK para o
experimento a 30°C ocorreu no tempo de 27 h, correspondente a fase logaritmica de
crescimento, com efici€éncia de 93%. Estes resultados sdo superiores aos obtidos por Martinez
et al. (2000), os quais verificaram a remog¢do maxima de NTK em 188 h para a microalga
Scenedesmus obliquus sob as condi¢des de luz e temperatura de 20°C. Entretanto, a remocio
de nitrogénio por culturas de cianobactérias e microalgas ndo pode ser exclusivamente
atribuidas a conversdo em nitrogénio. Outros mecanismos nio bioldgicos sdo capazes de
eliminar este componente em sistemas intensamente aerados, tais como volatilizagdo da
amonia, absorcio e sedimentagio (TALBOT & De La NOUE, 1993; TAM & WONG, 1996;
BICH et al., 1999).

No que concerne a influéncia da temperatura, verifica-se notadamente que a remog¢ao
do substrato € mais rdpida nas temperaturas mais elevadas. Verificaram-se remocdes de 92%
e 93% a 20°C e 30°C, respectivamente, enquanto que a 10°C a remocdo foi 82% em 48 h
(tabela 3). A elevacgio da temperatura de 10°C para 20°C provocou um aumento aproximado
de 12% na remocdo de NTK. Pode ser observado que ao final do periodo de cultivo a
concentracdo de NTK estd em decréscimo, o que sugere uma remog¢do proxima ao limite
estabelecido pela legislacdo brasileira, que estabelece um valor maximo para o parametro

NTK de 10 mg.L" (CONSEMA, 2006).

NTK (mg L)

Tempo (h)
Figura 4. Variac@o da concentracdo de NTK com o tempo no cultivo da cianobactéria

Aphanothece microscopica Nigeli no efluente do processamento de pescado a diferentes

temperaturas
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Na figura 5 é apresentada a remog¢do de N-NH," nas diferentes condi¢des analisadas.
Culturas de cianobactérias s@o capazes de assimilar diferentes formas de nitrogénio, como
uréia, aminodcidos, nitrito, nitrato e amonio, embora este ultimo seja a forma preferida
(HERRERO et al., 2001; MURO-PASTOR & FLORENCIO, 2003). Nesse sentido, um fator
que pode ter contribuido para isso € que aproximadamente 50% do nitrogénio total inicial é
composto por N-NH, " (figuras 4 e 5, tabela 3) e, uma vez que este componente é considerado
a forma nitrogenada preferencial a ser consumida pelos microrganismos de forma geral, a

absorcao deste resultard em redugdes dos valores de NTK.

60

-0- 10C

50 b~ o 20C

Y - 30°C

N-NH,* (mg L")

0 10 20 30 40 50
Tempo (h)
Figura 5. Variacdo da concentragdio de N-NH;" com o tempo no cultivo da
cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli no efluente do processamento de pescado a

diferentes temperaturas

De acordo com os dados das figuras 4 e 5 se pode verificar que o aumento da
temperatura acarretou em maior efici€éncia de remog¢do dos compostos nitrogenados. Contudo,
no que se refere as temperaturas de cultivo de 20°C e 30°C € possivel constatar que ndo houve
diferenca significativa (p<0,05), o que demonstra a sua maior estabilidade frente a mudancas
ambientais (tabela 3). Embora ndo tenha sido quantificada, a perda de nitrogénio amoniacal
por volatilizacdo nas condigdes experimentais utilizadas pode ter sido significativa. No
trabalho realizado por Proulx et al. (1994) no tratamento de efluente doméstico por
Phormidium bohneri a 30°C, foi observada a remocdo de 38% de amonia por volatilizacao.
Isso pode ser destacado principalmente para os experimentos a 20°C e 30°C, em que o pH

atinge os maiores valores (8,48-8,47) entre 24 h e 30 h de cultivo, periodo este em que
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ocorreram as maiores remocdes deste parimetro. NUNEZ et al. (2001) relataram que as altas
temperaturas irdo acarretar o decréscimo da solubilidade dos gases dissolvidos no meio e,
portanto, aumentar a perda de NH3 para a atmosfera. Estes autores verificaram que a perda de
amonia foi entre trés e quatro vezes a quantidade de nitrogénio recuperada como proteina,

sendo a maior parte desta contabilizada em relacdo ao nitrato que desapareceu do meio.

Tabela 3. Eficiéncias de remoc¢do maximas para as varidveis DQO, NTK, N-NH," e P-

POs” no cultivo da cianobactéria Aphanothece microscopica Niégeli no efluente do
processamento de pescado a diferentes temperaturas
Tratamento DQO NTK N-NH,* P-PO,”

CI CF E CI CF E CI CF E CI CF E
10°C 1720 345 (igah) s6.1 157 582;) 415 115 (Zgah) T2 4689 ;)
20°C 1725 00 (igo;) 940 69 (3902:1) 53 67 g;bh) 536 00 (;(7’0;)
30°C 1818 0,0 (;(7’0;) 82,6 9.1 é;bh) 526 48 (2971;) 541 00 (;(7’0;)

CI: concentragdo inicial (mg.L'l); CF: concentracéo final (mg.L'l); E: eficiéncia de remogao (%)
*letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05)

O consumo de P-PO,” com o tempo em diferentes temperaturas de cultivo estd
descrito na figura 6. Os grificos mostram que o tratamento pela cianobactéria removeu
substancialmente o fésforo presente no meio. Assim como ocorreu para os parametros NTK e
N-NH4", entre os experimentos a 20°C e 30°C ndo houve diferenga significativa (p<0,05),
observando-se a completa remogdo de P-PO,~ em 18 h de cultivo. A temperatura de 10°C,
embora tenha removido 69% deste componente em 48 h (tabela 3), a concentracdo final
permaneceu acima do limite da legislacio, que estabelece um mdximo de 1 mgL’
(CONSEMA, 20006).

Assim como para os compostos nitrogenados, os altos valores de pH e a constante
aeracdo também podem contribuir para que ocorra a remocdo de fésforo, neste caso por
precipitacdo pela associagdo com os sais presentes no meio de cultivo (TAM & WONG,
2000; EL-BESTWAY et al., 2005). Contudo, através da andlise das figuras 1 e 3-6 pode-se
verificar que as remogdes de matéria organica, nitrogénio e fésforo ocorreram entre 4 h e 30 h
de cultivo, periodo este em que foi verificado o aumento logaritmico das células de
Aphanothece. Apés esse periodo o contetido de nutrientes do meio reduziu em até 69% para
os experimentos a 10°C e acima de 80% a 20°C e 30°C. Com o esgotamento dos nutrientes
iniciou a fase estaciondria e posteriormente o declinio do crescimento. Este comportamento é

um indicio que o desenvolvimento celular estd intimamente relacionado com a concentragdo
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dos componentes presentes no meio, e se fossem utilizados artificios para reduzir as perdas
por volatilizacdo e precipitagdo, a concentrag@o celular poderia atingir valores mais elevados

com o aumento da produtividade.
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Figura 6. Variacdo da concentragdo de P-PO,” com o tempo no cultivo da
cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli no efluente do processamento de pescado a

diferentes temperaturas

A eficiéncia de remocdo atingida para o cultivo da cianobactéria A. microscopica
Nigeli na temperatura de 20°C € superior a outros estudos previamente publicados com
cianobactérias e microalgas em geral. Lafarga-De la Cruz et al. (2006) estudaram a producdo
de biomassa e fixacdo de P-PO,~ em cultivo de batelada da microalga Rhodomonas sp., por
um tempo de residéncia de 7 dias a 20°C e diferentes concentracdes iniciais de nutrientes. Os
autores constataram que o crescimento apresentou uma relagdo direta com a concentragdo
inicial de P-PO4~. No experimento com concentragdo inicial de P-PO,” de 3,7 mg.L'1 0
microrganismo assimilou 2,76 mg.L’l, resultando em 74% de remocgao, enquanto que com 5,5
mg.L'1 a eficiéncia foi de 96%. Voltolina et al. (1998) estudaram o crescimento de
Scenedesmus sp. em efluente artificial com concentracio inicial de fésforo de 2,14 mg.L', a
temperatura de 23°C, iluminagdo continua e tempo de residéncia de 15 dias, onde no final
deste periodo foi verificado a remogdo de 56,1% deste componente. Nos experimentos com a
cianobactéria A. microscopica Niégeli a concentracdo inicial a 20°C e 30°C foi 5,36 e 5,41
mg.L’l, respectivamente, com remocdes de 100% em 24 h de cultivo. Aslan & Kapdan (2006)

realizaram experimentos em batelada, a temperatura de 20°C e ilumina¢do continua de 4,1
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Klux, para investigar o efeito da concentracdo inicial de fésforo em efluente sintético na
performance de remog¢do de nutrientes da microalga Chlorella vulgaris. Os autores
verificaram 78% de remoc@o quando a concentracdo inicial foi de 7,7 mg.L’l. As
concentragdes iniciais superiores a 7,7 mg.L"' resultaram em remocdes abaixo de 30%.
Contudo, no trabalho realizado por Hornes & Queiroz (2004), o cultivo da cianobactéria A.
microscopica Nigeli no efluente do processamento do pescado resultou em 100% de remocdo
de P—PO4'3, mesmo com concentragdes iniciais acima de 8 mg.L’l. Nesse sentido,
considerando a temperatura de 20°C, estes exemplos sdo um indicativo da efici€éncia da
cianobactéria A. microscopica Nigeli, uma vez que é apta em remover uma concentragdo de

P-PO,™ superior em um menor tempo de cultivo.
3.3 Anilise cinética

Os valores das varidveis cinéticas da cianobactéria A. microscopica Négeli cultivada
no efluente do processamento de pescado estdo mostrados na tabela 4. O fator de conversdo
de substrato em célula foi 0,28, 0,26 e 0,24 mg biomassa mg.DQO"1 quando a cianobactéria
foi desenvolvida no efluente nas temperaturas de 10°C, 20°C e 30°C, respectivamente. Esta
informag@o sugere que a cianobactéria A. microscopica Nigeli pode remover grandes
quantidades de matéria organica, porém com baixa conversdo em biomassa. Por outro lado, o
fator de conversao de substrato em célula considerando a varidvel NTK foi de 4,70, 4,22 e
5,85 mg biomassa.mg NTK para os cultivos a 10°C, 20°C e 30°C, respectivamente. Esses
valores foram maiores do que aqueles encontrados em sistemas convencionais de remogado de

nitrogénio, onde o crescimento microbiolégico € mais lento (VON SPERLING, 1997).

Tabela 4. Varidveis cinéticas nas condi¢des experimentais

.l n Tratamento
Variavel Parametro 10°C 20°C 30°C
Winiix 0,018 0,033 0,038
tg 37,0 20,7 18,2
Qomiix -0,028 -0,088 0,10
Yas DQO 0.28 0.26 0.24
Qrmiix -0,003 -0,004 -0,005
Yxis NTK 4,70 422 5,85
Qmax +1 -0,001 -0,002 -0,002
Yxs N-NH, 10,8 4,22 11,6
Qrmiix pOy 3 -0,000 -0,000 -0,000
Yas P-PO, 68 75.9 79.5

Mmax: velocidade especifica de crescimento méaxima ™ tg: tempo de geracdo (h); qu4: taxa maxima de remocdo de
substrato (mg S.mg biomassa™.h™"); Yys: fator de conversio de substrato em célula (mg biomassa.mg S™)
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A maior utiliza¢do de nitrogénio em compara¢do com a matéria organica foi também
verificada no estudo realizado por Queiroz et al. (2007), os quais avaliaram a cinética de
remogdo destes componentes no cultivo da cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli
no efluente da parboilizag¢do do arroz, na auséncia de luz e temperatura de 30°C.

Virios autores t€m mostrado evidéncias de grandes redugdes de matéria organica com
baixa conversdo em biomassa quando o consumo de moléculas simples, tais como acetato,
glicose e 4cidos organicos, ocorreram na auséncia de luz (FAY, 1983; SHI et al., 1999; TAM
& WONG, 2000; QUEIROZ et al., 2007). Isto sugere que as cianobactérias apresentam a
existéncia de um metabolismo capaz de garantir um crescimento lento no escuro, explicando
assim a alta remog¢ao de DQO, entretanto com baixa conversao em biomassa. Por outro lado,
o valor do fator de conversdo de substrato (NTK) em célula qualifica esta dgua residudria
como uma fonte de nitrogénio para produgdo de proteina unicelular. De acordo com Faintuch
et al. (1992), uma das principais dificuldades na producdo de proteina unicelular é o custo de
meios contendo compostos nitrogenados. Nesse sentido, a incorporacdo do nitrogénio contido
no efluente do processamento de pescado na biomassa poderia contribuir para resolver os
problemas relacionados a poluicdo e gerar uma fonte alternativa de proteina.

No que se refere a velocidade especifica de crescimento maxima (pmsx), verifica-se o
aumento deste parimetro com o aumento da temperatura. A velocidade especifica de
crescimento maxima registrada foi 0,038 h', para o experimento a 30°C, valor este superior
do que o obtido por outros autores para Scenedesmus e Chlorella quando cultivada em
efluentes e meio sintético (TAM & WONG, 2000; MARTINEZ et al., 2000). O menor tempo
de geracdo 18,2 h foi registrado em relagdo ao tempo da fase exponencial de 27 h. Esta
informacgdo é fundamental para a efici€éncia do processo em reatores com agitacio sem a
recirculacdo de sélidos (VON SPERLING, 1997).

O aumento do fator de conversdo em célula em relacdo ao parametro P-PO4~ mostra
que a temperatura afeta ndo somente a cinética de crescimento, mas também a eficiéncia de
converter o fosforo presente no meio em biomassa. A diferenca entre a temperatura 6tima de
conversdo (20°C) e a temperatura 6tima para o crescimento (30°C) foi indicada no trabalho de
MARTINEZ et al. (2000), onde a temperatura Gtima para a conversdo de fésforo em biomassa
foi de 25°C, enquanto que para o crescimento foi 30°C. No entanto esta disparidade foi
constatada apenas em relagdo ao P-PO,”. Para os demais parametros, a taxa de remogdo de

substrato e o fator de conversdo de substrato em célula para os experimentos desenvolvidos a
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30°C apresentaram valores iguais ou superiores quando a biomassa foi cultivada a 20°C
(tabela 4).

O estudo de aumento de escala e estimativa do volume do reator foi possivel através
da utilizacdo das varidveis cinéticas (tabela 4). Assumiu-se geometria cilindrica, reator de
mistura completa, alimentacdo de efluente industrial, DQO e tempo de deten¢do hidréulico.
Considerou-se a vazdo total durante a lavagem e evisceracdo durante a jornada didria de
trabalho, correspondente a 19,2 m’.h!. O tempo de detencdo hidraulico foi 30 h, determinado
a partir da remo¢dao méixima de DQO e acrescido de um fator de seguranca. Os valores
contidos na tabela 5 apresentam esta estimativa, utilizando como base de célculo o balancgo de
DQO. O volume estimado do bioreator poderia conter 184 m® de fluido contendo efluente do
processamento de pescado e biomassa. Portanto, o sistema de tratamento de efluentes por

microalgas é considerado uma boa opcdo para o tratamento biolégico de efluentes industriais.

Tabela 5. Estimativa do reator seqiiencial de batelada para a reducdo de DQO

Variavel cinética Valor
F (m’.h") 19,2
oo (h') -0,10
So (mg.L'™h 1818
S (mg.L'™") 75

V (m) 184

F: vazdo do fluido; gpgo: taxa especifica de consumo do substrato (DQO); Sy: concentra¢do inicial do substrato; S:
concentragdo final do substrato; V: volume do fluido

4 CONCLUSAO

A caracterizacdo do efluente do processamento de pescado apresentou elevada
variabilidade quanto aos parimetros pH, DOQ, NTK, N-NH,*, P-PO,, sélidos totais, sélidos
suspensos e sélidos volateis.

A temperatura influenciou significativamente (p<0,05) a remog¢do de DQO, NTK, N-
NH," e P-PO,”.

As remocgdes dos substratos ocorreram mais rapidamente nos cultivos a 20°C e 30°C.

Os limites minimos estabelecidos pela legislagdo estadual foram atingidos para os
cultivos a 20°C e 30°C.

A 10°C foram determinadas remocdes de 80% e 82% em 48 h de cultivo para os

parametros DQO e NTK, respectivamente.
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A partir das varidveis cinéticas e pardmetros operacionais foi possivel estimar o
volume do bioreator para remocdo simultanea de DQO, NTK e P-PO,”.
A aplicacdo da cianobactéria Aphanothece microscopica Niégeli no tratamento do

efluente do processamento de pescado € vidvel na faixa de temperatura de 10°C a 30°C.
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RESUMO

O trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do cloreto férrico e sulfato de aluminio no
efluente oriundo do processamento de pescado visando a utilizagdo destes coagulantes na
separacdo de biomassa do efluente tratado por cianobactéria. Foram realizados dois
planejamentos fatoriais completos (3%) com os fatores concentragcdo do coagulante (50 mg.L’l,
300 mg.L'l, 550 mg.L’l) e pH (6,0, 7,0, 8,0). Foram consideradas como respostas: sélidos
suspensos (SS), demanda quimica de oxigé€nio (DQO), nitrogénio total Kjeldahl (NTK),
nitrogénio amoniacal (N-NH4") e fésforo (P—PO4'3). A melhor condi¢do foi utilizada para
avaliar o efeito na separagdo da biomassa do efluente quando tratado por cianobactéria. Os
resultados indicaram aumento da eficiéncia com a concentragdo e pH, sendo demonstrada
maior eficdcia para o FeCls. A melhor condicdo indicada (300 mg.L'1 de FeCl; e pH 8,0)
mostrou-se eficiente na separacdo da biomassa. O processo de lavagem da biomassa apds
tratamento com coagulante pode resultar em 97,6% de remocao do FeCl; residual, ficando

demonstrada a possibilidade de separacdo da biomassa pelo uso de coagulantes.

Palavras-chave: coagulante, efluente, pescado, separacio de biomassa
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ABSTRACT

The work objectives to evaluate the effect of the coagulants ferric chloride and
aluminum sulfate when they were used in the effluent from the fish industry to recover the
biomass from the effluent. Two factorial designs were used where the variable factors were:
coagulant concentration (50 mg.L'l, 300 mg.L'1 and 550 mg.L’l) and pH (6,0, 7,0, 8,0). As a
response, suspended solids (SS), chemical oxygen demand (COD), total Kjeldahl nitrogen
(TKN), amoniacal nitrogen (N-NH;") and phosphorus (P—PO4'3) were considered. The best
condition was used to assess the effect on the separation of biomass from the effluent. The
results showed that the increase of the concentration and pH generated greater efficiency, and
the coagulant FeCls was considered the best coagulant. The best condition considered (300
mg.L'1 de FeCl; e pH 8,0) showed efficient to harvest the biomass. The process of washing
biomass after treatment with coagulant can achieved 97,6% of FeCls residual removal,

leaving demonstrated the possibility of separation of biomass for the use of coagulants.

Keywords: coagulant, effluent, fish, separation of biomass



107

1 INTRODUCAO

O crescimento continuo da industrializacdo e a rdpida urbaniza¢do tém aumentado
consideravelmente a taxa de poluicdo da dgua. O esgotamento do suprimento dos recursos
naturais de dgua tem feito disto uma repressdo para o crescimento industrial e para o padrdo
razodvel de vida urbana. As agéncias de protecdo ambiental t€m imposto proibicdes
regulatérias mais exigentes e tem iniciado acdes de vigilancia mais severas junto a
organizacdes ndo governamentais para a protecio do ambiente (WANG et al.,, 2005;
SARKAR et al., 2006). H4, portanto, a necessidade de utilizacdo de diferentes técnicas de
tratamento dos efluentes industriais e domésticos no sentido de atingir os padrdes previstos
pela legislacdo ou o reaproveitamento da dgua gerada nos processos industriais.

As cianobactérias vem sendo aplicadas no tratamento de efluentes industriais devido a
sua habilidade para remover com baixo custo o excesso de matéria orgénica, nitrogénio e
fésforo (De LA NOUE et al., 1992; LEE & KIM, 2001; QUEIROZ et al., 2004; QUEIROZ et
al., 2007). Por outro lado, estes nutrientes presentes nas dguas residudrias podem ser
reciclados em uma biomassa de grande valor comercial, a qual pode ser cultivada e utilizada
para consumo humano ou na produgdo de ragcdo animal.

O valor da biomassa estd usualmente relacionado com o contetido de proteina, ainda
que outros constituintes estejam ganhando significante aumento para determinar o valor
nutricional dos alimentos ou suplementos como a frag¢do lipidica e qualidade dos 4cidos
graxos (QUOC & DUBACQ, 1997; ANUPAMA & RAVINDRA, 2000; QUEIROZ et al.,
2002; TOKUSOGLU & UNAL, 2003; QUEIROZ et al., 2004; JACOB-LOPES et al., 2007;
ZEPKA et al., 2008). No entanto, um dos problemas que vém sendo enfrentados € a questdo
da separacdo da biomassa gerada do efluente tratado.

No processo de separacdo da biomassa de cianobactérias do meio de cultura um dos
maiores problemas estd relacionado as caracteristicas morfoldgicas das culturas. As
cianobactérias possuem um didmetro pequeno (< 20 um) e muitas espécies apresentam a
densidade especifica ligeiramente maior do que a 4gua, o que torna a sua separagdo dificil e
onerosa (CRAGGS et al.,, 1997; BASHAN et al., 2002). Os grupos funcionais organicos
localizados na parede celular atuam como ligantes altamente eficientes para a adsorcdo de
metais. Estes ligantes determinam a carga global da superficie celular e, como essa carga
elétrica € fortemente negativa em muitas espécies, o fendmeno de repulsdo as mantém

dispersas no meio impedindo a separacao.
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A literatura cita o processo de floculagdo/sedimentacdo como uma das principais
alternativas de recuperacdo de células em suspensdo (GRIMA et al., 2003; KIM et al., 2005;
RIZZO et al., 2008). A coagulag@o € um processo fisico-quimico de tratamento de efluentes
utilizado principalmente na reducdo de turbidez, cor e sélidos suspensos, removendo o
material coloidal presente no efluente, antes do tratamento quimico ou bioldgico, para
promover a separacdo de biomassa oriunda do tratamento bioldgico (AI-MUTAIRI et al.,
2004; ABDSSEMED & NEZZAL, 2005; KIM et al., 2005; AMUDA & ALADE, 2006;
CHOQO et al., 2007).

Os compostos quimicos que tém sido usados como coagulantes no tratamento de dguas
e efluentes industriais sdo o cloreto férrico, sulfato ferroso, cloreto de aluminio, cloreto de
célcio, sulfato de aluminio juntamente com 6xido de célcio hidratado ou carbonato de célcio,
sendo a adicdo de dlcalis necessdria quando a dgua possui alcalinidade muito baixa. Os
diferentes coagulantes afetam diferentes graus de desestabilizacdo. Quanto maior a valéncia
do fon, maior € o efeito e menor € a dose necesséria para a coagulagdo (AI-MALACK et al.,
1999, SONG et al., 2004; ABDESSEMED & NEZZAL, 2005; SARKAR et al., 2006). Um
exemplo disso € a ionizagdo do coagulante cloreto férrico, onde as associagcdes com as cargas
negativas presentes nas suspensdes coloidais presentes nos efluentes formam os seguintes fons
de ferro, os quais sdo altamente dependentes do pH: Fe(OH)**, Fe(OH),", Fe,(OH),*,
Fe(OH),’*, Fe(OH); e Fe(OH)s (ABDESSEMED & NEZZAL, 2005; CHOO et al., 2007)

No processo de coagulacdo/floculacio muitos fatores podem influenciar a sua
eficiéncia, tais como tipo e dose de coagulante, pH, velocidade e tempo de mistura, entre
outros. A otimizacdo destes fatores pode aumentar significantemente a eficiéncia do processo
(SARKAR et al., 2006; WANG et al., 2007).

O tratamento de efluentes como muitos outros processos industriais podem ser
otimizados alterando uma varidvel de cada vez. Este método assume que os pardmetros do
tratamento ndo interagem e que a varidvel resposta € funcdo somente de um tnico parametro.
Entretanto, a resposta obtida do tratamento resulta das influéncias interativas de diferentes
varidveis. Quando a combinacdo de vdérias varidveis independentes e suas interagdes afetam as
respostas desejadas, a metodologia de superficie de resposta € uma ferramenta efetiva para a
otimizacdo do processo. A metodologia de superficie de resposta usa o planejamento fatorial
para o ajuste do modelo pela técnica dos minimos quadrados. E uma técnica estatistica para o
planejamento de experimentos, constru¢do de modelos, avaliagdo dos efeitos de varios fatores

e a busca de condigdes Otimas para as respostas desejadas (WANG et al., 2007). O
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planejamento reduz o niimero de experimentos ou repeticdes e melhora a qualidade da
informacdo obtida através dos resultados, além de ser possivel otimizar mais de uma resposta
ao mesmo tempo. A adequacdo do modelo proposto € entdo revelado por testes de checagem
fornecidos pela andlise de varidncia (ANOVA). Os grificos de superficie de resposta podem
entdo ser empregados para estudar as superficies e localizar os pontos 6timos (RODRIGUES
& IEMMA, 2005; WANG et al., 2007). Em face disso o trabalho teve por objetivo avaliar o
efeito do FeCl; e Al,(SO4)3 no efluente da industria da pesca em funcdo da concentracdo e pH
em condi¢des padronizadas de velocidade e tempo de mistura, bem como o efeito da melhor

condi¢do definida na separacdo da biomassa gerada no efluente tratado com cianobactéria.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Efluente

O efluente foi coletado na planta de tratamento de efluente de uma inddstria de
processamento de pescado localizada na cidade de Rio Grande, RS, Brasil. As amostras foram
transportadas em garrafas de polietileno para o Laboratério de Biotecnologia localizado na

Universidade Federal Rio Grande (FURG), Brasil.

2.2 Tratamento quimico

Os ensaios para a avaliagdo do tratamento quimico por floculagdo/coagulacio
utilizando FeCl; e Al,(SO,); foram realizados em Jar-Test (Jar-Test Milan — modelo JT 101),
com seis jarros (copos com capacidade de 2000 mL, altura de 19 cm e largura de 12,5 cm).

Os ensaios foram realizados com agitagdo rdpida de 110 rpm durante 30 s, seguida de
etapa lenta com velocidade de 50 rpm durante 10 s e tempo de sedimentacdo de 20 min. A
suspensdo foi mantida em repouso para que ocorresse a sedimentacdo dos flocos e

determinada a qualidade do liquido clarificado.

2.2.1 Planejamento experimental

Os experimentos foram realizados segundo dois planejamentos fatoriais completos 3

resultando em 18 ensaios sem a inclusdo de pontos centrais em duplicata. Os fatores em
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estudo foram concentracdo do coagulante e pH do efluente em trés niveis. Os valores reais e
codificados para os agentes cloreto férrico e sulfato de aluminio assim como a faixa testada
das varidveis em estudo estdo expressos na tabela 1. Os valores foram determinados de acordo
com a expressdo de codificacdo (equagdo 1), sendo que a diferenca entre os valores das

variaveis deve ser a mesma.

gv _59

X=2.—F
gmaior - fmelmr

ey

Onde: &y = valor da varidvel, &v = valor médio da varidvel; &nior = valor maior da

variavel e Emenor = Valor menor da variavel.

Tabela 1. Codificacdo dos niveis das varidveis testadas nos planejamentos fatoriais

completos 3*

Variaveis Niveis das varidveis e faixa estudada
-1 0 +1
X 50 300 550
X, 6,0 7,0 8,0

Xi: concentracio do coagulante (mg.L™"); X,: pH

2.2.2 Avaliacio dos resultados dos planejamentos fatoriais

Os parametros considerados como respostas do planejamento experimental foram:
eficiéncia de remog¢do da demanda quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio total Kjeldahl
(NTK), nitrogénio amoniacal (N-NH,") e fésforo (P—PO4'3), avaliados segundo metodologia
indicada em Standard Methods para andlise de dgua e efluentes (APHA, 2005).

As eficiéncias de remogao foram calculadas de acordo com a equagéo 2.

E:[l—%jxloo @)

A

Onde: Cja = Concentrag@o do constituinte no efluente antes da adicdo do coagulante;

Cp = Concentragdo do constituinte apds o tratamento com coagulante.
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Utilizando-se a andlise de regressdo multipla foram gerados modelos quadréticos,
calculados como a soma de uma constante mais os efeitos de primeira ordem, efeitos de
interacdo e os efeitos de segunda ordem das varidveis independentes, conforme expresso na
equacdo 3. Apés as superficies de respostas foram obtidas no sentido de entender o efeito
global da concentracdo de coagulante e pH empregado na remocdo dos pardmetros com o0s

maiores coeficientes de regressao.

Y:ﬁ()+ﬁ1X1+ﬁ2X2+ﬁ11X12 +ﬁ22X22+ﬁ12X1X2 (3)

Onde: X; e X, sdo os niveis codificados das varidveis independentes; § é o coeficiente
de regressdo (Po: interceptagdo; Pi, P2: linear; Pio: interacdo e i1, P coeficientes
quadréticos) estimado para cada efeito principal, quadrético e de interacdo e Y € a resposta

predita para a varidvel dependente.

2.3 Separacio da biomassa

2.3.1 Cultivo da cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli no efluente da industria
da pesca

2.3.1.1 Preparo do inéculo

Suspensdes de Aphanothece microscopica Nigeli (RSMan92, Unidade de
Cianobactérias da Universidade Federal do Rio Grande) isoladas do estudrio da cidade de Rio
Grande, RS, Brasil, foram cultivadas e mantidas em meio BG11 (Braun-Grunow medium)
conforme indicado por RIPPKA et al. (1979). As culturas foram mantidas a 2 klux com
fotoperiodo de 12 h, 30°C e pH 7,6 (QUEIROZ et al., 2004). O cultivo foi realizado em reator
de vidro em camara otimizada quanto a luz e temperatura. Foram utilizadas lampadas
incandescentes e fluorescentes com intensidade luminosa e temperatura controlada mediante
uso de luximetro tipo LX-101 Digital e termOometros dispostos no interior do reator. A
temperatura e intensidade luminosa foram otimizadas em func¢do do nimero de ldmpadas que
eram mantidas acesas.

O meio BG11 é composto por: K,HPO,4.3H,O (0,04 g.L'l), MgS04.7H,O (0,075
g L™, Na,CO; (0,2 gL', NaNO; (1.5 g.L'"), 4cido citrico (0,006 g.L™), citrato de aménio
férrico (0,006 g.L™"), EDTA (0,001 gL™), H;BO; (2,86 gL"), MnCL.4H,0 (1,81 gL',
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ZnSO,.7TH,0 (0,222 gL'), NayMoO,2H,0 (039 gL), CuSO.5H,0 (0,079 gL e
CoCL.6H,0 (0,040 g.L ') (RIPPKA et al., 1979).

2.3.1.2 Efluente

O meio de cultivo utilizado foi o efluente do processamento do pescado, coletado no
tanque de equalizacdo do sistema de tratamento de efluente de uma empresa processadora de
pescado do setor industrial da cidade de Rio Grande, RS, Brasil. As amostras foram
transportadas em garrafas de polietileno para o Laboratdrio de Biotecnologia da Universidade

Federal do Rio Grande e entio esterilizado a 1,1 kgf.cm™ (120°C) por 15 minutos.

2.3.1.3 Desenvolvimento dos experimentos

Os experimentos em duplicada foram conduzidos em reator de mistura completa em
sistema descontinuo com capacidade de 4,5 L, constituido de uma extensao cilindrica de PVC
com dimensdes de 80 cm de altura e 10 cm de didmetro, tendo sua parte inferior acoplada a
um sistema para promover a aera¢do de 1 VVM e agitagdo do meio. Um volume de cultura
equivalente ao requerido foi centrifugada a 4000 rpm por 20 min, separado do sobrenadante e
transferido para o reator sob aeracdo constante, pH 7,8 a 30°C, auséncia de luminosidade,
razdao C/N 20, N/P 10 e tempo de cultivo de 30 h (HORNES & QUEIROZ, 2004). Os

experimentos foram conduzidos em cdmara com controle de temperatura.

2.3.1.4 Separacao da biomassa gerada

Para a separacdo da biomassa foi utilizada a melhor condicdo indicada pela avaliacio
dos dados obtidos pelo planejamento experimental, quanto ao tipo de coagulante,
concentracdo e pH, seguindo-se o procedimento de separacdo em Jar-Test (Jar-Test Milan —
modelo JT 101), conforme descrito no item 2.2. A eficiéncia do processo foi avaliada com
base na remocdo de DQO e SS do FeCls nas condi¢des consideradas do efluente do
processamento de pescado quando este € tratado por cianobactéria.

Os resultados foram avaliados por andlise de Varidncia (ANOVA) e diferenga de

médias pelo teste de Tukey.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As tabelas 2 e 3 apresentam as eficiéncias de remocdo das varidveis respostas segundo

os planejamentos experimentais utilizados.

Tabela 2. Matriz de planejamento experimental utilizando o coagulante cloreto férrico

para o tratamento fisico-quimico e efici€éncia de remog¢do dos parametros avaliados

Valores reais e

Ensaio . Resultados
codificados

X, X, DQO NTK N-NH, P-PO,* SS
1 -1 (50) -1 (6,0) 63,3 22,8 314 0,0 7,4
2 0 (300) -1 (6,0) 67,1 25,8 33,2 0,0 11,6
3 +1 (550) -1 (6,0) 79,7 27,3 35,6 0,0 80,1
4 -1 (50) 0 (7,0 67,1 22,8 26,0 16,7 25,2
5 0 (300) 0 (7,0 74,7 25,2 32,0 58,7 59,8
6 +1 (550) 0 (7,0 75,9 29,9 27,3 67,1 78,2
7 -1 (50) +1 (8,0) 54,4 20,1 29,7 16,3 41,2
8 0 (300) +1 (8,0) 72,3 22,8 19,6 8,7 88,4
9 +1 (550) +1 (8,0) 86,1 23,1 17,8 5,9 87,7

#X,: Concentracio do coagulante (mg.L"); Xy: pH; DQO: demanda quimica de oxigénio; NTK: nitrogénio total Kjeldahl; N-NH,*:
nitrogénio amoniacal; P-PO,>: fésforo; SS: Sélidos suspensos

Tabela 3. Matriz de planejamento experimental utilizando o coagulante sulfato de

aluminio para o tratamento fisico-quimico e eficiéncia de remogao dos pardmetros avaliados

Ensaio Valores reais e codificados Resultados

X, X DQO NTK NH," P-PO,” SS
1 -1 (50) -1 (6,0) 442 15,3 23,2 0,0 30,8
2 0 (300) -1 (6,0) 56,9 17,8 12,2 0,0 69,2
3 +1 (550) -1 (6,0) 57,9 19,3 12,2 0,0 70,6
4 -1 (50) 0 (7,0 36,6 15,4 10,4 8,9 242
5 0 (300) 0 (7,0 48,6 18,2 12,2 42,8 58,3
6 +1 (550) 0 (7,0 64,2 21,8 12,8 52,5 79,5
7 -1 (50) +1 (8,0) 40,4 12,2 12,2 9.8 223
8 0 (300) +1 (8,0) 56,7 14,6 6,7 5,8 67,8
9 +1 (550) +1 (8,0) 60,4 15,3 6,7 2,5 73,5

#X,;: Concentracio do coagulante (mg.L"); X,: pH; DQO: demanda quimica de oxigénio; NTK: nitrogénio total Kjeldahl; N-NH*:
nitrogénio amoniacal; P-PO,>: fésforo; SS: Sélidos suspensos

A andlise dos dados indica que independente da condi¢do avaliada, as maiores
remogdes foram registradas para DQO e sélidos suspensos. Isso se justifica, uma vez que os
processos de coagulacdo e floculacdo sdo técnicas padrdes utilizadas em tratamento de
efluentes para remocao de s6lidos suspensos, matéria orginica e turbidez (VOLK et al., 2000;
AGUILAR et al., 2002; EBELING et al., 2003; AI-MUTAIRI et al., 2004; SARKAR et al.,
2006). No entanto, no que se refere as melhores condigdes, tomando como base estas
varidveis, verifica-se uma superioridade quanto as eficiéncias de remo¢do dos parimetros

avaliados quando se utiliza como coagulante o FeCls, notadamente para os experimentos 3, 6,
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8 € 9. A maior eficiéncia para o FeCl; em relagdo ao Aly(SO4); tem sido evidenciada por
diferentes autores (NUNEZ et al., 1999; EBELING et al., 2003; AI-MUTAIRI et al., 2004;
MITTAL, 2006; SARKAR et al., 2006). Nuiiez et al. (1999) trabalhando com FeCl; e
Aly(SO4); no tratamento de 4guas residudrias de abatedouro bovino obtiveram remocgdes de
DQO de 75% e 45%, respectivamente. Esses valores sdo muito préximos aos encontrados
para as condicdes 3, 5, 6 €9 para FeCls e 1 e 5 para Al,(SO,); neste trabalho.

Os dados registrados indicam ainda que a remog¢do dos compostos nitrogenados foi
baixa em todos os tratamentos, com valores maximos de 29,9% e 21,8% para o NTK e 35,6%
e 232% para o N-NH,", quando utilizados os coagulantes FeCl; e Alx(SO4)s,
respectivamente. Embora o processo de coagulagdo/floculacdo ndo tenha sido efetivo na
remog¢do dos compostos nitrogenados, os percentuais encontrados foram superiores em
comparagdo ao trabalho de El-Bestawy & Hussein (2005), que testaram concentracdes entre
50 mg.L'1 e 400 mg.L'1 de sulfato de aluminio e pH entre 5,0-8,0 no tratamento de efluente
doméstico e industrial. Quando considerado o efeito do pH, na dose de 200 mg.L'1 a maior
remog¢do de DQO (65,5%) foi em pH 7,0, enquanto que para os parametros fésforo total e
NTK as maiores remog¢des (86,7% e 5,9%, respectivamente) foram constatadas a pH 6,0. Para
o coagulante FeCl; a melhor condigdo encontrada pelos autores foi 200 mg.L" e pH 6,0, com
remog¢do média de 79,3%, 38,9%, 5,55% e 5,62% para os parametros fosforo total, DQO,
NTK e N-NH,", respectivamente. Por outro lado, o aumento do pH de 6,0 para 8,0 nao
provocou mudancas perceptiveis na remocdo dos parametros avaliados.

Para as melhores condi¢des sugeridas pelos dados obtidos (experimentos 3, 6, 8 € 9),
observa-se de forma geral que o aumento da concentracio de coagulante levou a maior
eficiéncia de remocdo das varidveis analisadas. Essa tendéncia pode ser confirmada em
funcdo dos dados apresentados nas tabelas 4 e 5, que mostram a influéncia dos efeitos e
significancias das varidveis em estudo sobre a eficiéncia de reducdo de DQO, NTK, N-NHy,

P-PO,” e SS quando utilizados os agentes coagulantes FeCl; e Al,(SO4)3, respectivamente.

Tabela 4. Andlises dos efeitos principais e interagdo para a acdo do coagulante cloreto

férrico na remog¢do dos parametros avaliados

DQO NTK N-NH," P-PO,” SS
Fator Efeito Err.P p Efeito Err.P. p Efeito Err.P p Efeito ErrP p Efeito Emr.P. p
Interc. 74,7 0,39 0,00 24,6 040 0,00 257 1,16 0,00 24,1 034 000 648 0,58 0,00
Xi 21,1 0,86 000 44 086 0,00 -340 257 022 124 0,74 0,00 532 129 0,00
X, 3,03 086 000 -3,7 08 000 -123 257 0,00 59 074 0,00 303 129 0,00
XX, 653 076 000 -142 0,79 0,11 -3,88 228 0,12 -132 0,66 0,00 -12,8 1,14 0,00

X;: Concentragdo de coagulante; X,: pH; X; X;: interacdo entre concentragdo de coagulante e pH
Interc.: Interceptacdo; Err. P: Erro padrdo
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Tabela 5. Andlises dos efeitos principais e interagdo para a a¢do do coagulante sulfato

de aluminio na remoc¢ado dos parametros avaliados

DQO NTK N-NH,* P-PO,” SS
Fator Efeito Err.P p Efeito Err.P. p Efeito Err.P p Efeito Err.P p Efeito Emr.P. p

Interc. 549 0,67 0,00 16,7 045 0,00 10,1 0,74 0,00 1,12 0,12 0,00 656 0,72 0,00
X 20,0 1,48 0,00 4,14 099 000 -480 1,63 0,02 000 028 09 52,1 159 0,00
X, 093 148 055 -3,79 099 0,00 -745 1,63 0,00 193 028 000 -953 1,60 0,00

XX, -1,23 1,31 037 1,02 095 031 -036 145 081 -09 025 0,00 -021 1,42 0,88

X;: Concentragdo de coagulante; X,: pH; X; X;: interacdo entre concentragdo de coagulante e pH
Interc.: Interceptacdo; Err. P: Erro padrdo

Na tabela 4 se pode verificar que o efeito da concentracdo de coagulante foi
significativo e positivo para todas as respostas em um nivel de confianga de 95%. A exceg¢do
ocorreu para o parAmetro N-NH,", em que a concentracio de coagulante apresentou efeito
negativo e ndo significativo, resultando em maior reducdo da DQO, NTK, P—PO4'3 e SS
quando ha o aumento da concentragdo de coagulantes de 50 mg.L'1 para 550 mg.L'l. Amuda
& Amoo (2007) constataram que concentragdes acima de 400 mg.L™" de FeCl; no efluente da
industria de bebidas conferiram cargas positivas na superficie das particulas redispersando-as.
Para o Aly(SO4); a varidvel pH ndo exerceu efeito significativo na remocdo de matéria
organica (tabela 5). O aumento no pH de 6,0 para 8,0 exibiu 0 aumento em pequena ordem
para a remocao de P-PO,~ ¢ 0 decréscimo da remocdo de SS. A concentracio de coagulante,
contudo, apresentou efeito ndo significativo apenas para a remocdo de P-PO,”. Ao contrario
do efeito do agente coagulante FeCls, a concentrac@o de coagulante para a remog¢do de P-POy4’
3 ¢ 0 pH para a remocio de DQO nio apresentaram efeito significativo. Também no que se
refere 2 varidvel P-PO,” o coagulante Al»(SO.)3 apresentou efeito pequena ordem quando se
leva em conta o pH.

Os efeitos de ordem maior foram verificados para a remocdo de DQO e SS,
observando-se ainda que para o FeCls tanto a concentragdo de coagulante como o pH tiveram
efeito significativo e positivo. Os efeitos ndo significantes ou de ordem inferior encontrados
para a varidvel pH, quando utilizado o coagulante Al,(SO4)3, ndo foram considerados erros no
processo ou mé atuacdo do agente, uma vez que a faixa 6tima de atuacio deste composto em
relacdo ao pH estd entre 6,5-7,5 (EBELING et al., 2003) e o delineamento experimental
extrapolou estes limites. A maior sensibilidade ao pH pelo coagulante Al>(SO4); em relagdo
ao FeCl; foi também verificado por Al-Malack et al. (1999) no tratamento de efluentes
industriais pelo processo de coagulacdo/floculagdo, os quais realizaram experimentos

variando o pH na faixa de 6,0 a 10.
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O efeito do pH para ambos coagulantes foi negativo para as varidveis N-NH;" e NTK,
0 que indica uma maior remog¢do em pH 6,0-7,0. Isso pode ser atribuido ao fato que quando o
pH fica na faixa de 5,0-7,0 ird predominar o fon amoénio, e nesta forma o fon amodnio
permanecerd na forma ionizada no meio ou se unird por atragcao eletrostatica a superficie das
particulas coloidais carregadas negativamente e a remocdo destas particulas pela
coagulagdo/floculagdo causard a redug@o do nitrogénio amoniacal associada a elas (SONG et
al., 2004; EI-BESTAWY & HUSSEIN, 2005).

A alta remoc¢ao de sélidos suspensos pela acdo de coagulante estd de acordo com o
estudo realizado por Ata & Jameson (2005), que encontraram 98% de remog¢do em efluentes
industriais. No presente trabalho o valor médximo (89%) para a remocao de sélidos suspensos
do efluente do processamento de pescado foi alcangado no maior valor de pH e concentracio.

A tabela 6 apresenta os modelos polinomiais na forma codificada gerados a partir da
andlise de regressdo para as respostas eficiéncia de remog¢do de DQO e SS, quando utilizados

os coagulantes FeCl; e Al,(SO4)s.

Tabela 6. Modelos de regressdo para as varidveis respostas

Modelo Codificado R’
FeCl,
DQO = 74,1 + 9,6.X; — 0,09.X,* + 2,47.X, — 0,02.X,” + 0,001.X,.X,
Erro Puro: 2,05 0,87 Eq. 3
SS=42,7 +20,2.X; - 0,19.X,* + 17,9.X5 — 0,17.X% - 0,002.X,.X>
Erro Puro: 4,59 0,93 Eq. 4
Al (SOy4);
DQO = 52,1 +13,5.X; - 0,13.X,” - 3.21.X, + 0,03.X,"
Erro Puro: 6,03 0,87 Eq. 5
SS =709 + 45,9.X, - 0,45.X,* - 6,56.X, + 0,06.X,°
Erro Puro: 7,02 0,88 Eq. 6

X,: concentragdo de coagulante; X,: pH; R coeficiente de determinagdo

A eficiéncia estatistica das equacdes polinomiais € validada pelo teste de Fisher, e que
87% a 93% da variabilidade das respostas pode ser explicada pelos modelos propostos,
indicando que estes se ajustam aos dados experimentais. A 95% de confianca o valor de F

calculado € maior que o F critico (tabelas 7 e 8) para a remocao de DQO e SS.
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Tabela 7. Anélise de varidncia para o ajuste dos modelos gerados para o coagulante

cloreto férrico

DQO SS
Fonte de Variacdo SQ GL MQ  Fcac Foue SQ GL MQ  Fcace  Fcou
Regressao 1249 5 250 16,3 3,11 14302 5 2860 32,5 3,11
Residuo 183 12 15,3 1055 12 87,9
Falta Ajuste 165 3 55,1 1014 3 338
Erro Puro 18,4 9 2,1 41,3 9 4,59
Total 1434 17 84,3 15357 17 903

Tabela 8. Andlise de varidncia para o ajuste dos modelos gerados para o coagulante

sulfato de aluminio

DQO SS
Fonte de Variagio SQ GL MQ  Fcac  Foie SQ GL MQ  Fcue  Foiie

Regressao 1336 4 334 21,1 3,18 10081 4 2520 23,9 3,18
Residuo 206 13 15,8 1372 13 106
Falta Ajuste 151 4 37,8 1309 4 327
Erro Puro 54,3 9 6,0 63,2 9 7,0
Total 1541 17 90,7 11453 17 674

As figuras 1 e 2 apresentam os diagramas das superficies de respostas elaboradas a
partir dos modelos de regressdo expressos na tabela 6, os quais descrevem o comportamento
da remocdo de DQO e SS em fungdo dos fatores em estudos descritos pela matriz de
planejamento experimental (tabela 1).

No que concerne a remog¢do de s6lidos suspensos, observa-se nas figuras 1 e 2 que o
pH exerce maior influéncia no processo de coagulacio utilizando o FeCl; do que o Al,(SOy)s,
onde as maiores remocgdes sdo registradas para os maiores valores de pH. Contudo, os
melhores resultados para remocdo de DQO e SS, considerando os dois tipos de coagulantes
estudados, podem ser encontrados com as concentragdes maiores na faixa experimental
estudada (300 mgL"' e 550 mg.L"). Esses resultados estio de acordo com Nuiiez et al.
(1999), que aplicaram os coagulantes FeCl; e Al(SO4); no tratamento de efluente de
abatedouro bovino. Os pesquisadores mostraram reducdes de DQO de 75% e 45%,
respectivamente. Resultados similares foram relatados na aplicagdo do processo de
coagulagdo-floculagdo como tratamento em efluente doméstico misturado com efluente
industrial no qual a redugdo de 69,5% de DQO foi obtida na presenca de 200 mg.L™" de FeCls
apH 6,0 (EI-BESTAWY & HUSSEIN, 2005).
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Figura 1. Superficies de resposta para eficiéncia de remog¢do de DQO e SS utilizando

FeCl; como coagulante
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Figura 2. Superficies de resposta para eficiéncia de remog¢do de DQO e SS utilizando

Aly(SO4)3 como coagulante

A tabela 9 apresenta as diferencas de médias segundo o teste de Tukey para os valores
de eficiéncia de remocdo de DQO e SS registrados para as condi¢gdes 3, 6, 8 e 9 utilizando
FeCl;. Os dados indicam diferenca significativa (p<0,05) quanto a eficiéncia de remocdo de
DQO do experimento 9 em relacdo aos demais experimentos, os quais nio diferiram entre si.
Quanto a varidvel SS, os resultados indicam diferenca significativamente definida (p<0,05)
em relacdo a todos os tratamentos com excecdo do tratamento 8 e 9. Contudo, para o
tratamento 8 (300 mg.L'l) a concentracdo de coagulante utilizada é inferior ao tratamento 9

(550 mg.L'l). Considerando ainda que o tratamento pela cianobactéria Aphanothece
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microscopica Nageli ja é capaz de remover significativamente a matéria organica (HORNES
& QUEIROZ, 2008), é possivel definir como melhor condicdo a ser utilizada para separacdo
da biomassa segundo o planejamento experimental utilizado o uso de cloreto férrico na
concentragio de 300 mgL' a pH 80, uma vez que este tratamento ndo difere
significativamente (p<0,05) quanto a eficiéncia de remogdo de sélidos suspensos do

experimento 9 e traz consigo a vantagem de utilizar menor concentracdo de coagulante.

Tabela 9. Diferenca de médias segundo teste de Tukey para as eficiéncias de remogao

de DQO e SS para os experimentos 3, 6, 8 e 9 utilizando como coagulante cloreto férrico

A Experimento
Parametro 3 6 3 9
E-DQO 79,7 75,9 72,3 86,1°
E-SS 80,1° 78,2° 88.4° 87,7

*Experimento 3 (550 mg.L"; pH 6,0); Experimento 6 (550 mg.L"; pH 7,0); Experimento 8 (300 mg.L™"; pH 8,0);
Experimento 9 (550 mg.L™"; pH 8,0); E-DQO: Eficiéncia de remogio de DQO (%); E-SS: Eficiéncia de remogio de SS (%)
Na tabela 10 pode ser verificado o efeito de FeCls na concentracdo de 300 mg.L" a pH
8,0 na separacdo da biomassa gerada no efluente da industria da pesca pela cianobactéria
Aphanothece microscopica Nigeli. Avaliando os dados expressos € importante salientar que
as industrias processadoras de alimentos resultam em efluentes com elevada DQO
(GUERRERO et al., 1999; BERARDINO et al., 2000; SROKA et al., 2004). De acordo com
Sroka et al. (2004) com a aplicagdo de um processo de tratamento biolégico é possivel atingir
em torno de 90% de remog¢do. A cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli tem
demonstrado importante capacidade removedora de DQO (QUEIROZ et al., 2002; QUEIROZ
et al., 2004; QUEIROZ et al., 2005; QUEIROZ et al., 2007), com registros equivalentes e
mesmo superiores aos registrados neste trabalho. No entanto é notdria a vantagem ao
utilizarmos coagulante para separacdo da biomassa gerada, resultando em efluente com

eficiéncia de 100% de remocdo, o qual poderia resultar em dgua de reuso industrial.

Tabela 10. Eficiéncia de remog¢do de demanda quimica de oxigénio (DQO) e sdlidos

suspensos (SS) por Aphanothece microscopica Nageli e cloreto férrico

Pardmetro (mg.L™") EA EB ET
DQO 100 100 100
SS -88,1 88,4 88,4

*EA: eficiéncia de remogdo por Aphanothece microscopica Niégeli; EB: eficiéncia de remogdo por coagulagdo com FeCls
ap0s tratamento com Aphanothece; ET: eficiéncia de remogao total
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Um dos problemas na utilizagdo de microalgas para a remog¢do de nutrientes € a sua
recuperacdo do efluente tratado, em virtude de seu pequeno didmetro, tornando dificil sua
separagdo, sendo o processo por sedimentacio ou floculagio indicado (LALIBERTE et al.,
1997; CRAGGS et al., 1997; BASHAN et al., 2002; GRIMA et al., 2003). A alta eficiéncia de
remogdo (88,4%) de solidos suspensos registrada neste trabalho apds o tratamento com
cianobactéria associada ao coagulante sugere a eficicia do FeCl; nas condi¢des utilizadas para
a separacdo da biomassa. Este efeito pode ser atribuido a propriedade de rapida associacao
cinética entre compostos organicos e ifons de ferro no pH considerado. Semmens & Field
(1980) reportam que a elevada efici€éncia de remo¢do de matéria orgénica e sélidos para
coagulantes como FeCl; e Al,(SO4)3 pode estar ligada a propriedade de associag@o cinética
dos parametros considerados a ions de ferro e aluminio no intervalo de pH de 5,0 a 8,0.

A existéncia de uma carga superficial negativa em muitas cianobactérias resulta em
alta afinidade com fons metdlicos, o que tornam estes microrganismos especialmente efetivos
na remocdo destes componentes (VOLTOLINA et al., 1998; BASHAN et al., 2002; MOHAN,
RAO & PRASSAD, 2005). Isso justifica a alta eficiéncia no processo de separacdo da
biomassa registrada. No entanto passa a ser uma preocupagdo, considerando que segundo
GRIMA et al. (2003) o uso de sais metdlicos pode ser inaceitdvel dependendo da finalidade a
qual serd dada a biomassa. Nesse sentido a dessor¢do de FeCl; na biomassa por sucessivas
lavagens foram consideradas.

A tabela 11 fornece o resultado de remocdo de FeCl; da biomassa da cianobactéria
Aphanothece microscopica Négeli desenvolvida no efluente da industria da pesca e separada
mediante o uso de coagulante metdlico, em funcido do nimero de lavagem com &dgua apds o

processo de separagdo, bem como a concentracdo residual de coagulante no efluente tratado.

Tabela 11. Remocdo de cloreto férrico da biomassa em funcdo de sucessivas lavagens

Etapa FeCl; residual (mg) % Remocio
0' 382°+43

1 Lavagem 1249°+169 53,7

2 Lavagem 574°498 78,7

3 Lavagem 2319458 91,4

4 Lavagem 107°21 96,1

5 Lavagem 67°427 97,5

6 Lavagem 65%+15 97,6
Total 2676

'A etapa “0” corresponde ao FeCl; residual no efluente ap6s a sedimentacio da biomassa, antes de ser submetido as lavagens
Os valores apresentados sdo médias de 6 repeti¢cdes + Desvio Padrdo
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Os dados expressos consideram a biomassa total gerada em um volume de efluente de
9 L com adicdo de 300 mg.L'1 de FeCl; o que perfaz uma massa de 2700 mg. Observa-se uma
eficiéncia de dessorcdo de 53,7% na primeira lavagem, considerando a concentracido de FeCls
residual de 382 mg apés a precipitacio da biomassa. E atingido 91,4% na terceira lavagem,
sendo demonstrada pela andlise de variancia ndo haver diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) quanto as eficiéncias expressas na 4°, 5° e 6° etapa do processo. Esses resultados
sugerem que a otimizacdo do processo de lavagem pode resultar em biomassa praticamente

isenta de FeCls adsorvido.

4 CONCLUSAO

A andlise dos resultados permite concluir maior eficicia do FeCl; em relagdo ao
Aly(SO4); como coagulante, sendo indicada como melhor condicdo a utilizagdo de 300 mg.L'1
de FeCls a pH 8.0.

Os coagulantes utilizados demonstram-se eficientes quanto a remocdo de DQO e SS,
no entanto com baixa eficiéncia para NTK, N-NH," e P—PO4'3 .

O tipo de coagulante, concentracdo e pH influenciam significativamente na remocao
dos parametros avaliados, aumentando notadamente a eficiéncia de remoc¢do com a utilizagdo
de cianobactéria.

O processo associado ao tratamento de efluente por Aphanothece e a separacido da
biomassa por FeCl; na melhor condi¢do considerada resulta em 100% de remocao de DQO.

A melhor condicdo considerada demonstrou ser altamente eficiente para a separagdo
da biomassa gerada no tratamento de efluente por Aphanothece microscopica Négeli.

O processo de lavagem da biomassa apds tratamento com coagulante pode resultar em
97% de remog¢do do FeCls residual, ficando demonstrada a possibilidade de separacdo da

biomassa pelo uso de coagulantes.
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RESUMO

A biomassa gerada no efluente do processamento do pescado a 10°C, 20°C e 30°C e em meio
padrdo BG11 a 30°C foi caracterizada quanto a composi¢do quimica e teores de clorofila a e
ficocianina. Foram realizados experimentos em duplicata utilizando in6culos de 200 mg.L'1
em reatores de mistura completa com capacidade de 4,5 L, tendo sua parte inferior acoplada a
um sistema de aeracdo e agitagdo do meio. Os experimentos no efluente foram conduzidos na
auséncia de luz e em meio padrdo a 2 klux em fotoperiodo de 12 h. Os resultados indicaram
que a temperatura exerce influéncia significativa (p<0,05) na composi¢do quimica, conteido
de clorofila a e ficocianina. Sdo indicadas as temperaturas de 10°C e 20°C para a otimizagdo
da produgdo de lipidios e carboidratos e 30°C para proteinas e sais minerais. Ficou
demonstrado o potencial de utilizacdo do efluente do processamento de pescado na producio
de proteina unicelular, caracterizando-se a biomassa como importante fonte de proteina,

carboidratos, lipidios, sais minerais e pigmentos como clorofila a e ficocianina.

Palavras-chave: cianobactéria, composi¢do quimica, clorofila a, efluente pescado, ficocianina,

temperatura
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ABSTRACT

The chemical profile (protein, carbohydrate, lipid and ash) and the concentration of
chlorophyll @ and phycocyanin of the cyanobacterium Aphanothece microscopica Nageli was
studied at 10°C, 20°C and 30°C in the fish processing effluent and in BG11 medium at 30°C.
Experiments in duplicate using 200 mg.L'1 inoculums were carried out in 4,5 L complete
stirred reactor, and in its lower part a system with porous stones was coupled for the air
entrance, providing aeration and agitation of the medium. The experiments in the effluent
were run in darkness and in BG11 medium at 2 klux and 12 h photoperiod. The results
showed the significant influence (p<0,05) of the temperature in the chemical composition and
chlorophyll a and phycocyanin content. The temperatures of 10°C and 20°C are indicated for
the production optimization of lipids and carbohydrates and 30°C for proteins and mineral
salts. It was demonstrated the potential of the fish processing effluent in single cell protein
production, and the importance of the biomass as a source of protein, carbohydrate, lipid,

mineral salts and pigments like chlorophyll @ and phycocyanin.

Keywords: cyanobacterium, chemical composition, chlorophyll a, fish effluent, phycocyanin,

temperature
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1 INTRODUCAO

As cianobactérias constituem um grupo imenso e diverso de organismos procariontes
fotossintéticos que estdo entre os mais antigos do planeta. Tem sido demonstrado o potencial
de cianobactérias e microalgas na remocdo de nutrientes de efluentes de industrias
alimenticias, uma vez que vdrias espécies sdo capazes de utilizarem compostos organicos
como fonte de carbono (VOLTOLINA et al., 1998; KALAVATHI et al., 2001; ASLAN &
KAPDAN, 2006; QUEIROZ et al., 2004; QUEIROZ et al., 2007).

O desenvolvimento de trabalhos que enfatizem o crescimento e composi¢do quimica
de cianobactérias cultivadas em efluentes se torna importante, considerando que a composi¢ao
e concentracdo de substancias celulares irdo variar de acordo com fatores como a natureza do
microrganismo, meio de cultivo e as condi¢des em que estes se realizam (FIDALGO et al.,,
1998; FUENTES et al., 2000; SANTOS et al., 2003; RANGEL-YAGUI et al., 2004). Assim,
o0 interesse por estes microrganismos tem sido baseado em suas diferentes aplicacdes, como
biofertilizantes, antibidticos, corantes para alimentos e bebidas, alimentacio humana e animal,
entre outras (KREITLOW et al., 1999; OLVERA-RAMIREZ et al., 2000; TOKUSOGLU &
UNAL, 2003; GARCIA-FERNANDEZ & DIEZ, 2004; SPOLAORE et al., 2006; QUEIROZ
et al., 2007; SILVA & SILVA, 2007; ZEPKA et al., 2008).

Outra questdo que desperta interesse sdo as altas taxas de crescimento que estabelecem
vantagens tecnolégicas e comerciais em comparagdo com as técnicas convencionais de
producdo de nutrientes Alguns produtos obtidos a partir destas técnicas tem sido denominados
proteinas unicelulares, que se referem a células desidratadas de determinados microrganismos
utilizados como alimentos ou aditivos. De acordo com Anupama & Ravindra (2000), além das
fragdes de protefnas, carboidratos, vitaminas, minerais e lipidios, estdo inclusos no termo
proteinas unicelulares os pigmentos. Estes tltimos componentes t€ém sido objeto crescente de
interesse comercial tanto no que se refere a sua aplicacdo como corantes naturais, substituindo
os sintéticos nas inddstrias de alimentos e cosméticos, como as suas propriedades anti-
oxidantes e anti-inflamatérias (AUSTIN et al., 1996; LORETO et al., 2003; SANTIAGO-
SANTOS et al., 2004; STREIT et al., 2005).

As cianobactérias podem apresentar substancias celulares como 4cidos graxos,
carboidratos, proteinas e pigmentos em composi¢do e concentracdo varidveis, refletindo a
natureza do organismo, a influéncia das condi¢Ges de cultivo e o préprio estado fisiologico de

culturas. Desta forma existe a possibilidade de se obter uma espécie com diferentes
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composi¢des bioquimicas produzidas pela manipulacdo de alguns fatores (LOURENCO et al.,
1997; ROMANO et al., 2000).

Faintuch et al. (1992) reportam que a maior experiéncia disponivel sobre
cianobactérias como fonte de proteina relaciona-se com a Spirulina maxima. No entanto,
muitas investigacdes tem sido realizadas com outras espécies, como as pertencentes aos
géneros Oscillatoria, Nostoc e Aphanothece (HALPERIN et al., 1974; ANUPAMA &
RAVINDRA, 2000; JACOB-LOPES et al., 2006; QUEIROZ et al., 2004; ZEPKA et al,,
2007; ZEPKA et al., 2008).

A Aphanothece microscopica Nigeli é uma cianobactéria da familia Choroococaceae,
constituindo um dos maiores sub-grupos de procariontes apresentando cerca de 150 géneros e
mais de mil espécies descritas (RIPKA et al., 1979). E caracterizada por apresentar células
esféricas, ovodides ou cilindricas, medindo 9,0-9,5um x 4,2 pum, cerca de 2,1 vezes mais
comprida que larga (HALPERIN et al., 1974). Este microrganismo tem sido estudado quanto
a capacidade de remog¢do de nutrientes de efluentes industriais com importantes resultados
(QUEIROZ et al. 2002; QUEIROZ et al., 2004; QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA et al., 2007),
mostrando rdpido crescimento quando cultivada no efluente da parboiliza¢do do arroz, tanto
na presenga como na auséncia de luz (QUEIROZ et al., 2002; BASTOS et al., 2004;
QUEIROZ et al., 2007).

A eficiéncia quanto a producdo de compostos de interesse pode ser otimizada em
funcdo de pardmetros como temperatura, luminosidade, concentracio e natureza de nutrientes
em condi¢des de cultivo controladas. A Aphanothece microscopica Nigeli tem sido apontada
como importante fonte de dcidos graxos e aminodcidos essenciais (JACOB-LOPES, 2006;
ZEPKA et al., 2007; ZEPKA et al., 2008). Neste contexto, varios estudos ja foram realizados
sobre o efeito de diferentes condi¢des de cultivo na biomassa utilizando principalmente como
meio de cultura o efluente da parboiliza¢do do arroz (QUEIROZ et al., 2002; BASTOS et al.,
2004; QUEIROZ et al., 2004; JACOB-LOPES et al., 2006; QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA et
al, 2007). No entanto, quanto a influéncia da temperatura na composicao proximal, clorofila a
e ficocianina quando desenvolvida no efluente da industria processadora do pescado ndo se
tem qualquer informag@o. Em face disso, o trabalho teve por objetivo avaliar a composi¢do
em proteina, carboidratos, lipidios, cinzas, clorofila @ e ficocianina na biomassa da
cianobactéria Aphanothece microscopica Nidgeli cultivada no efluente da inddstria

processadora de pescado a diferentes temperaturas € em meio padrao BG11.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo

2.1.1 Preparo do indculo

Suspensdes de Aphanothece microscopica Nigeli (RSMan92, Unidade de
Cianobactérias da Universidade Federal do Rio Grande) isoladas do estuério da cidade de Rio
Grande, RS, Brasil, foram cultivadas e mantidas em meio BG11 (Braun-Grunow medium)
conforme indicado por RIPPKA et al. (1979). As culturas foram mantidas a 2 klux com
fotoperiodo de 12 h, 30 °C e pH 7,6 (QUEIROZ et al., 2004). O cultivo foi realizado em
reator de vidro em camara otimizada quanto a luz e temperatura. Foram utilizadas lampadas
incandescentes e fluorescentes com intensidade luminosa e temperatura controlada mediante
uso de luximetro tipo LX-101 Digital e termOometros dispostos no interior do reator. A
temperatura e intensidade luminosa foram otimizadas em func¢do do nimero de ldmpadas que
eram mantidas acesas.

O meio BG11 é composto por K,HPO4.3H,0 (0,04 g.L’l), MgS04.7H,0 (0,075 g.L'l),
Na,COs (2 gL', NaNO; (1,5 gL', EDTA (0,001 g.L'"), H;BO; (2,86 g.L'"), MnClL.4H,0
(1,81 gL™"), ZnS0O4.7H,0 (0,222 g L"), NaxMoO4.2H,0 (0,39 g.L"), CuSO4.5H,0 (0,079
g.L™"), CoCl.6H,0 (0,040 g.L'™"), 4cido citrico (0,006 g.L™) e citrato férrico de aménio (0,006
g L") (RIPPKA et al., 1979).

A concentracdo celular na fase exponencial para tomada do indculo foi determinada
gravimetricamente mediante filtragdo de volume conhecido de meio de cultura BG11
contendo as células do microrganismo em filtro Millipore de porosidade 0,45 pm,
previamente seco a 60°C por 24 h. Os filtros foram secos até peso constante e a biomassa

quantificada.

2.2 Meios de cultivo

Os meios de cultivos utilizados foram o efluente do processamento do pescado e meio
padrao BG11 (RIPKA et al., 1979). O efluente foi coletado no tanque de equalizacdo do
sistema de tratamento de efluente de uma empresa processadora de pescado do setor industrial

da cidade de Rio Grande, RS, Brasil. As amostras foram transportadas em garrafas de
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polietileno para o Laboratério de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande e
entdo esterilizadas a 1,1 kgf.cm'2 (120°C) por 15 minutos. O efluente foi caracterizado quanto
ao pH, demanda quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio total Kjeldahl (NTK), nitrogénio
amoniacal (N-NH,") e fésforo (P-PO,?). As andlises foram realizadas segundo os
procedimentos descritos em Standard Methods para andlise de dguas e efluentes (APHA,

2005).
2.3 Desenvolvimento dos experimentos

Experimentos em duplicada na auséncia de luz e temperaturas de 10°C, 20°C e 30°C
em efluente e em meio BG11 com luz a 30°C foram conduzidos em reator de mistura
completa em sistema descontinuo com capacidade de 4,5 L. Para os experimentos
desenvolvidos no efluente o reator foi constituido de uma extensdo cilindrica de PVC com
dimensdes de 80 cm de altura e 10 cm de diametro, tendo sua parte inferior acoplada a um
sistema para promover a aera¢do de 1 VVM e agitacdo do meio. O efluente foi previamente
ajustado a pH 7,6, razao C/N 20 e razdao N/P 10, aferido com glicose, sulfato de amo6nio ou
fosfato de potdssio em fungdo das concentragdes de DQO, NTK e P-PO,” presentes no
efluente, conforme indicado por Hornes & Queiroz (2004). Os experimentos em meio BG11
foram realizados em reatores de vidro a 2 klux de luminosidade e fotoperiodo de 12 h, com
sistema de agitacdo e aeracdo. O sistema contendo efluente de pescado ou meio BG11 foi
inoculado com em média 200 mg.L'1 de células de Aphanothece microscopica Nigeli obtidas
a partir de um volume de cultura equivalente ao requerido para obter esta concentragdo
desenvolvida em meio BG11. Os experimentos foram conduzidos em camara com controle de

temperatura.
2.4 Cinética

As varidveis cinéticas velocidade especifica de crescimento maxima ([msx), tempo de
geracdo (tg) e fator de conversdo de substrato em célula (Yxss) foram determinadas segundo

Levenspiel (2000). O procedimento de avaliagdo teve como base as equagdes 1,2, 3 e 4.

ax _
dt ﬂmax

€]
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Intregrando-se a equag@o 1 obtém-se:

X = X() pHm (A1) (2)
In2
tg = o 3)

Onde: tg = tempo de geragdo (h)
O fator de conversdo substrato-microrganismo foi obtido através da equacio 4.

1704
Yyis :_E “)

Onde: Yyss = fator de conversao substrato em células (mg biomassa mg.S'l)
A produtividade foi calculada de acordo com a equacdo 5:

_AX

P_
XAt
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2.5 Separacao da biomassa

Ao final da fase exponencial de crescimento o experimento foi interrompido e a
biomassa separada do meio de cultivo por coagulagdo/floculacdo. Como agente coagulante foi
utilizado cloreto férrico (FeClz) na concentragio de 300 mg.L"' e pH aferido a 8,0. O
procedimento foi realizado em Jar-Test (Jar-Test Milan — Modelo JT 101) com jarros de 2000
mL de capacidade, 19 cm de altura e 12,5 cm de largura. Utilizou-se agitagcdo rdpida de 110
rpm durante 30 s, seguida de etapa lenta com velocidade de 50 rpm durante 10 s e tempo de

sedimentacdo de 15 min (HORNES & QUEIROZ, 2008b).
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2.6 Secagem da biomassa

A biomassa foi seca em secador descontinuo de bandejas com escoamento de ar

paralelo (1,5 m.s™) a 60°C conforme indicado por JACOB-LOPES et al. (2006).

2.7 Composicao quimica

2.7.1 Proteina total

O nitrogénio total da biomassa foi determinada pelo método micro Kjeldahl, utilizando

6,25 como fator de conversdao (AOAC, 2000).
2.7.2 Carboidratos totais

Os carboidratos totais foram determinados por colorimetria pelo método fenol-
sulfirico, utilizando glicose como padrdo segundo metodologia descrita por DUBOIS et al.
(1956).

2.7.3 Lipidios totais

Os lipidios foram extraidos com éter de petréleo pelo método de Soxhlet (Extrator

Soxtec modelo 2055) e seco a 60°C até peso constante (AOAC, 2000).

2.7.4 Cinzas

As cinzas foram determinadas por incineracdo da amostra a 450°C (AOAC, 2000).

2.7.5 Pigmentos

A concentragdo em clorofila a e ficocianina foi determinada por espectrofotometria

apos extracdo dos pigmentos em acetona 90% a 5°C por 24 h. A leitura para a determinagao



135

da clorofila a foi realizada nos comprimentos de onda de 664 nm e 647 nm e para ficocianina

a 615 nm e 652 nm, conforme descrito por AMINOT (1983).
2.8 Avaliacao dos resultados
Os resultados foram avaliados através de Andlise de Varidncia (ANOVA) e as
diferencas entre as médias por teste de Tukey utilizando o software Statistica 6.0.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Composicao quimica
3.1.1 Proteina
O efeito da temperatura na composi¢do proximal da biomassa da cianobactéria
Aphanothece microscopica Négeli cultivada no efluente do processamento de pescado e meio

padrdo BG11 pode ser avaliado na tabela 1.

Tabela 1. Composi¢do quimica da cianobactéria Aphanothece desenvolvida no

efluente do processamento de pescado em diferentes temperaturas e em meio BG11 a 30°C

Parimetro Tratamento
10°C 20°C 30°C Meio BG11
Proteina 49,9°+1,49 52,5+0,62 63,8°+1,66 66,3"+1,48
Carboidratos 29,1°+1,92 27,1242.25 14,1°+0,78 12,9°+0,77
Lipidios 15,3°+0,78 13,8%+1,07 7,1°+0,62 9,1°+0,05
Cinzas 5,7°+0,30 6,5+1,47 14,8°+1,35 11,5%1,44

*Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as diferentes temperaturas aplicadas
Os valores apresentados sao médias de 6 repeti¢oes + Desvio Padriao

z

A andlise dos dados evidencia que a fracdo protéica € o maior constituinte da
biomassa, notadamente influenciada pela temperatura de cultivo e diferindo
significativamente (p<0,05). Diferentes autores como Parson et al. (1984) e Fogg & Thake
(1987) reportam que a proteina é o constituinte mais abundante em todas as classes de
microalgas. Os valores registrados, independentes da temperatura, encontram-se dentro da
faixa de concentracio (40-60%) citada por diversos autores para diferentes fontes de proteina
unicelular (ANUPAMA & RAVINDRA, 2000; MORIST et al., 2001; QUEIROZ et al., 2002;
DANESI et al., 2002; ZEPKA et al., 2008). No entanto, é¢ importante salientar que mesmo na

menor temperatura avaliada (10°C), independente das demais condi¢des de cultivo a
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concentracdo de proteina é superior ao intervalo de concentragdo registrado para este
microrganismo, quer coletado diretamente no meio ambiente (30,29% a 43,71%) conforme
descrito por QUEIROZ et al. (1998), ou desenvolvido no efluente da parboilizagdo do arroz, a
30°C, com minimos e maximos de 41,33% e 46,80%, respectivamente (ZEPKA et al., 2007).
Esses resultados sugerem a possibilidade de utilizacdo deste microrganismo com o duplo
proposito de tratamento do efluente do processamento do pescado e na geracdo de proteina
em regides onde sdo registradas temperaturas médias ambientais em torno de 10°C. Isto pode
ser corroborado pelos resultados obtidos por Hornes & Queiroz (2008a), que avaliando a
eficiéncia de remocdo de DQO e NTK do efluente do processamento do pescado na mesma
temperatura por Aphanothece microscopica Nigeli, reportam eficiéncias de remogdo de 80%
e 82%, respectivamente.

Aradjo & Garcia (2005) avaliaram a composicdo quimica de Chaetoceros wighamii
quando cultivada a 20°C, 25°C e 30°C em fotoperiodo e sob luz continua obtendo variacdes de
proteina de 26,6% a 61,8%. Foi observada uma tendéncia a menores teores protéicos na
temperatura de 25°C, aumentando com as maiores temperaturas. O valor maximo encontrado
por estes autores € equivalente ao obtido neste trabalho para temperatura de 30°C,
independente do meio de cultivo. Teor muito préximo (63%) ao registrado para Aphanothece
a 30°C (63.8%) é reportado por Tokusoglu & Unal (2003) para a Spirulina platensis a
temperatura de cultivo de 20°C na presenca de luz. Este valor € superior ao reportado por
Zepka et al. (2008) e Jacob-Lopes et al. (2007) para o microrganismo em estudo quando
cultivado no efluente da parboilizagdo do arroz a 30°C e desidratado em iguais condig¢des de
secagem expressos neste trabalho. Estes autores encontraram concentragcdes de proteina entre
41,3% e 49,3%. Isso reflete a influéncia do meio de cultivo no processo de producdo e
acimulo de substancias celulares na biomassa de cianobactérias e microalgas reportadas em
diversos trabalhos (LOURENCO, 1996; ANUPAMA & RAVINDRA, 2000; ROMANO et
al., 2000; MORIST et al., 2001; GRIMA et al., 2003; RANGEL-YAGUI et al., 2004).

Utting (1985) reporta que a composi¢do protéica € influenciada pela quantidade de
nitrogénio, e reducdes deste nutriente resultam em decréscimo significativo dos niveis
celulares de proteina. A composi¢do protéica também ¢ influenciada pela natureza da fonte
nitrogenada, sendo este efeito diferenciado e dependente da espécie e da fase de crescimento
(FABREGAS et al., 1985). Considerando a ampla variacdo dos compostos nitrogenados
constituintes do efluente do processamento de pescado, quer na forma orginica como em

nitrogénio amoniacal (HORNES & QUEIROZ, 2008a), este efluente pode ser importante
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meio de cultivo, permitindo a otimiza¢do da composi¢do quimica da biomassa gerada. Nas
condi¢cOes avaliadas a maior concentragdo protéica (66,3%) em valor absoluto foi registrada
para a biomassa cultivada no meio BG11. No entanto, esse valor quando comparado com o
encontrado para a biomassa gerada no efluente da industria processadora de pescado na
auséncia de luz (63,8%) a mesma temperatura (30°C), ndo apresenta diferenca significativa
(p<0,05).

Santos et al. (2003) trabalhando a diferentes temperaturas (25-35°C) em cultivos de
Spirulina maxima em meio KNOs3 nas concentragdes de 2,5 g.L'1 e 0,2 g.L'l, constataram que
o aumento da temperatura resultou na reducdo em proteina de 1,42% em meio contendo 2,5
gL de KNOj; e acréscimo de 14,87% quando utilizaram 0,2 g.L”' de KNO3, demonstrando a
influéncia do meio de cultivo e da temperatura na producdo de proteina. Neste trabalho sdo
registrados teores de proteinas superiores aos encontrados por estes autores a 25°C (42,6%) e
35°C (50,1%).

3.1.2 Carboidratos

Avaliando comparativamente o efeito da temperatura na produg¢do de proteina e
carboidratos, verifica-se comportamento inverso ao encontrado para proteina. Sdo registradas
reducdes superiores a 50% nos teores de carboidratos quando a biomassa € cultivada a 30°C
em relacdo ao cultivo a 10°C. Renaud et al. (2002) estudando diferentes espécies de
microalgas a diferentes temperaturas verificaram que para a maioria das espécies a
concentracdo de carboidratos sofria reducio nas maiores temperaturas.

O intervalo de concentracdes encontra-se dentro da ampla variagdo para as microalgas
e cianobactérias de uma forma geral, em que sdo indicados valores de 10% a 40%
(BOROWITZA et al., 1994, LOURENCO, 1996; ANUPAMA & RAVINDRA, 2000;
ZEPKA et al., 2008). Concentracdo esta maior do que para outras espécies, como Spirulina
platensis. Zepka et al. (2008) encontraram para a cianobactéria Aphanothece microscopica
Nigeli cultivada a 30°C no efluente da parboiliza¢do do arroz valores médios de carboidratos
de 17,67%, para as mesmas condi¢des de secagem submetida & biomassa neste trabalho.

Considerando a variacdo dos teores de carboidratos com a temperatura, a associagao
deste fator a fonte de nitrogenado disponivel pode resultar em importante critério a ser
utilizado para a produgdo de compostos de interesse. Santos et al. (2003) salientam a

importancia destes fatores no cultivo de Spirulina maxima. Os autores reportam aumento de
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39% quando utilizam meio de cultivo contendo 0,2 g.L'1 de KNOs, variando a temperatura de
35°C para 25°C. Segundo Lourengo et al. (1997) e Olguin et al. (2001) a caréncia de
nitrogénio no meio pode estimular a sintese de compostos ndo nitrogenados, conduzindo ao
aumento nos teores de lipidios e carboidratos. Por outro lado em meio com alta concentragio
de nitrogénio dissolvido hd o favorecimento a sintese e ao actimulo de proteina.

Lourenco (1996), trabalhando com a microalga Chlorella, utilizou em experimentos
distintos uréia, nitrato de sédio e sulfato de amodnio, verificando que a forma em que o
nitrogénio estd disponivel, bem como a concentracdo exerce influéncia no conteido de
carboidratos. Paralelamente Lourenco et al. (1997) estudaram o crescimento e a composi¢ao
quimica de Tetraselmis gracilis em diferentes fases de crescimento e em dois meios de
cultura, demonstrando que com baixas concentragdes de nitrogé€nio a microalga tende a
produzir carboidratos. No entanto, Aradjo & Garcia (2005) reportam que para a microalga
Chaetoceros wighamii cultivada a diferentes temperaturas, a composi¢do em carboidratos e
lipidios foi mais afetada pela temperatura que por outras varidveis consideradas, sendo
registrado aumento de carboidratos e lipidios quando cultivada a 25°C em relagdo a maiores
temperaturas. Comportamento similar € registrado para Aphanothece desenvolvida no
efluente. Levando em considera¢do o intervalo de temperatura avaliada, observa-se que as
maiores concentragdes em carboidratos e lipidios foram registradas para as menores
temperaturas (10°C e 20°C). Em meio BG11 os valores registrados para este parametro
também seguiram este comportamento, sendo registrado teor significativamente inferior ao
determinado para a biomassa gerada no efluente da industria da pesca nas temperaturas de
10°C e 20°C (p<0,05). Tokusoglu & Unal (2003) obtiveram para microalga Isochrisis galbana
cultivada a 20°C percentual de carboidratos de 16,98%, concentracdo esta maior que para
outras espécies estudadas no mesmo trabalho como a Spirulina platensis. Na mesma
temperatura foi obtida para Aphanothece cultivada no efluente a concentracdo de 27,1%.
Estes resultados demonstram a importincia da avaliagdo da temperatura, além do meio de

cultivo para a otimizagdo de constituintes celulares.
3.1.3 Lipidios
A literatura tem indicado que altas temperaturas de cultivo tem sido relacionadas com

o decréscimo de proteina e aumento de lipidios e carboidratos (TOMASELLI et al., 1997;

OLIVEIRA et al., 1999). No entanto, relata também comportamento inverso para varias



139

espécies de microalgas, associando altas temperaturas com aumento de proteina e reducdo de
carboidratos (THOMPSON et al., 1992; RENAUD et al., 2002) e lipidios (RENAUD et al.,
1995; RENAUD et al., 2002), tendéncia esta descrita no presente trabalho. Diferentes autores
sugerem que este efeito esteja relacionado com o cessar do crescimento, atribuindo a danos
irreversiveis dos sistemas enzimdticos que promovem a sintese destes compostos
(THOMPSON et al., 1992; RENAUD et al., 1995; RENAUD et al., 2002).

O conteddo de lipidios das cianobactérias tende a ser inversamente proporcional a taxa
de crescimento, com indugdo das células a acumularem reservas de lipidios ricos em acidos
graxos saturados para armazenamento de carbono em culturas de maior tempo de residéncia
(BOROWITZA et al., 1994; ROMANO et al., 2000; FUENTES et al., 2000). Este fato se
reflete nos dados cinéticos expressos na tabela 3. A andlise dos dados indica um aumento das
velocidades de crescimento com a temperatura, o que corresponde a reducdo dos teores de
lipidios conforme pode ser visto na tabela 1. Sdo observados valores médios de 15,3%, 13,8%
e 7,1% para a biomassa desenvolvida no efluente a 10°C, 20°C e 30°C, respectivamente.

A temperatura tem sido considerada o maior efeito no tipo de &cidos graxos
produzidos pelas microalgas (ACKMAN et al. 1968; THOMPSON et al., 1992). Muitas
espécies respondem a reducdo do crescimento com o aumento da razao entre os dcidos graxos
poliinsaturados/saturados (AGPI/AGS). Isso pode estar associado quando se cultiva a
Aphanothece a 10°C, obtendo-se menores taxas de crescimento (p<0,05) e maior teor em
dcido graxo (15,3%) para a biomassa gerada no efluente em relagdo as demais temperaturas
avaliadas. E preciso considerar que estas respostas variam de espécie para espécie e com a
temperatura de crescimento. Renaud et al. (1995) avaliaram o efeito da temperatura no
crescimento e no conteido de lipidios totais em diferentes microalgas no intervalo de 10 a
35°C. Esses autores demonstraram que culturas da microalga Nitschia paleacea crescendo a
10°C produziram maiores concentracdes de lipidios enquanto que outras espécies registraram
maximos em 30°C. Esta constatacdo torna-se importante uma vez que a temperatura é um dos
fatores que influenciam no tipo de 4cido graxo produzido pelas microalgas. Isso tem sido
reportado para algumas microalgas em que a reducdo da temperatura resulta no aumento da
razdo 4cidos graxos poliinsaturados/saturados (AGPI/AGS) (ACKMAN et al., 1968;
THOMPSON et al., 1992). Os valores da relacio AGPI/AGS recomendada para a dieta
humana pela FAO sao superiores a 0,45 (FAO/WHO, 1998). Matson et al. (1988) revelam
que microalgas quando cultivadas a temperaturas consideradas superiores (32°C) contém

menor percentual de dcidos graxos insaturados. No entanto, o perfil lipidico obtido por Zepka
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et al. (2007), para a Aphanothece microscopica Nigeli desenvolvida no efluente da
parboilizagdo do arroz a 30°C, e desidratada em iguais condicdes que a biomassa em estudo
indicaram altas relacdes AGPI/AGS. Foi registrada uma AGPI/AGS de 1,48, valor este trés
vezes superior ao recomendado pela FAO, e superior em valor absoluto ao reportado por
Romano et al. (2000) (1,22) para a cianobactéria Spirulina genus em condi¢des Otimas de
crescimento. Esses resultados refletem a influéncia da espécie na composi¢do quimica.

Outros autores relatam a influéncia da espécie na concentragdo de lipidios totais
(PERNET et al., 2003; TOKUSOGLU & UNAL, 2003). Tokusoglu & Unal (2003)
registraram para cultura de Spirulina platensis, Chlorella vulgaris e Isochrisis galbana
cultivadas a 20°C teores de 7,53, 13,32 e 17,16%, respectivamente. E importante salientar que
o valor 7,53% registrado para Spirulina platensis, que também é uma cianobactéria, € muito
préximo ao obtido para a Aphanothece microscopica Nigeli cultivada a 30°C no efluente do
processamento de pescado (7,1%) (tabela 1) e da parboiliza¢do do arroz (7,1-7,9%) (ZEPKA
et al. 2007), porém inferior ao encontrado quando desenvolvida no meio BG11 (9,1%) na
mesma temperatura.

Esquivel et al. (1993) relatam niveis de lipidios totais de 7,7% para a Phaelodactilum.
Autores como Pernet et al. (2003) relatam estudos a respeito da fracdo lipidica em microalgas
indicando concentragdes no intervalo de 7,1% a 7,5%, reportando que as menores
concentracdes foram registradas quando acrescido nitrogénio ao meio, demonstrando a
influéncia do meio de cultivo nesta fracdo bioquimica.

As diferencas em fungcdo do meio de cultivo podem justificar as variagdes
significativas (p<0,05) dos teores de lipidios da biomassa gerada no efluente (7,1%) do valor
registrado para biomassa desenvolvida no meio BG11 (9,1%) para a mesma temperatura. Isso
sugere que o efluente do processamento de pescado pode desempenhar importante fungdo
como meio de cultivo no que se refere a producdo de lipidios totais. Em face disso, a
associacdo do tratamento de efluente com a geracdo de biomassa poderia ser uma importante
alternativa, considerando que o cultivo a 20°C resulta em remog¢des de NTK e DQO dentro
dos limites indicados pela legislacio (HORNES & QUEIROZ, 2008a), e que os teores em
lipidios e carboidratos ndao diferem significativamente (p<0,05) quando se avalia

comparativamente os resultados a 10°C e 20°C.
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3.1.4 Cinzas

No que se refere ao teor de cinzas o comportamento foi similar ao registrado para a
proteina, observando-se o aumento das concentracdes em funcio da temperatura independente
do meio de cultivo. Os valores maximos registrados foram 14,8% e 11,5% para as biomassas
geradas no efluente do processamento de pescado e meio BGI11, respectivamente, quando
cultivados a 30°C. Estas concentracdes sdo muitos superiores as reportadas por varios autores,
que situam em 7% (BOROWITZA, 1994; LOURENCO, 1996; ANUPAMA & RAVINDRA,
2000; GRIMA et al., 2003). No entanto, Fuentes et al. (2000) reportam valores no intervalo de
16,8% a 23,6% para a microalga Porphyridium cruentum em cultivos a 20°C em diferentes
condi¢cdes de luminosidade e tempos de residéncia. Valores elevados de cinzas também foram
registrados por Fidalgo et al. (1998), que avaliaram a fonte de nitrogénio no teor de cinzas da
microalga Isochrysis galbana, registrando teores de 16,2% e 17,25% quando o microrganismo
foi cultivado a 18°C em meio nitrato e uréia, respectivamente. A influéncia do meio de cultura
se faz notar para a Aphanothece cultivada no efluente e meio BGI11, com menores
concentracdes registradas quando se utiliza o meio BG11, o qual apresenta como fonte de
nitrogé€nio o nitrato de sédio, sugerindo a influéncia do meio nos teores de cinzas, assim como
a temperatura.

Renaud et al. (2002) verificaram correlagdo positiva entre o contetido de cinza e a
temperatura no intervalo de 25° a 35°C. Uma razdo inversa dos teores de cinzas com o tempo
de residéncia tem sido registrada para microalgas com maiores concentracdes reportadas para
os menores tempos de residéncia. Este fato tem sido atribuido ao acimulo de nutrientes
minerais no interior da célula, visando compensar a alta pressdo osmoética do meio de cultivo
(FUENTES et al., 2000). Isso pode justificar as maiores concentracdes em cinzas registradas
na biomassa gerada no efluente quando sdo registradas as maiores velocidades especificas de

crescimento (tabela 3) para as trés condi¢gdes consideradas.

3.2 Clorofila a e ficocianina

Os pigmentos que caracterizam as cianobactérias sdo a clorofila a, carotenos e
ficobiliproteinas (BOROWITZA et al, 1994; SARADA et al, 1998; ANUPAMA &
RAVINDRA, 2000). A principal ficobiliproteina é a ficocianina (SARADA et al., 1998;

DANESI et al., 2004). Os resultados obtidos para a clorofila a e ficocianina em func¢do da
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temperatura e meio de cultivo estdo expressos na tabela 2. Observa-se a influéncia das
condi¢cdes de cultivo na producdo de pigmentos, independente da temperatura. Os valores de
clorofila a e ficocianina diferem significativamente (p<0,05) na biomassa desenvolvida em
meio BG11 a 30°C e 2 klux de luminosidade e no efluente na auséncia de luz a mesma
temperatura, demonstrando a influéncia do meio na concentracdo destes parametros. Nao
foram indicadas diferencas (p<0,05) entre os valores de ficocianina na biomassa cultivada no
efluente a 20 e 30°C. No entanto, diferencas significativas sdo observadas para as
concentracdoes de clorofila a. Assim, visando a utilizacio do efluente da industria
processadora de pescado como meio de cultivo para a produgdo de pigmentos a temperatura

de cultivo de 30°C seria melhor indicada.

Tabela 2. Concentracdes de clorofila a e ficocianina para a cianobactéria Aphanothece
microscopica Négeli cultivada no efluente da industria processadora de pescado a diferentes

temperaturas e meio padrao BG11 a 30°C

Efluente Meio BG11
Parametro 10°C 20°C 30°C 30°C
A B A B A B A B
Clorofila a 0,63%+0,01 1,48 0,82°+0,03 1,93 1,13°40,00 2,66 0,91°+0,08 2,85
Ficocianina 52,8°45,6 105,6 71,5°+10,6 143 82,5°+11,3 165 19,1°42,8 38,2
px100/P Clorofila 0,13 0,29 0,16 0,37 0,18 0,42 0,14 0,43
px100/P 10,6 21,2 13,6 27,2 12,9 25,8 2,88 5,76

Ficocianina

*Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as diferentes temperaturas aplicadas

Clorofila a (mg.g™"); Ficocianina (mg.g")

A: desidratado; B (clorofila a): valor corrigido para 74% de perda (Queiroz et al., 2008); B(ficocianina): valor corrigido para 50% de perda
(Sarada et al., 1998)

px100P: percentual de pigmento (clorofila a ou ficocianina) em relagdo a concentragdo de proteina

Os valores apresentados sao médias de 6 repeti¢oes + Desvio Padriao

A literatura demonstra ampla variacdo na concentracdo de pigmentos em funcio de
diferentes fatores como espécie, meio de cultivo, condigdes ambientais e conservacdo da
biomassa, os quais podem ocasionar perdas destes componentes (FIDALGO et al., 1998;
SARADA et al., 1998; ALOMAR et al., 1999; FUENTES et al., 2000; DANESI et al., 2002;
RANGEL-YAGUI et al., 2004; QUEIROZ et al., 2005).

Sarada et al. (1998) relatam que as técnicas de secagem utilizadas para a conservacdo
da biomassa de cianobactéria influenciam grandemente no rendimento de pigmentos,
reportando perdas de 50% de ficocianina em Spirulina quando esta € seca em Spry-Dryer.
Queiroz et al. (2005) avaliaram a influéncia da temperatura de secagem no teor de clorofila a
da cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli quando desenvolvida no efluente da

parboilizagdo do arroz e auséncia de luminosidade. Os autores reportam reducdes de 74% em
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relacio a biomassa fresca, quando a biomassa € processada a 60°C. Considerando a
temperatura de secagem (60°C) utilizada neste trabalho, bem como os teores de clorofila a
obtidos, é possivel dizer que este microrganismo pode representar importante fonte deste
pigmento.

Na tabela 2 podem ser avaliados os teores de clorofila a e ficocianina quando a
biomassa é desidratada a 60°C e quando estes teores sio corrigidos em funcdo das perdas pelo
processo de secagem. Embora os teores de pigmentos variem consideravelmente em funcio
da espécie e condi¢bes de cultivo as concentragdes registradas para a Aphanothece sao
similares e muitas vezes superiores aos registrados para outros microrganismos. Olvera-
Ramirez et al. (2000) avaliaram o teor de ficocianina na cianobactéria Calothrix sp. quando
cultivada em meio BG11 a 30°C, e registraram na biomassa fresca 46,2 mg.g’l. Comparando
este resultado com o registrado para a Aphanothece em iguais condicdes de cultivo e
considerando vélida uma perda de 50% por efeito do processo de secagem, pode ser
observado valor préximo (38,2 mg.g'l) ao registrado por este autor. Fazendo esta
consideragdo, os resultados encontrados para a biomassa cultivada no efluente em qualquer
condi¢do de cultivo sdo superiores ao reportados por varios autores para diferentes espécies.

Saha et al. (2003) observaram para a cianobactéria Oscillatoria willei BDU 13051
cultivada a 25°C tendo como fonte de nitrogénio o nitrato de sdédio concentragdes de clorofila
a e ficocianina de 0,769 mg.g'1 e 99 mg.g'l, respectivamente. Assim como para os resultados
encontrados por FUENTES et al. (2000), que trabalhando a diferentes intensidades luminosas
e tempos de residéncia, registraram para a microalga Porphyridium cruentum a 20°C uma
variacdo de clorofila a de 1,06 mg.g' a 4,67 mg.g™, intervalo que compreende os teores
registrados neste trabalho, uma vez considerada as perdas por secagem. No entanto, a
influéncia da espécie ¢ um dos fatores de grande importancia. A cianobactéria Spirulina
platensis tem sido apontada como importante fonte de pigmentos em diferentes condigdes de
cultivo, apresentando teores amplamente varidveis (BOROWITZA et al., 1994; DANESI et
al., 2002; RANGEL-YAGUI et al., 2004). Rangel-Yagui et al. (2004) expressam para esse
microrganismo cultivado a 30°C utilizando como fonte de nitrogénio 2,57 g.L”! de KNO; e
diferentes intensidades luminosas concentracdes de 12,1 mg.g” a 19,0 mg.g"' de clorofila a,
valores esses muito superiores ao registrado para a Aphanothece independente da condi¢do
avaliada. Esses autores registraram concentracdo de 14,2 mg.g'1 a 2 klux, intensidade
luminosa esta igual a aplicada no presente trabalho, tendo como fonte de nitrogénio nitrato de

s6dio em concentracdo 1,7 vezes menor que a utilizada por esses pesquisadores. Esses
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resultados demonstram a influéncia nao sé da espécie como da concentracdo de compostos
nitrogenados nos pigmentos. Esta constatacdo é elucidada pelos dados obtidos por Olvera-
Ramirez et al. (2000) para Calothrix sp. que registraram valores de ficocianina reduzidos a
metade quando as concentra¢des em nitrato de sédio no meio de cultivo eram reduzidas
também a metade.

No que se refere a forma de nitrogenado, Danesi et al. (2002) registraram reducdes do
conteiido de clorofila a em Spirulina platensis quando utilizada uréia como fonte de
nitrogénio no meio de cultivo em comparagdo ao nitrato. Os autores encontraram melhores
rendimentos na producdo deste pigmento utilizando como fonte de nitrogé€nio nitrato.
Avaliando comparativamente os teores apresentados a 30°C para a biomassa desenvolvida em
efluente e meio BGI11, verifica-se maior concentragdo quando o organismo € gerado no
efluente. No entanto, é importante salientar que o cultivo no efluente independente da fonte
nitrogenada orgédnica e amoniacal, desenvolve-se na auséncia de luz, considerando o fato que
este microrganismo € capaz de se desenvolver no escuro as expensas de matéria organica
como fonte de carbono (QUEIROZ et al., 2002; QUEIROZ et al., 2004; QUEIROZ et al.,
2005; QUEIROZ et al., 2007; ZEPKA et al., 2008). Isto pode estar associado ainda ao fato da
amoOnia ser mais facilmente assimilada pelas cianobactérias, uma vez que para assimilar o
nitrato o microrganismo precisa se valer de processos enzimdticos catalisados pelas enzimas
nitrato redutase na transformacio de nitrato a nitrito e nitrito redutase para reduzir o nitrato e
amonia (FAY, 1983; BOROWITZA et al., 1994; VON RUCKERT & GIANI, 2004). Este
fato poderia justificar os valores de clorofila a para a biomassa desenvolvida no efluente. Por
outro lado o efluente ja apresenta em sua composicdo concentragcdes de amdnia na ordem de
13,1 mg.L"" a 111 mg.L"' (HORNES & QUEIROZ, 2008a), o que justificaria este resultado,
uma vez que a amodnia como tal ji se encontra disponivel para pronta assimilacdo. Pode-se
destacar com relagdo ao problema da toxicidade da amonia, abordada por diferentes autores
(GUERRERO et al., 1997; SHI et al., 2000; YANG et al., 2004; DANESI et al., 2002;
HORNES & QUEIROZ, 2004), que o microrganismo em estudo apresenta alta resisténcia a
este composto (HORNES & QUEIROZ, 2004). Esses resultados sd@o corroborados pelos
dados encontrados para a conversdo de nitrogénio em célula obtidos a diferentes temperaturas
de cultivo, conforme pode ser verificado na tabela 3.

Danesi et al. (2002) reportam valores de 2,7 g. g'1 a3leg g'1 para o fator Yx/s obtidas a
partir do cultivo de Spirulina platensis a 27°C, 30°C e 33°C em meio convencional. Valores

superiores de 3,8 g.2' a 6,6 g.g"' foram obtidos quando ao meio de cultivo eram adicionadas
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diferentes concentragdes de uréia como fonte de nitrogénio, intervalos esses no qual se situam
os fatores de conversdo de nitrogénio em célula obtidos para a biomassa cultivada no efluente.
Isso sugere que o sistema alcangou uma relacdo adequada entre a concentragdo de nitrogénio
no meio e temperatura no que se refere ao crescimento e conversio em componentes celulares
nitrogenados, tais como proteina, clorofila a e ficocianina, uma vez que sdo registrados

valores superiores ao encontrado para o meio padrio.

Tabela 3. Parametros cinéticos da cianobactéria Aphanothece microscopica Niageli

cultivada no efluente da industria processadora de pescado a diferentes temperaturas

Pardmetro Tratamento
10°C 20°C 30°C
Xo(mg.LY) 223 194 240
X (mg.L™") 477 544 670
Hiar () 0,018 0,033 0.038
Px (mg.L_l.h_l) 6’518‘ 10,6b 15’9(:
Y s (mg Biomassa.mg NTK™") 4,70° 420° 585"

Xo: concentracdo inicial de biomassa; X: concentragdo final de biomassa; pmsx: velocidade especifica de crescimento maxima; tg: tempo de
geracdo; Px: produtividade; Yxs: fator de conversdo de substrato em biomassa
Os valores apresentados sao médias de 6 repeti¢des; Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as temperaturas

A influéncia do meio de cultivo se faz sentir ainda quando comparamos o fator de
conversdao em células encontradas para as diferentes temperaturas como os registrados por
Queiroz et al. (2007) para a biomassa gerada no efluente da parboilizacdo de arroz. Esses
autores obtiveram para o cultivo a 30°C com razdo C/N 50 o valor de 11,4.

A maxima produtividade em células foi registrada a 30°C para a biomassa cultivada no
efluente, significativamente diferente (p<0,05) das encontradas na biomassa nas demais
temperaturas avaliadas, guardando importante relagdo com os valores de pigmentos
registrados, bem como com o crescimento celular. Lafarga-de La Cruz et al. (2006)
descrevem para diferentes microalgas altas correlacdes (0,92 a 0,99) entre os teores de
clorofila a e crescimento celular, indicando a avaliacdo de clorofila a como medida de
produtividade. Isso se reflete para os dados registrados neste trabalho, em que o maior valor
em clorofila a (2,66 mg.g") e ficocianina (165 mg.g™") correspondem a maior produtividade
registrada (15,9 mg.L"'.h") quando a biomassa é gerada a 30°C (tabelas 2 e 3). Os autores
supracitados demonstraram relacdo inversa dos teores de clorofila a com a luminosidade e
direta deste pigmento com os nutrientes. Austin et al. (1996) avaliando o crescimento e
produgdo de pigmentos na cianobactéria Nostoc sp. quando cultivada na presenca e auséncia

de luz, verificaram menores concentracdes de clorofila @ e concentragdes equivalentes de
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ficocianina para a biomassa desenvolvida na auséncia de luz em relagdo a cultivada com luz.
Isso justifica as concentracdes em pigmentos obtidas neste trabalho. Por outro lado estas
constatacdes estdo também de acordo com Vonshak et al. (1996), que reportam que para
condicOes de estresse a Spirulina platensis cultivada em alta salinidade e baixa luminosidade
apresentou baixa concentragdo de proteina e clorofila a. Este fato justificaria os menores
valores para esses dois parametros quando se trabalha a menores temperaturas (tabelas 1 e 2).
E importante salientar ainda que as mdximas concentracdes de proteinas e pigmentos
ocorreram nos mesmos tratamentos em que o maximo crescimento celular foi obtido (tabelas
1, 2 e 3). Comportamento similar foi obtido por Lourengo et al. (1997) para diferentes
espécies de microalgas. Esta constatagcdo sugere a associacdo entre o processo de crescimento
e a sintese de proteina e pigmentos. Contrariamente, as mdximas concentragdes de
carboidratos e lipidios ndo ocorreram no tratamento no qual o crescimento celular foi mais
elevado (tabelas 1 e 3) o que se traduz em relacio menos estreita entre crescimento e
produgdo dessas substancias associada ao processo de acimulo de energia a ser utilizado em
condicOes de estresse, como auséncia de luz e baixa temperatura, a qual foi submetida a
cianobactéria Aphanothece.

A literatura reporta que os teores de clorofila a nas microalgas sdo encontrados em
pequenas quantidades quando comparado as concentracdes de ficocianina, representando um
percentual de apenas 1,1%, sendo considerado o principal pigmento a ficocianina, a qual pode
chegar a 20% em peso seco de proteina celular (VONSHAK et al., 1996). Avaliando os dados
da tabela 2 onde s3o expressas as porcentagens de pigmentos em relacdo aos teores de
proteinas para as diferentes condicdes de cultivo, pode-se verificar relagdes em ficocianina
superiores a 21,2%. Resultado este bastante promissor quando é visada a producdo deste
pigmento utilizando como meio de cultivo do microrganismo o efluente da industria
processadora de pescado. Borowitza et al. (1994) reportam que os pigmentos de
ficobiliproteinas constituem importante por¢do da massa celular, servindo como estoque
durante o periodo de exaustdo de nitrogé€nio. A presenca das concentracdes obtidas pode
indicar condi¢Oes adequadas de nitrogénio no efluente, o que o justifica como meio de
cultivo.

No Brasil a clorofila a € utilizada como corante natural, obtida a partir de espinafre
que contém aproximadamente 0,06 mg.g'1 deste pigmento (DANESI et al., 2002).
Considerando as condigdes experimentais utilizadas e a possibilidade de otimizacdo destes

parametros, os resultados obtidos para clorofila a e ficocianina quando a biomassa é
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desenvolvida no efluente de pescado sao bastante promissores, quando se objetiva a producao
de biomassa visando a produg¢fo de clorofila a. Além disso, no que se refere a ficocianina,
atualmente as maiores fontes de pigmentos de coloracdo azul s@o compostos sintéticos,
considerados potencialmente txicos e/ou carcinogénicos, e a utilizacdo de um pigmento
natural em produtos como alimentos e cosméticos é vantajosa, considerando ainda a possivel
atividade anticancerigena e imunomodulante dessas substincias (ROMAN et al., 2002;

MINKOVA et al., 2003).

4 CONCLUSAO

A temperatura e o meio de cultivo exercem influéncia na composicdo quimica e teor
de pigmentos.

Nas condigdes avaliadas, o incremento da temperatura acarretou o aumento da
velocidade especifica de crescimento maxima e produtividade celular.

As concentragdes de cinzas e proteinas apresentaram aumento com a temperatura,
enquanto que os lipidios e carboidratos apresentaram comportamento inverso.

O cultivo da cianobactéria Aphanothece a 10°C e 20°C € indicado quando se visa a
producdo de lipidios e carboidratos a partir do efluente do processamento do pescado como
meio de cultivo.

O cultivo da cianobactéria Aphanothece a 30°C € indicado quando se visa a producdo
de proteina e pigmentos a partir do efluente do processamento de pescado como meio de
cultivo.

A composicdo em clorofila a, ficocianina na biomassa desenvolvida no efluente foi
significativamente maior quando comparada & biomassa cultivada em meio padrdo BG11 na
mesma temperatura.

O efluente do processamento de pescado pode ser considerado um meio de cultivo
potencial para o desenvolvimento da cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli na
produg@o de proteina unicelular, caracterizando-se a biomassa como importante fonte de

proteina, carboidratos, lipidios, sais minerais e pigmentos como clorofila a e ficocianina.
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RESUMO

O trabalho teve como objetivo avaliar o teor de compostos nitrogenados na biomassa da
cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli quando cultivada no efluente do
processamento de pescado e em meio padrdo (BG11) nas diferentes fases de crescimento e
temperaturas de 10°C, 20°C e 30°C. Foi avaliada ainda a influéncia dos compostos
nitrogenados quando na determinacdo de proteina € utilizada a concentragdo de nitrogénio
total pelo método de Kjeldahl. As condigdes experimentais foram inéculo de 200 mg.L’l, pH
7,6 e razao C/N 20. Os experimentos utilizando o efluente foram realizados na auséncia de luz
e em meio padrdo a 2 klux com fotoperiodo de 12 h. As amostras foram tomadas no inicio,
meio e fim da fase logaritmica. Os parametros considerados foram nitrogénio total Kjeldahl
(NTK) e nitrogénio ndo protéico (NNP), bem como as fragdes ndo protéicas: dcidos nucléicos
e fons intracelulares nitrito (NO;"), nitrato (NO3") e amdnio (NH;"). Os resultados demonstram
que o fon amdnio juntamente com os 4cidos nucléicos representam uma importante fracdo do
nitrogénio nao protéico. Ficou demonstrada a influéncia do meio de cultivo e da temperatura
na concentragdo de nitrogénio na biomassa gerada, bem como que a determinacdo de proteina
mediante a determinacdo de nitrogénio total pelo método de Kjeldahl e uso do fator 6,25

superestima a concentracdo protéica.

Palavras-chave: cianobactéria, efluente, fases de crescimento, nitrogenados, pescado,

temperatura
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ABSTRACT

The study aimed to evaluate the nitrogen compounds of the cyanobacterium Aphanothece
microscopica Nigeli biomass when it was cultivated in fish effluent and BG11 medium in the
different growth phases and temperatures of 10°C, 20°C and 30°C. The influence of the
nitrogen compounds was evaluated when they are used for determination of total nitrogen
using the Kjeldhal method. The experimental conditions were 200 mg.L'1 inoculum, pH 7,6
and C/N ration 20. The experiments in the effluent were run in darkness and in BG11 medium
at 2 klux and 12 h photoperiod. Each culture was sampled for total and non protein nitrogen,
as well as the no protein fraction: nucleic acids and the ions nitrite (NO;"), nitrate (NO3") and
ammonium (NH,") at beginning, mid-logarithmic and late logarithmic growth phase. The
results indicated that ammonium nitrogen and nucleic acids are the main constituents of the
non protein nitrogen. It was demonstrated the influence of the culture media and temperature
on biomass nitrogen content. The Kjeldahl method and the conversion factor (6,25)

overestimates the real protein concentration.

Keywords: cyanobacterium, effluent, growth phases, nitrogen compounds, fish, temperature
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1 INTRODUCAO

As cianobactérias ou algas verdes-azuis sao microrganismos procariontes gram-
negativos largamente distribuidos na natureza que possuem a capacidade de realizar
fotossintese como as plantas superiores (LEM & GLICK, 1985; ARDELEAN & ZARNEA,
1998; SANCHEZ-LUNA et al.,, 2004). A despeito de sua natureza fotossintética, algumas
espécies podem crescer no escuro utilizando substratos organicos (FAY, 1983; TAM &
WONG, 1996; STAL & MOEZELAAR, 1997; ANUPAMA & RAVINDRA, 2000;
QUEIROZ et al., 2007). As cianobactérias além de vdrias espécies de microalgas tém sido
consideradas organismos promissores para vdrias aplicacdes biotecnoldgicas, e sdo alvo de
estudos devido ao seu potencial para diversas formas renovaveis de compostos quimicos tuteis
tanto para alimentacdo humana como animal, além de produtos farmacéuticos, biofertilizantes
entre outras aplicagdes (DE PHILIPPIS & VINCENZINI, 1998; SHI et al., 2000; BURJA et
al., 2001; MOLINA-GRIMA et al., 2002; PATEL et al., 2005; BECKER, 2007; ZEPKA et
al., 2008).

O efeito de mudangas nas condi¢cdes ambientais em culturas de muitas espécies de
cianobactérias e microalgas tem sido estudado para melhor entendimento da sua fisiologia e
para responder questdes especificas no que se refere ao crescimento das culturas. Dentre essas
condicOes estd a temperatura, que exerce influéncia significativa na performance dos
processos bioldgicos, tanto no que se refere ao tratamento de efluentes como na conversdo dos
componentes presentes no meio e desenvolvimento da biomassa obtida. A ag@o de alguns
nutrientes, especialmente o nitrogénio, permite obter resultados sobre algumas tendéncias
gerais de culturas em batelada (WITJITRA et al., 1996; LOURENCO et al., 1997; SHI et al.,
2000). O nitrogénio € um nutriente que pode limitar o crescimento microbiolégico em
ambientes naturais ou artificiais. O {fon nitrato, nitrito e amdnio e muitos compostos
nitrogenados organicos dissolvidos (uréia, aminodcidos e peptideos) sdo as principais fontes
de nitrogénio, utilizadas principalmente na sintese de aminoécidos e proteinas (REYNOLDS,
1984; LUQUE et al., 1994; MURO-PASTOR & FLORENCIO, 2003).

A disponibilidade do fon amonio interfere diretamente na assimilagdo de outras fontes
de nitrogénio. Assim, em um meio em que hé vdrias fontes nitrogenadas inicialmente sdo
selecionadas as formas mais reduzidas como aminoacidos, uréia e amonio (HERRERO et al.,
2001; MURO-PASTOR & FLORENCIO, 2003; VON RUCKERT & GIANI, 2004). A

maioria das cianobactérias desenvolveram um sistema para deteccdo quando o nitrogénio na
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forma reduzida estiver disponivel. Na presenca do fon amoéOnio todas as enzimas e
transportadores envolvidos na assimilacdo de nitrogénio inorginico sdo inibidos pelo NtcA,
uma proteina transcricional repressora (HERRERO et al., 2001; LUQUE et al., 2004). VON
RUCKERT & GIANI (2004) realizaram experimentos utilizando meio tendo como fonte de
nitrogénio aménio e nitrato nas concentracdes de 3450 e 3500 ug.L™, respectivamente. Os
resultados demonstraram que o fon amonio foi removido completamente no 10° dia, enquanto
que o fon nitrato permanecia ainda disponivel. A utilizacdo de fontes de nitrogénio com
concentracdo e composicio variadas pode acarretar em mudangas na composi¢cdo quimica de
cianobactéria e microalgas (LOURENCO et al., 1997; FIDALGO et al., 1998; SANTOS et
al., 2003; VON RUCKERT & GIANI, 2004; RAJOKA et al., 2006). LOURENCO et al.
(1997) verificaram maiores concentragdes de proteina na biomassa da microalga Tetraselmis
gracilis quando utilizado amdnio ao invés de nitrato como fonte de nitrogénio.

Outra questdo que tem sido considerada quanto aos nitrogenados é o fato que as
cianobactérias e microalgas podem acumular significativas concentragdes de nitrogénio
inorgéanico antes de sua assimilagdo em decorréncia de alta disponibilidade de nitrogénio no
meio (DORTCH et al., 1984; LOURENCO, 1997). Isso podera contribuir significativamente
na determinagdo dos teores de proteina quando € utilizado o fator 6,25 convencional para
converter nitrogénio total em proteina, uma vez que a maioria dos trabalhos disponiveis
utiliza esse fator para obter o teor de proteina em microalgas, induzindo a uma superestimagéo
do valor real da fracdo protéica (ESQUIVEL, VOLTOLINA & SANDOVAL, 1993;
LOURENCO et al., 1997; RENAUD et al., 2002; QUEIROZ et al., 2004; QUEIROZ et al.,
2007; ZEPKA et al., 2008).

A Aphanothece microscopica Négeli € uma cianobactéria de ocorréncia natural nos
corpos hidricos adjacentes a cidade do Rio Grande e sua utilizacdo em tratamento de efluentes
de industria de alimentos vem sendo estudada pela Universidade Federal do Rio Grande,
obtendo importantes resultados na remocdo de matéria orgénica e nutrientes (QUEIROZ et
al., 2002; HORNES & QUEIROZ, 2004; QUEIROZ et al., 2004; QUEIROZ et al., 2007). No
entanto, no que tange a influéncia de pardmetros como temperatura e meio de cultivo nos
compostos nitrogenados de cianobactérias pouca informagdo até o momento estd disponivel.
Em face disso, o trabalho teve como objetivo avaliar os compostos nitrogenados presentes na
biomassa quando desenvolvida no efluente da indudstria da pesca e em meio padrdo BG11 em

funcdo da temperatura e meio de cultivo, bem como a influéncia destes compostos quando é
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utilizado o método de Kjeldahl na determinacdo de proteina da cianobactéria Aphanothece

microscopica Nageli.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo

2.1.1 Preparo do indculo

Suspensdes de Aphanothece microscopica Nigeli (RSMan92, Unidade de
Cianobactérias da Universidade Federal do Rio Grande) isoladas do estudrio da cidade de Rio
Grande, RS, Brasil, foram cultivadas e mantidas em meio BG11 (Braun-Grunow medium)
conforme indicado por RIPPKA et al. (1979). As culturas foram mantidas a 2 klux com
fotoperiodo de 12 h, 30°C e pH 7,6 (QUEIROZ et al., 2004). O cultivo foi realizado em reator
de vidro em camara otimizada quanto a luz e temperatura. Foram utilizadas lampadas
incandescentes e fluorescentes com intensidade luminosa e temperatura controlada mediante
uso de luximetro tipo LX-101 Digital e termOometros dispostos no interior do reator. A
temperatura e intensidade luminosa foram otimizadas em func¢do do nimero de ldmpadas que
eram mantidas acesas.

O meio BG11 € composto por KoHPO4.3H,O (0,04 g.L'l), MgS04.7H,0 (0,075 g.L'l),
Na,COs (2 gL', NaNOs (1,5 gL', EDTA (0,001 g.L'"), HsBO;3 (2,86 g.L'"), MnCl.4H,0
(1,81 gL', ZnS04.7H,0 (0,222 gL'"), Na;M004.2H,0 (0,39 g.L'"), CuSO,.5H,0 (0,079
g. L"), CoCL.6H,0 (0,040 g.L'"), 4cido citrico (0,006 g.L'") e citrato férrico de aménio (0,006
g L") (RIPPKA et al., 1979).

A concentracdo celular na fase exponencial para tomada do indculo foi determinada
gravimetricamente mediante filtragdo de volume conhecido de meio de cultura BG11
contendo as células do microrganismo em filtro Millipore de porosidade 0,45 pm,
previamente seco a 60°C por 24 h. Os filtros foram secos até peso constante e a biomassa

quantificada.

2.2 Meios de cultivo
Os meios de cultivos utilizados foram o efluente do processamento do pescado e meio

padrao BG11 (RIPKA et al., 1979). O efluente foi coletado no tanque de equalizacdo do
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sistema de tratamento de efluente de uma empresa processadora de pescado do setor industrial
da cidade de Rio Grande, RS, Brasil. As amostras foram transportadas em garrafas de
polietileno para o Laboratério de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande e
ento esterilizadas a 1,1 kgf.cm™ (120°C) por 15 minutos. O efluente foi caracterizado quanto
ao pH, demanda quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio total Kjeldahl (NTK), nitrogénio
amoniacal (N-NH;") e fésforo (P—PO4'3). As andlises foram realizadas segundo os
procedimentos descritos em Standard Methods para andlise de dguas e efluentes (APHA,

2005).

2.3 Desenvolvimento dos experimentos

Experimentos em duplicada na auséncia de luz e temperaturas de 10°C, 20°C e 30°C em
efluente e em meio BG11 com luz a 30°C foram conduzidos em reator de mistura completa
com capacidade de 4,5 L em sistema descontinuo. Para os experimentos desenvolvidos no
efluente o reator foi constituido de uma extensao cilindrica de PVC com dimensdes de 80 cm
de altura e 10 cm de didmetro, tendo sua parte inferior acoplada a um sistema para promover a
aeracdo de 1 VVM e agitacdo do meio. O efluente foi previamente ajustado a pH 7,6, razdo
C/N 20 e razao N/P 10, aferido com glicose, sulfato de amdnio ou fosfato de potdssio em
funcdo das concentragdes de DQO, NTK e P-PO,” presentes no efluente, conforme indicado
por HORNES & QUEIROZ (2004). Os experimentos em meio BG11 foram realizados em
reatores de vidro a 2 klux de luminosidade e fotoperiodo de 12 h, com sistema de agitagdo e
aeragdo conforme descrito acima.

O sistema contendo efluente de pescado ou meio BG11 foi inoculado com em média
200 mg.L'1 de células de Aphanothece microscopica Nigeli obtidas a partir de um volume
equivalente ao requerido para obter esta concentragdo de cultura desenvolvida em meio
BG11, conforme descrito no item 2.1.1. Os experimentos foram conduzidos em camara com

controle de temperatura.
2.4 Determinacao de nitrogenados
As amostras das culturas no inicio, meio e fim da fase logaritmica foram separadas do

meio de cultivo por centrifugagdo a 4000 rpm por 15 min e filtradas em filtro Millipore

(porosidade de 0,45 pm).
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Para a determinacdo de nitrito, nitrato € amdnio o filtro Milipore com porosidade de
0,45 pum contendo a biomassa foi imerso em dgua destilada por 15 h. Apds esse periodo o
material foi filtrado por sistema a vdcuo e lavado com 4gua a 80°C até atingir um volume
aproximado de 50 mL. Os fons amonio foram determinados apds adi¢do de solucdo de fenol e
nitroprussiato de s6dio na presenca de excesso de hipoclorito de s6dio em meio alcalino,
formando azul de indofenol absorvido em A = 640 nm (APHA, 2005). A determinagdo dos
fons nitrito foi realizada pela reacdo com a sulfanilamida em meio 4cido, formando um ion
diazb6ico, o qual reage com N-naftil etilenodiamina, resultando em colora¢do rdsea, cuja
densidade 6tica foi medida em 543 nm (APHA, 2005). Os ions nitrato foram determinados
pela reagdo com o 4cido fenoldisulfonico, resultando em um complexo colorido avaliado por
espectrofotometria (A = 410 nm) (APHA, 2005).

Os 4cidos nucléicos presentes na biomassa da cianobactéria Aphanothece foram
extraidos através do método da Extracio DNA/RNA com Fenol/Cloroférmio, e quantificado
por espectrofotometria com absor¢cdo no comprimento de onda de 260 nm (SAMBROC,
1989).

O nitrogénio total e ndo protéico foram determinados pelo método micro Kjeldahl,
sendo o NNP avaliado no sobrenadante apds precipitacdo das proteinas com d4cido
tricloroacético (TCA) 5% p/v, segundo metodologia indicada em AOAC (2000). A
quantificagc@o de proteina foi realizada mediante conversdo do nitrogénio total pelo fator 6,25

(AOAC, 2000).

2.5. Avaliacdo da influéncia do nitrogénio nao protéico (NNP) na quantificacio de

proteina
A influéncia do nitrogénio ndo protéico (NNP) na quantificacio de proteina foi

calculada pela subtrag@o do teor desta forma nitrogenada da concentracdo de nitrogénio total

Kjeldahl (NTK) e posterior multiplicacdo do fator de conversdo 6,25.

2.6 Cinética

As varidveis cinéticas velocidade especifica de crescimento maxima ([msx), tempo de

geracdo (tg) e fator de conversdo de substrato em célula (Yxss) foram determinadas conforme
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indicado por LEVENSPIEL (2000). O procedimento de avaliag@o teve como base as equacoes
1,2,3e4.

dX
E:ﬂmxx M)

Intregrando-se a equag@o 1 obtém-se:

X = X, ot ® @)
In2

g =—— 3)
Mok

Onde: tg = tempo de geragdo (h)
O fator de conversao substrato-microrganismo foi obtido através da equacgao 4.

dx
Yy s === “)

ds
Onde: Yyx/s = fator de conversao substrato em células (mg biomassa.mg S'l)

A produtividade foi calculada de acordo com a equagdo 5:

AX
p === 5
X A7 &)

2.7 Avaliacao dos resultados

Os resultados foram avaliados através de Andlise de Varidncia (ANOVA) e as

diferencas entre as médias por teste de Tukey utilizando o software Statistica 6.0.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As figuras 1 e 2 apresentam as curvas de crescimento da cianobactéria Aphanothece
microscopica Niageli submetida as diferentes temperaturas de cultivo no efluente do
processamento de pescado e em meio padrdo BG11. Avaliando-se o comportamento gréfico
observa-se que as curvas de crescimento ndo apresentaram fase lag quando cultivadas no meio
BG11 e no efluente a 20°C e 30°C, regidao em que a velocidade de crescimento € praticamente
nula. A auséncia desta fase é elucidada pelos dados das tabelas 1 e 3, em que se pode verificar
aumento significativo (p<0,05) da concentrag¢do celular com o tempo para 0 microrganismo
crescendo nas condi¢Oes consideradas. Isso é caracteristico em curvas de crescimento de
cianobactérias quando o in6culo é retirado de culturas crescendo exponencialmente
(MEEKES & CASTENHOLZ, 1971; ALTERTHUMM et al., 2001), tais como os indculos
utilizados nestes experimentos. A auséncia da fase lag no crescimento da cianobactéria
Aphanothece a 30°C tem sido constatada em experimentos com ou sem a presenga de luz
quando se utiliza como meio de cultivo efluentes industriais (QUEIROZ et al., 2001;
QUEIROZ et al., 2002; BASTOS et al., 2004; HORNES & QUEIROZ, 2004; ZEPKA et al.,
2008).

6,6 7

6,4

In Biomassa (mg L)
In biomassa (mg/L)

50 0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 1. Curvas de crescimento da Figura 2. Curva de crescimento da cianobactéria
cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli Aphanothece microscopica Nigeli cultivada no
cultivada no efluente do processamento de meio padrdo BG11

pescado (o) 10°C (o) 20°C (©) 30°C

No experimento a 10°C a presenca desta etapa pode ser atribuida ao efeito da
temperatura. Observa-se na figura 1 a delimitacdo das trés fases iniciais de crescimento no
periodo de cultivo considerado. A fase lag é explicada uma vez que se faz necessdrio um
periodo de adaptag@o, no decorrer do qual as células sintetizam as enzimas que lhe forem

necessdrias para metabolizar os substratos presentes no meio. Neste contexto, observa-se o



164

aumento significativo da concentragdo celular (p<0,05) somente apds 27 h de cultivo, seguido

de répida duplicac@o celular, com maximo em 39 horas de cultivo (tabela 1).

Tabela 1. Valores médios de produgcdo de biomassa em fungcdo do tempo e da

temperatura para os cultivos no efluente do processamento de pescado

Tratamento Concentracio celular (mg.L™")

Efluente *0 6 9 12 18 24 27 30 33 36 39 42 48
10°C 223" 243 247 243 251 2554 276 2834 37194 421°4 477 4088 421"
20°C  194** 229 2514 286" 447°F 449°F 466™ 5328 54428 517" 524" 511"B 518"B
30°C  240™ 396°® 330 411%C 433" 527 670%C 673%C 467"C 482°¢ 393 401" 387°

*Numero de repeti¢des: 6; Tempo de cultivo (h)
Letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos
Letras maidsculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as temperaturas

Quando os experimentos foram realizados a 20°C e 30°C as maiores concentragcdes
foram constatadas em 30 h, com maiores valores absolutos registrados a 30°C (tabela 1) e fase
estaciondria delimitada por pequeno intervalo (27-30 h) seguido de rdpido declinio celular,
comportamento este ndo identificado a 20°C indicando a permanéncia da fase estaciondria. O
efeito da temperatura no crescimento de cianobactérias e microalgas em geral tem sido
observado em outras espécies (RENAUD et al., 2002, SANTOS et al., 2003), sendo atribuido
a este parametro as diferencas nas velocidades de crescimento. Esta constatag@o se reflete nos
dados cinéticos registrados na tabela 2, em que as maiores velocidades especificas de
crescimento maximas (Umsx) sdo verificadas a medida que aumenta a temperatura. No entanto
€ notdrio que outros fatores, como o meio de cultivo, sdo de importancia tanto no crescimento
como na producdo celular, fato este verificado quando sdo avaliados os valores de s, Uma
vez que € registrado maior velocidade para a cianobactéria desenvolvida no efluente em
relacdo ao meio BG11 a igual temperatura de cultivo (30°C). A velocidade especifica de
crescimento maxima registrada para o microrganismo desenvolvido no efluente é quase duas
vezes maior do que a verificada quando se utiliza o meio BG11. Este rdpido crescimento é
tipico de cianobactérias cultivadas no efluente de inddstrias de alimentos, o que demonstra a
capacidade destes microrganismos em removerem e assimilarem heterotroficamente
compostos organicos e inorganicos de efluente (GUERRERO et al., 1999; OGBONNA &
TANAKA, 2000; BASTOS et al., 2004; QUEIROZ et al., 2004; HORNES & QUEIROZ,
2004; QUEIROZ et al., 2007).

As diferencas nas taxas de crescimento (tabela 2) podem ser atribuidas entre outros
fatores a fonte de nitrogénio disponivel, uma vez que para o meio BG11 este se encontra

essencialmente na forma de nitrato de sédio e no efluente como compostos orgéanicos e
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derivados inorganicos como fon aménio (HORNES & QUEIROZ, 2004). O ion amdnio é
considerado a forma nitrogenada mais facilmente assimilada por estes microrganismos, uma
vez que ndo ¢é requerida redug@o enzimdtica para assimilacdo da amonia (HERRERO et al.,,
1981; DORTCH & POSTEL, 1989; MURO-PASTOR & FLORENCIO, 2003; GARCIA-
FERNANDEZ & DIEZ, 2004).

De acordo com Von Riickert & Giani (2004) o crescimento de microalgas pode ser
mais lento em meio nitrato. Estes autores encontraram altas taxas de crescimento (Umsx =
0,393 d) para Microcistis viridis Lemmermann quando desenvolvida em meio amoniacal e de
0,263 d quando cultivada em meio nitrato, atribuindo a diferenca a alta taxa de absorcdo e
assimilacdo do amo6nio em relacdo ao nitrato, comportamento este similar ao registrado neste

trabalho, quando se utiliza o meio BG11 e o efluente do processamento de pescado.

Tabela 2. Varidveis cinéticas obtidas para os experimentos

Parimetro Meio BG11 Efluente
(30°C) 10°C 20°C 30°C
X, (mg.L'T) 276 223 194 240
P, (mg.L""h™") 7,93 6,51 10,6 15,9°
Mmax (h) 0,017 0,018 0,033 0,038
tg (h) 41 37,0 20,7 18,2

Xo: concentragdo celular inicial; U,y velocidade especifica de crescimento mdxima; tg: tempo de geracdo; P,: produtividade
* Numero de repeti¢des: 6

Em meio BG11 a médxima concentracdo celular foi atingida somente em 70 h de
cultivo, com valor superior (855 mg.L’l) e significativamente diferente (p<0,05) em relacdo
ao maximo produzido (527 mg.L’l) na biomassa gerada no efluente na mesma temperatura em
24 h (tabela 3). Esses resultados sugerem a viabilidade de produc¢do de biomassa como fontes
de constituintes de valor comercial, uma vez que embora a maior concentra¢do de biomassa
possa ser obtida quando se utilizada o meio BG11 a produtividade quando a cianobactéria
Aphanothece é desenvolvida no efluente apresenta valor notadamente superior quando

comparado ao meio padrdo, em torno de sete vezes maior (HORNES & QUEIROZ, 2008).

Tabela 3. Valores médios de producdo de biomassa em funcdo do tempo para os

cultivos no efluente e meio BG11 a 30°C

Tratamento Concentragio celular (mg.L'™")

*() 6 12 18 24 33 36 42 60 70 80
Efluente 240 396" 411°% 433" 527°% 467" 482*% 401" A .
BGI11 300 324" 380 408 456 492 500" 7802 726" 855 610

* Numero de repeti¢des: 6; Tempo de cultivo (h)
Letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos
Letras maidsculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as temperaturas
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As tabelas 4, 5 e 6 apresentam o efeito dos diferentes meios de cultura e temperaturas
refletidos nas biomassas geradas no efluente e meio BG11, resultando em perfis distintos
quanto aos compostos nitrogenados. Segundo Dortch et al. (1984) as microalgas acumulam
nitrogénio intracelular na forma de vdrias substincias, como nitrato, amonia, aminoécidos,
proteinas e pigmentos.

Avaliando a tabela 4 verifica-se que as maiores concentragdes de nitrogénio total
Kjeldahl (NTK) na biomassa cultivada no efluente do processamento do pescado sdo
registradas no final da fase exponencial, independente da temperatura. No meio BG11 o
comportamento descrito foi diferenciado em relagdo a biomassa cultivada no efluente, sendo
observadas reducdes (p<0,05) do inicio para o final da fase logaritmica de crescimento. No
entanto, independente do meio de cultivo é possivel verificar a influéncia do nitrogénio ndo
protéico no nitrogénio total. Os valores de NNP foram significativamente superiores (p<0,05)
na biomassa cultivada no efluente a 10°C em relagdo aos demais tratamentos, com exce¢do do
inicio da fase log. Este comportamento se reflete em todas as fases de crescimento com

relacdo ao parametro nitrogénio amoniacal (tabela 5).

Tabela 4. Concentragdo de nitrogénio total Kjeldahl e nitrogé€nio ndo protéico na
biomassa da cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli cultivada no efluente do

processamento de pescado e em meio padrao

Nitrogenado Meio de Cultivo T (°C) Inicio da faselog  Meio da fase log  Final da fase log
10 7,92%440,30 7,14*440,16 9,08"40,48
NTK Efluente 20 8,07*840,26 8,05**40,68 9,31°4B+0,22
(g.100g™) 30 8,56**P10,24 7,71%440,00 10,57°%40,16
Meio Padrio 30 9,79°*+0,41 9,53"%40,15 9,65"540,81
10 5,56"+0,07 6,05*+0,21 6,67440,18
NNP Efluente 20 4,52%840,12 3,68"%+0,31 3,38°5+0,15
(g.100g™) 30 4,3410,04 3,42°%+0,33 4,20°%40,22
Meio Padrio 30 5,94**+0,36 3,71°%+0,65 4,45"+0,81
10 70,2* 84,754 73,64
NNP/NTK Efluente 20 56,0* 45,8 36,4
(2 NNP.100g NTK™") 30 50,7* 444" 39,4
Meio Padrio 30 52,2 38,98 46,1*

*NTK: Nitrogénio total Kjeldahl; NNP: Nitrogénio néo protéico; média de seis repeti¢cdes
Letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as fases de crescimento
Letras maidsculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as temperaturas

O aumento significativo do NNP na biomassa gerada no efluente entre o meio e fim da
fase logaritmica (p<0,05) sugere a conversao do nitrogénio absorvido em importante fragdo de
dcidos nucléicos. Isto é corroborado pelos dados registrados na tabela 6 em que sdo indicadas
diferencas significativas (p<0,05) de 4cidos nucléicos entre inicio da fase log e o meio e fim

da fase log, com maiores valores absolutos registrados no final da fase log. Esta constatagdo
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se justifica uma vez que ao longo da curva de crescimento de uma populacdo de microalgas a
composi¢cdo quimica é alterada em funcdo das limitacdes de luz e nutrientes a que as células
sdo submetidas. De acordo com Fogg & Thake (1987), em geral as microalgas em plena
atividade fotossintética na fase exponencial apresentam maior proporcdo de proteinas e acidos
nucléicos por predominarem os processos de divisdo e sintese de estruturas celulares.

Quando se avalia os percentuais de NNP em relacdo ao NTK, observa-se grande
variabilidade dos dados com a temperatura, com teores significativamente superiores (p<0,05)
para as biomassas cultivadas a 10°C, independente da fase de crescimento. Esta constatacio se
justifica, uma vez que as cianobactérias sdo capazes de acumular compostos intracelularmente
em condi¢Oes de estresse, conforme reportado por diferentes autores (DORTCH et al., 1984;
LOURENCO et al., 1997; VON RUCKER & GIANI, 2004). Isso é corroborado pelos altos
valores de N-NH," intersticial (tabela 5) registrados para a biomassa quando o microrganismo
¢é desenvolvido a 10°C, diferindo-se significativamente (p<0,05) das demais condigdes.

Na tabela 5 estd registrado o comportamento das concentragdes dos fons nitrato, nitrito
e nitrogénio amoniacal intracelular para as condi¢des experimentais avaliadas. Observa-se que
as maiores concentragdes de N-NH4" para a biomassa desenvolvida no efluente sdo
registradas no inicio da fase logaritmica de crescimento, independente da temperatura, fato
este nido verificado quando o microrganismo se desenvolve no meio BGl1l, em que a
concentracdo de N-NH," perfaz aproximadamente um quinto do nitrogénio nio protéico
presente na biomassa no final da fase logaritmica. O efeito da temperatura se faz notar na
biomassa resultante do cultivo a 10°C, em que as concentragdes de amonia diferem
significativamente (p<0,05) das registradas nos demais tratamentos. Isso sugere que o maior
tempo de geracdo (37,0 h) registrado para o microrganismo gerado a 10°C em rela¢do ao
desenvolvido a 20°C (20,7 h) e 30°C (18,2 h) (tabela 2), possa ser justificado pelo efeito da
temperatura e conseqliente acimulo de nitrogénio amoniacal intracelular.

Avaliando comparativamente os valores de nitrato, nitrito € amdnia intracelular (tabela
5) constata-se que na biomassa gerada a 10°C sdo registradas maiores concentragdes de N-
NH4" no inicio e meio da fase exponencial, seguido de deplegio deste componente e aumento
de N-NOj". Nas cianobactérias a presengca do fon amonio no meio de cultivo estimula a ac¢do
da proteina NtcA, reprimindo o sistema de assimilacdo de nitrato, o que inclui o transporte
deste e a posterior redu¢do a amdnio. Assim, o comportamento dos nitrogenados descrito
pode ser atribuido a inibi¢do da proteina NtcA e conseqilientemente a absor¢do de outras

formas nitrogenadas (HERRERO et al., 2001; LUQUE et al., 2004).
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Tabela 5. Concentracdo de fon amonio, nitrito e nitrato intracelular na biomassa da

cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli cultivada no efluente do processamento de

pescado e em meio padrdo

Meio de

Cultivo T (°C) Inicio da fase log Meio da fase log Final da fase log

10 0,014**40,006 0,0016™40,002 0,0063440,00

NNOy (g100g")  Efluente 20 0,092*°+0,000 0,045"40,016 0,034°+0,002
2 30 0,268°+0,050 0,267°°40,041 0,277°°40,053

Meio Padrio 30 0,046°+0,012 0,016"%40,002 0,008"440,002

10 0,073*40,106 0,208"440,198 0,284°440,315
N-NO (¢.100g™) Efluente 20 0,011*340,000 0,009*3+0,002 0,004°540,001
30 0,018%+0,005 0,003°5+0,000 0,004°540,000
Meio Padrio 30 0,324*°40,011 0,123*40,005 1,58°¢+0,171
Efluente 10 4,88**40,194 4,51**40,526 4,29**40,823
. ¥ 20 2,55%40,083 2,24%840,077 1,88"%+0,089
N-NH," (2.100g") 30 2,14%+0,080 1.71"+0,096 1.23%+0,282
Meio Padrio 30 0,30°°+0,022 0,40°°+0,067 0,85%+0,144

*N-NH,": Nitrogénio amoniacal; N-NO,: Nitrogénio nitrito; N-NO;: Nitrogénio nitrato; média de seis repetigdes
Letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as fases de crescimento
Letras maidsculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as temperaturas

Fuentes et al. (2000) encontraram de 0,05 g.100 g'1 a 0,2 2100 g'1 de N-NO; na
biomassa da microalga Porphyridium cruentum cultivada a 20°C em diferentes condi¢des de
luminosidade e tempos de residéncia, intervalo este de concentracdo registrado no presente
trabalho para a biomassa cultivada a 10°C. As maiores concentragdes de N-NO; foram
observadas nos menores tempos de residéncia (1,03 d - 1,43 d), cujos resultados estdo de
acordo com os dados da tabela 5, em que a concentragdo de N-NO3™ no cultivo a 10°C (maior
tempo de residéncia) diferiu significativamente em relacio aos demais. Comportamento
inverso € registrado para N-NO, quando a biomassa é cultivada a 30°C. Nesta condi¢do sdo
registradas menores concentragdes de N-NH," intracelular. No entanto, ndo sio registradas
diferencas significativas para N-NO; e N-NH," intracelular (p<0,05) na biomassa gerada a
20°C e 30°C, independente da fase de crescimento. Esses dados sugerem uma possivel
assimilacdo celular de formas nitrogenadas mais reduzidas além do acimulo intersticial,
conforme descrito por Lourengo et al. (1997) e Von Riickert & Giani (2004) para outras
espécies. Concentracdes significativamente maiores (p<0,05) de N-NO; na biomassa
desenvolvida em meio BG11 em comparagdo a cultivada no efluente podem ser atribuidas a
fonte nitrogenada do meio padrdo ser essencialmente nitrato (RIPPKA et al., 1979).

Na tabela 6 podem ser avaliados os resultados obtidos para os teores de &4cidos
nucléicos para as diferentes fases de crescimento, de proteina quando calculados mediante a

conversdao do NTK pelo fator 6,25 e quando deste pardmetro € descontado o NNP, bem como
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as razdes protefna/dcidos nucléicos. As razdes proteina/dcidos nucléicos foram calculadas a

partir do teor de proteina sem corregao.

Tabela 6. Concentracdo de proteina e dcidos nucléicos na biomassa da cianobactéria

Aphanothece microscopica Nigeli cultivada no efluente do processamento de pescado e em

meio padrio

Meio de T Inicio da fase Meio da fase Final da fase
Cultivo (°C) log log log
10 3,81%440,19 4,14%40,03 42244034
. R Efluente 20 3,05"340,07 6,29°%+0,13 6,34%40,55
Ac. Nucléicos (g.100 g7 30 3344018 7344018 7.86°%40,05
Meio Padriio 30 4,3*+16,8 4,7°°+3 10 5,7°B+18 2
10 49,52‘:;11,87 44,5"*;10,68 56,692213,02
) Efluente 20 54,49"445 31 50,23%1+4,25 58,07°%+1,37
% Protefna (NTK x 6,25) 30 53474150  48.11%:0.87  60.29°£1,05
Meio Padrio 30 61,17*42,50 59,56"3+0,31 66,62*+5,56
10 14,8 9,37 14,9
% Proteina (NTK-NNP x Efluente 20 22,2 27,2 36,9
6,25) 30 26,4 26,7 38,7
Meio Padrio 30 34,01 36,39 40,42
10 12,9 10,7 13,4
Proteina/Acidos Nucléicos Efluente 38 122(9) Z:g; ?66’;
Meio Padrdo 30 14,2 12,6 8,47

*NNP: Nitrogénio ndo protéico; NTK: Nitrogénio total Kjeldahl; média de seis repeti¢cdes
Letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as fases de crescimento
Letras maidsculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as temperaturas

A avaliagdo estatistica dos dados registrados para dcidos nucléicos indica diferenca
significativa (p<0,05) em funcdo da temperatura e fases de crescimento, observando-se de
uma forma geral um acréscimo com a fase de crescimento. Os valores obtidos para a
biomassa tanto desenvolvida no efluente como no meio BG11 se encontram no intervalo de
concentracdo registrado para outras cianobactérias e microalgas, independente da temperatura
e fase de crescimento (FAY, 1983; ORTEGA et al., 1993; CRUEGER & CRUEGER, 1994;
SGARBIERI, 1996).

O nivel de 4cidos nucléicos nas algas € baixo em relagdo a outras fontes alimentares de
organismos unicelulares (FAY, 1983; CRUEGER & CRUEGER, 1994). CRUEGER &
CRUEGER (1994) citam as bactérias como sendo os microrganismos de maior conteido de
dcidos nucléicos (10-16%), seguindo as leveduras (6-10%), algas (4-6) e fungos (2,5-6%).
Ortega et al. (1993) avaliando o perfil bioquimico da cianobactéria Spirulina, registraram
concentracdes de 4-6% de acidos nucléicos, valores muito préximos aos encontrados neste

trabalho.
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As concentragdes registradas mostram a possivel aplicabilidade deste microrganismo
na dieta alimentar, uma vez que a composi¢do em acidos nucléicos é um dos indicativos da
inocuidade em relagdo a compostos toxicos (MORIST et al., 2001, FUENTES et al., 2000;
FUENTES et al., 2001; SPOLAORE et al., 2006). De acordo com a FAO (1985), o limite
didrio de 4cidos nucléicos provenientes de microrganismos é de 2 g.d”' (SGARBIERI, 1996).
Este limite estd associado a formagao de dcido urico, produto final do catabolismo dos dcidos
nucléicos, que pelo fato de ser pouco solivel em fluidos biolégicos pode se acumular em
excesso. Esse componente pode precipitar na forma de cristais nas articulacdes ou em outros
tecidos e formar cdlculos no trato urindrio, trazendo problemas de ordem organica
(LEHNINGER, 1989; SGARBIERI, 1996). Assim, considerando a maior concentracio de
4cidos nucléicos registrada para o meio da fase log (7,86 g.100 g™') quando o microrganismo é
desenvolvido no efluente a 30°C, seria possivel ingerir aproximadamente 35,2 g de
Aphanothece diariamente. A viabilidade da utilizacdo deste microrganismo gerado no efluente
pode ser considerada tomando como base os resultados obtidos por Queiroz et al. (1996) que
elaboraram formulagdes de macarrdo utilizando como ingrediente o microrganismo em
andlise. A formulacdo de maior indice de aceitacdo pelo consumidor correspondeu a uma
concentracdo de 8% de Aphanothece. Isso significa que poderia ser ingerido diariamente em
torno de 440 g de macarrdo cru, quantidade essa superestimada quando se considera a refei¢do
para uma sé pessoa. Por outro lado, o efeito gerador de niveis de uréia e dcido turico estd
associado a baixa relacdo proteina/acidos nucléicos (SGARBIERI, 1996). Bastos et al. (1999)
determinaram o contetido de 4cido nucléico na biomassa da cianobactéria Aphanothece
microscopica Nigeli obtendo um valor de 4,37 g.100 g, correspondendo a uma relagio
proteina/acido nucléico de 12,5. Este valor € equivalente ao obtido no presente trabalho para a
biomassa gerada em meio BG11 e similar ao relatado na literatura para cianobactérias
convencionalmente utilizadas para consumo humano (SGARBIERI, 1996). As razdes
proteina/dcidos nucléicos obtidas para o microrganismo em estudo quando desenvolvido no
efluente no final da fase log sdo maiores em comparagdo com os valores encontrados na
biomassa gerada em meio BG11, na presenca de luz e utilizando nitrato de s6dio como fonte
de nitrogénio, o que demonstra a influéncia do meio de cultivo nas concentragdes de dcidos
nucléicos. No entanto, essas razdes podem ser permissiveis na utilizagdo na dieta alimentar,
uma vez que o possivel consumo didrio € aquém aos teores de dcidos nucléicos permitidos

pela FAO (SGARBIERI, 1996).
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A influéncia do meio de cultivo se faz sentir também no comportamento dos valores
de proteina registrados. Observa-se que independente da temperatura, maiores concentragdes
de proteina (p<0,05) sdo registradas do inicio para o fim da fase logaritmica quando o
microrganismo € desenvolvido no efluente. Isso também é observado ao se avaliar a biomassa
gerada no meio BG11. Esta constatacio € elucidada no trabalho de Lourenco et al. (1997) que
encontraram concentragdes de proteinas significativamente maiores (p<0,01) na microalga
Tetraselmis gracilis quando cultivada a 20°C no meio em que predominava como fonte de
nitrogénio amdnio ao invés de nitrato. Essas concentragdes foram verificadas no final da fase
logaritmica, da mesma forma que foi constatado neste trabalho para a biomassa gerada no
efluente a 20°C. Esse fato pode ser resultante da adaptacdo prévia dos microrganismos ao
meio, considerando que para o meio BG11 o indculo utilizado foi desenvolvido nas mesmas
condi¢cdes de cultivo. Isso poderia explicar o porqué da maior concentracdo de proteina na
biomassa desenvolvida no efluente no inicio da fase exponencial e o subseqiiente decréscimo
da mesma no meio da fase log, logo apds a fase de adaptagdo, o que corresponde a
aproximadamente 12 h de cultivo (tabela 1).

Von Riickert & Giani (2004) estimaram a composicdo protéica em tratamentos
contendo diferentes composi¢des de nitrogénio (NH;*+N-NO;, N-NH;" e NOj3) pela
cianobactéria Microcystis viridis Lemmerman a 20°C e ciclo de 12 h claro/escuro. Para o
experimento que utilizou somente nitrato, a concentrac@o final de proteina foi sempre maior
do que nos experimentos que utilizaram apenas amdnio e amdnio mais nitrato. No presente
trabalho a concentra¢do de proteina ndo apresentou diferenca estatistica (p<0,05) entre a
biomassa desenvolvida no efluente, independente da temperatura utilizada, e no meio padrao
BG11. Isso mostra que a cianobactéria Aphanothece microscopica Négeli pode se
desenvolver em meios contendo diferentes fontes de nitrogé€nio, apresentando uma
composi¢do protéica equivalente. Para todas condi¢Ges avaliadas a biomassa apresentou
concentracdoes de proteina maior do que 40% em peso seco. Esse resultado estd em
concordancia com estudos realizados em outras cianobactérias, como na Cyanothece sp.
(SCHNEEGURT et al.,, 1995), Spirulina platensis (TOKUSOGLU & UNAL, 2003) e
Aphanothece microscopica Nigeli (ZEPKA et al., 2008).

Para o microrganismo desenvolvido no meio BG11, € registrada uma concentracdo de
proteina no final da fase logaritmica de 66,62%, valor este superior que o encontrado por
Schneegurt et al. (1995) para a cianobactéria Cyanothece sp. (51,7%), em cultivo com ciclo

claro e escuro a 30°C e meio contendo NaNOs. No entanto, € registrada para o microrganismo
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desenvolvido no efluente a concentracdo de 60,29%. Isso pode ser atribuido ao fato que
diferentes varidveis poderdao atuar no aumento de producio celular e na composicdo quimica
do microrganismo, obtendo a energia para a sua manutencido e crescimento de diferentes
formas utilizando caminhos metabdlicos alternativos (DORTCH et al., 1984; OLGUIN et al.,
2001).

No que se refere ao teor de proteina esta varidvel pode ser significativamente
influenciada em func@o dos teores de nitrogénio ndo protéico constituintes de sua estrutura
intracelular. Devi et al. (1981) e Dortch et al. (1984) reportam que as substancias nitrogenadas
como 4cidos nucléicos e nitrogénio amoniacal perfazem importante fracio do NNP. Esta
constatacdo pode ser verificada nos dados descritos neste trabalho. Desta forma, quando é
considerado na quantificacdo da proteina o nitrogénio nao protéico observa-se grande
contribuicdo deste componente para todas as fases de crescimento, tanto para a cianobactéria
cultivada no efluente como no meio BG11. Os valores de compostos nitrogenados ndo
protéicos refletiram na fracdo protéica calculada em fun¢do do NTK e quando ndo se
considera a fragdo NNP.

Os resultados demonstram que o fator tradicional de conversdao de NTK em proteina
(6,25) € inadequado, pois estima exagerada e erroneamente as concentragdes de proteina

presentes na biomassa de cianobactérias.

4 CONCLUSAO

Os teores de nitrogénio total aumentam com a fase de crescimento na biomassa gerada
no efluente, no entanto demonstram comportamento inverso no microrganismo desenvolvido
em meio BG11.

O nitrogénio amoniacal intracelular representa importante fracdo do nitrogénio total.

Os 4cidos nucléicos aumentam com a fase de crescimento, independente do meio de
cultivo.

As maiores concentragdes de proteina sdo registradas no final da fase logaritmica.

O nitrogénio ndo protéico exerce influéncia na concentrag¢@o de proteina, quando esta é
calculada por conversdo do nitrogénio total utilizando o fator 6,25.

A temperatura e o meio de cultivo exercem importante efeito nas concentracdes de

compostos nitrogenados na biomassa da cianobactéria Aphanothece microscopica Nageli.
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar a produgdo de proteina unicelular através do cultivo da
cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli no efluente da induistria da pesca. Os dados
cinéticos de crescimento celular foram ajustados a quatro modelos matematicos (Logistico,
Gompertz, Gompertz Modificado e Baranyi), visando definir uma expressdao matemética para
descrever o crescimento celular e estimar a produtividade em um processo continuo. Os
resultados demonstraram que o modelo Logistico foi considerado o mais adequado para
descrever a formacdo de biomassa. A andlise preditiva mostrou a possibilidade da obten¢ao de
1,66 kg.m'3.d'1, 18,96 kg.m'3.d'1 e 57,36 kg.m'3.d'1 de biomassa em 1000 h de processo

continuo, para as temperaturas de 10°C, 20°C e 30°C, respectivamente.

Palavras-chave: cianobactéria, cinética de crescimento, efluente, modelagem, produtividade
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ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the single cell protein production through the
cultivation of the cyanobacterium Aphanothece microscopica Nigeli in the fish processing
effluent. The growth data were fitted into four mathematic models (Logistic, Gompertz,
modified Gompertz and Baranyi model), to define a mathematical expression to describe the
cell growth and estimate the productivity in a continuous process. The results showed that
Logistic model described growth data the best. The predictive analysis showed the possibility
to obtain 1,66 kg.m>.d", 18,96 kg.m™.d™" e 57,36 kg.m™.d™" of biomass in 1000 h continuous
process for 10°C, 20°C and 30°C, respectively.

Keywords: cyanobacterium, growth kinetic, effluent, modeling, productivity
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1 INTRODUCAO

As cianobactérias sdo reconhecidas pelas suas habilidades na purificacdo de corpos
hidricos poluidos, uma vez que estes microrganismos usam a energia solar para fornecer
oxigénio necessdrio a degradacdo aerdbica, além de reciclar nutrientes responsaveis pela
eutrofizag@o, incorporando-os a uma biomassa potencialmente reutilizivel (GRIMA et al,,
2003; MUNOZ & GUIEYSSE, 2006; QUEIROZ et al., 2007).

O uso de cianobactérias no tratamento de efluentes foi sugerido inicialmente ha anos
atrds (CALDWELL, 1946; OSWALD & GOTAAS, 1957). Esta tecnologia é considerada uma
alternativa de baixo custo quando comparada as formas convencionais de tratamento tercidrio
de 4guas residudrias. Indimeras vantagens do uso de organismos fotossintéticos para a
melhoria da qualidade de efluentes estd estabelecida, ji que a fotossintese produz oxigénio
que ¢ efetivo na remoc¢do de DBO e compostos organicos recalcitrantes. O elevado pH obtido
em cultivos densos de cianobactérias € outro critério importante, ja que favorece a
precipitacdo de fosfato e de metais pesados (VOLTOLINA et al., 1998). Adicionalmente, a
possibilidade de conduzir o processo em metabolismo heterotréfico tem sido relatada como
um mecanismo potencial de uso destes microrganismos no tratamento de efluentes (ZEPKA
et al., 2008).

A adaptacdo de cianobactérias em efluentes industriais € uma alternativa sob o ponto
de vista econdmico, uma vez que as dguas residudrias contém considerdveis quantidades de
nitrogénio, fésforo, carbono e micronutrientes que podem ser reaproveitados para o
crescimento microbiano (CHOJNACKA et al., 2004).

Modelos matematicos e cinéticos podem ser usados na otimizacdo de meios de cultivo,
além de resolver problemas relacionados ao dimensionamento, a otimizacdo econdmica € ao
controle do processo (BAQUERISSE et al., 1999).

Para comparar modelos preditivos € necessério considerar cinco critérios bésicos: (a)
qualidade de ajuste aos dados experimentais; (b) complexidade relativa (parcimonia); (c)
facilidade de uso; (d) significancia fisioldgica e (e) interpretacdo dos parametros do modelo.
Estas sdo importantes consideracdes para evitar que a modelagem esteja baseada apenas em
um exercicio de ajustes de curvas (PHUA & DAVEY, 2007).

A maximiza¢@o da produtividade em biomassa nos reatores € outra importante etapa
no desenvolvimento da biotecnologia de cianobactérias a nivel industrial, o que implica no

melhoramento dos pardmetros de cultivo e no conhecimento das caracteristicas do
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microrganismo. Diversos modelos tém sido desenvolvidos para predizer o crescimento e a
produtividade volumétrica em reatores usados no cultivo de cianobactérias. Tais modelos
auxiliam na elucidacio da dependéncia da produtividade massica em relacdo a determinados
parametros do processo. Entretanto, estes modelos geram somente informagdes qualitativas, e
nao podem ser extrapolados para outras configuracdes de reatores, outras espécies ou
diferentes condi¢des de cultivo. Cultivos de microrganismos em estado estaciondrio sdo
normalmente usados para a otimizacdo da produtividade e para estudos fisioldgicos em
cultivos continuos, sendo normalmente conduzidos em quimiostatos (BARBOSA et al.,
2003). De acordo com Prat et al. (2006), o estudo tedrico da transposi¢do de processos em
batelada para continuo € uma importante etapa no acoplamento da otimizacdo tecnoldgica
com o planejamento experimental. Estes autores reportam a possibilidade do desenvolvimento
inicial do processo continuo baseado em andlises do regime transiente.

Em face disto, o trabalho teve por objetivo avaliar a producdo de proteina unicelular
pela cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli cultivada no efluente da inddstria da
pesca. O foco do trabalho é a modelagem matemdtica do crescimento e a predicdo da

produtividade celular em processos continuos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo

2.1.1 Preparo do inéculo

Suspensdes de Aphanothece microscopica Nigeli (RSMan92, Unidade de
Cianobactérias da Universidade Federal do Rio Grande) isoladas do estudrio da cidade de Rio
Grande, RS, Brasil, foram cultivadas e mantidas em meio BG11 (Braun-Grunow medium)
conforme indicado por Rippka et al. (1979). As culturas foram mantidas a 2 klux com
fotoperiodo de 12 h, 30°C e pH 7,6 (QUEIROZ et al., 2004). O cultivo foi realizado em reator
de vidro em cdmara otimizada quanto a luz e temperatura. Foram utilizadas lampadas
incandescentes e fluorescentes com intensidade luminosa e temperatura controlada mediante
uso de luximetro tipo LX-101 Digital e termOometros dispostos no interior do reator. A
temperatura e intensidade luminosa foram otimizadas em func¢do do nimero de ldmpadas que

eram mantidas acesas.



183

O meio BG11 é composto por K,HPO4.3H,0 (0,04 g.L'l), MgS04.7H,0 (0,075 g.L'l),
Na,CO; (2 gL', NaNO; (1,5 g.L'"), EDTA (0,001 g.L™"), H;BO; (2,86 g.L"), MnCL.4H,0
(1,81 gL™"), ZnS0O4.7H,0 (0,222 g.L™"), NaxMoO4.2H,0 (0,39 g.L"), CuSO4.5H,0 (0,079
g. L"), CoCL.6H,0 (0,040 g.L'"), 4cido citrico (0,006 g.L'") e citrato férrico de aménio (0,006
g L") (RIPPKA et al., 1979).

A concentracdo celular na fase exponencial para tomada do indculo foi determinada
gravimetricamente mediante filtragdo de volume conhecido de meio de cultura BG11
contendo as células do microrganismo em filtro Millipore de porosidade 0,45 pm,
previamente seco a 60°C por 24 h. Os filtros foram secos até peso constante e a biomassa

quantificada.

2.2 Meio de cultivo

O meio de cultivo utilizado foi o efluente do processamento do pescado, coletado no
tanque de equalizagcdo do sistema de tratamento de efluente de uma empresa processadora de
pescado do setor industrial da cidade de Rio Grande, RS, Brasil. As amostras foram
transportadas em garrafas de polietileno para o Laboratdrio de Biotecnologia da Universidade
Federal do Rio Grande e entdo esterilizadas a 1,1 kgf.cm'2 (120°C) por 15 minutos. O efluente
foi caracterizado quanto ao pH, demanda quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio total
Kjeldahl (NTK), nitrogénio amoniacal (N-NH,"), fésforo (P-PO,?) e sélidos suspensos (SS).
As andlises foram realizadas segundo os procedimentos descritos em Standard Methods para

andlise de dguas e efluentes (APHA, 2005).

2.3 Desenvolvimentos dos experimentos

Experimentos em duplicata na auséncia de luz e temperaturas de 10°C, 20°C e 30°C,
utilizando como meio de cultivo o efluente do processamento de pescado, foram conduzidos
em reator de mistura completa com capacidade de 4,5 L em sistema descontinuo. O reator foi
constituido de uma extensao cilindrica de PVC com dimensdes de 80 cm de altura e 10 cm
de didmetro, tendo sua parte inferior acoplada a um sistema para promover a aeracdo de 1
VVM e agitacdo do meio. O efluente foi ajustado a pH 7,6, razdo C/N 20 e razdo N/P 10,
aferida com glicose, sulfato de amo6nio ou fosfato de potdssio em funcio das concentragdes de

DQO, NTK e P—PO4'3 registradas no efluente, conforme indicado por Hornes & Queiroz
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(2004). O sistema foi inoculado com em média 200 mg.L'1 de células de Aphanothece
microscopica Nigeli, obtida a partir de um volume equivalente ao requerido para obter esta
concentracdo de cultura desenvolvida em meio BG11. Os experimentos foram conduzidos em

cadmara com controle de temperatura.
2.3.1 Obtenciao dos dados de crescimento celular

Os experimentos nas diferentes temperaturas propostas foram monitorados mediante
tomada de amostras a intervalos regulares, filtradas em filtro Millipore de 0,45 pm de

porosidade e a biomassa determinada segundo o item 2.1.1.
2.4 Modelagem matematica e validacio estatistica

Os ajustes dos dados cinéticos foram avaliados mediante quatro modelos matemdticos
(Logistico, Gompertz, Gompertz Modificado e Baranyi).

O modelo Logistico descreve o crescimento de uma populagdo microbiana como uma
funcdo da densidade da populacdo, tempo, taxa de crescimento e densidade final da
populagd@o. A funcdo Logistica original, equagdo 1, foi desenvolvida por Pearl & Reed (1920),
baseada nas consideracdes iniciais de Verhulst (1838):

_ A+C
T ) 1)

Onde: A = Logaritmo neperiano assintético da concentracdo celular quando t decresce
indefinidamente
B = Taxa de crescimento relativa no tempo M (h"l)
C = Logaritmo neperiano assintético da concentrag@o celular quando t aumenta
indefinidamente
M = Tempo em que a taxa de crescimento é maxima (h)
t. = Tempo de residéncia (h)

y = In (X/Xo)

Um grande ndmero de fungdes tem sido derivada a partir do modelo cldssico de

Gompertz (1825). A express@o original é representada pela equacdo 2 na qual a fase de
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adaptacdo da cultura nio € considerada. A expressdo de Gompertz foi re-parametrizada por

Zwietering et al (1990) e pode ser representada pela equacéo 3.

y= A+ Ce—eXp[B(tr—M)] 2)

3)

Onde:
y = Duragio da fase lag (h™)

. L . L . 1
Umax = velocidade especifica de crescimento maxima (h™)

O modelo de Baranyi (BARANYI, 1997) foi aplicado mediante a utilizagdo das

equacgdes 4 e 5.

bnes AW _ 4
Y = HmaxAlt) - |n(1 t—

e “)

Onde:

A(t) =t+

ln(e_”max -t _I_ e_”max a3 _ e_”max ‘(tr+l{]) ) (5)
umax

Os modelos foram resolvidos através de um procedimento interativo usando o
software Microsoft Excel® XP, determinando o valor minimo da soma do quadrado do erro
entre os valores empiricos e preditos.

Os indices de desempenho dos modelos foram calculados pelas expressdes
matematicas e estatisticas apresentadas nas equacgdes 6, 7, 8 e 9 (ROSS, 1996).

Raiz quadrada do erro médio (RMSE):

RMSE = M 6)

Erro padrdo de predi¢gdo (%SEP):
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100 [ (obs— predf

% SEP =
(obs) n (7)
Fator Bias (By):
3 log(pred/obs )
B; =10 n (8)

Fator de acuracidade (Ay):

¥ |log(pred/obs )
A, =10 n 9)

Onde: obs = sd@o os valores observados dos pardmetros de crescimento
pred = s@o os valores preditos dos pardmetros de crescimento
Xobs = 830 as médias dos valores observados

n = ndmero de observacdes

2.5 Otimizacio da producio de biomassa

A operagdo em batelada foi avaliada para todos os intervalos da fase exponencial de
crescimento, testando-se todas as possibilidades de conduzir o processo em batelada até o
final da fase log, fazendo com que o inicio da dilui¢do coincidisse com um periodo de
méaxima concentragdo celular e crescimento exponencial o que segundo o grifico da
simulacdo fornece altos valores de produtividade em tal circunstdncia. Para o efeito de
apresentacdo dos resultados foram estipulados na tabelas apenas os intervalos que coincidiram
com os pontos de tomada experimental (6, 12, 18, 24 e 30 h) para 20°C e 30°C. A 10°C foi
verificada uma fase lag, o que restringiu o periodo a ser simulado. Para as temperaturas de
20°C e 30°C a fase logaritmica de crescimento registrada foi de 6 h a 30 h de cultivo. No
entanto, como o modelo Logistico fornece o perfil de crescimento celular a qualquer
momento, pode-se estimar a concentragdo celular em qualquer outro tempo de residéncia. As
fases lag e log foram definidas pelo método grafico (InX x t) e pelos modelos matemaéticos,
que fornecem a duracdo da fase lag.

Em reatores continuos, a operacdo pode iniciar através de um curto periodo em

batelada destinado a aumentar a concentracdo celular antes da diluicdo. A duracdo deste
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periodo preliminar descontinuo € um paradmetro determinante do desempenho do sistema.
Assim, o modelo matematico previamente definido e o balanco de massa para o reator CSTR
foram utilizados para determinar a otimiza¢ao da producdo de biomassa no processo continuo,
considerando diferentes tempos de residéncia para o inicio do processo continuo. O balanco
de material ndo estaciondrio para formacdo de biomassa em cultivo continuo foi obtido

mediante uso da equacdo 10 conforme proposto por Muller-Feuga et al. (2003).
— (H_D)tr
X, =X,e (10)

Onde: D = Taxa de diluigdo (h™)
t. = Tempo de residéncia (h)
X, = Concentragio celular inicial (mg.L™)
X = Concentragdo celular no tempo t (mg.L’l)

p = Velocidade especifica de crescimento (h™h
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A modelagem matematica tem sido extensivamente usada para predizer o crescimento
microbiano através da estimativa da velocidade médxima especifica de crescimento, maxima
densidade celular e duragdo da fase de adaptacdo, que sdo importantes pardmetros de projeto
da microbiologia industrial (ZWIETERING et al. 1990; BARANYT et al., 1993; BARANYI
& ROBERTS, 1994; BARANYI, 1997).

As figuras 1, 2 e 3 apresentam o ajuste dos modelos matemdticos propostos para o
cultivo da cianobactéria Aphanothece microscopica Négeli no efluente do processamento de

pescado em diferentes condi¢cdes de temperatura.
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Figura 1: Ajuste dos modelos aos dados experimentais (10°C)
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Figura 2: Ajuste dos modelos aos dados experimentais (20°C)
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Figura 3: Ajuste dos modelos aos dados experimentais (30°C)

O comportamento gréifico demonstra que os modelos Logistico, Gompertz e Gompertz
Modificado descrevem adequadamente o perfil de producdo de biomassa nas condigcdes
consideradas, embora haja a necessidade da avaliacdo estatistica antes da aplicacdo em termos
praticos (DONG et al., 2007), o que pode ser verificado na tabela 1 para as trés temperaturas
estudadas. No entanto, exclui previamente o modelo de Baranyi como descritor do
crescimento Aphanothece microscopica Négeli, principalmente nas condi¢cdes de 10°C e 20°C.
De fato, a literatura cita que ndo hd diferenga entre os modelos de Baranyi e Gompertz quando
aplicados em culturas que se desenvolvem a altas taxas de crescimento (BARANYTI et al,,
1993).

De acordo com Bovill et al. (2000) a adapta¢do a uma mudanca de temperatura ocorre
praticamente no mesmo instante em que o microrganismo € inoculado em um determinado
meio de cultivo, quando considerada a velocidade especifica de crescimento. A excecdo pode
acontecer em casos extremos, em que a mudanca de temperatura é abrupta e préxima do
limite de crescimento. Uma vez que a manutencdo e propagacdo das culturas de Aphanothece
ocorreram a 30°C, e que apds a separacdo do meio de cultivo padrdo foram inoculadas no
efluente a diferentes temperaturas, isso poderia explicar os indices de desempenho inferiores
dos modelos a 10°C, independente do ajuste utilizado.

A relacdo entre In(N) com o tempo segue um padrio sigmoidal que pode ser descrito
utilizando diferentes funcdes de crescimento (LOPEZ et al., 2004). Chowdhury, Chakraborty
& Chaudhuri (2007) aplicaram as fun¢des de Gompertz e Logistico para ajustar os dados de
crescimento com um ajuste aceitdvel para os dois modelos, permitindo a estimacdo dos
parametros de crescimento descritivos (velocidade de crescimento especifica mdxima e tempo
de geragdo).

De acordo com McMeekin & Ross (2002) a equagdo de Gompertz ndo considera a

fase lag, como € o caso de sua forma modificada, mas apenas o aumento da densidade de
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células, uma vez iniciado o crescimento exponencial. Nesse sentido, a presenca da fase lag no
cultivo a 10°C pode contribuir para o baixo ajuste deste modelo aos valores experimentais em
relacdo aos experimentos a 20°C e 30°C para o crescimento da cianobactéria Aphanothece no
efluente do processamento de pescado.

A validacdo dos modelos para os diferentes tratamentos foi realizada através dos
valores de RMSE, %SEP, As e By, conforme expresso na tabela 1. A raiz quadrada do erro
médio (RMSE) indica a medida da concordancia entre os dados experimentais e os resultados
preditos pelo modelo. O melhor ajuste segundo este critério estd relacionado a um reduzido
valor da RMSE. Os menores valores foram observados para o modelo Logistico, porém iguais
quando sd@o consideradas as temperaturas de 20°C e 30°C e muito préximo para o crescimento
a 10°C. Resultados similares foram encontrados por Juneja et al. (2007), os quais estudaram o
crescimento de Salmonella em frangos em condi¢des de temperatura que variaram de 10°C a
45°C. Os autores verificaram que a raiz quadrada do erro médio para os modelos Logistico e
Gompertz modificado foram 0,0008 e 0,0009, respectivamente. Outros trabalhos descrevem a
aplicacdo do modelo Logistico no crescimento em batelada de diferentes microrganismos e
condicdes de cultivo diversas, em que se pode observar o ajuste adequado desta funcdo aos

valores experimentais (WACHENHEIM et al., 2003; TRAVIESO et al., 2006).

Tabela 1. Validacdo estatistica dos modelos matemadticos para as trés condicdes

avaliadas
Pardmetro Gompertz Gompertz Logistico Baranyi
Modificado
10°C
RMSE 0,05 0,05 0,04 0,24
%SEP 13,36 13,36 9,84 60,66
Bf 0,76 0,76 0,85 1,73
Af 1,45 1,45 1,25 1,73
20°C
RMSE 0,02 0,02 0,02 0,12
%SEP 3,04 3,04 3,49 18,33
Bf 0,99 0,99 1,00 0,90
Af 1,04 1,04 1,02 1,15
30°C
RMSE 0,04 0,04 0,04 0,05
%SEP 4,52 4,52 5.16 5,55
Bf 0,99 0,99 0,99 0,99
Af 1,04 1,04 1,03 1,05

RMSE: raiz quadrada do erro médio; %SEP: erro padrdo de predicdo; By: fator Bias; A fator de acuracidade
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O fator Bias (B¢) fornece uma indicacdo objetiva do desempenho do modelo. Ross
(1996) sugere que um perfeito ajuste entre as observagdes e predigdes sdo representados por
um By igual a 1. Valores afastados deste ponto indicam uma sistemética sobre ou subestimada
dos valores observados. Fatores na faixa de 0,9-1,05 podem ser considerados bons, na faixa
de 0,7-0,9 ou 1,06-1,15 sdo considerados aceitdveis e <0,7 ou >1,15 sdo considerados
inaceitdveis. Novamente, o modelo Logistico foi o que apresentou melhor ajuste segundo este
critério de validacdo. Os valores de 1,0 e 0,99 obtidos para os experimentos a 20°C e 30°C,
respectivamente, indicam diferencas minimas entre os valores observados e preditos pelo
modelo, o que mostra que o modelo Logistico se ajusta perfeitamente aos dados obtidos. A
10°C o valor de Bf = 0,85 indica que os valores preditos sdo inferiores aos valores
observados.

O fator de acuracidade (Ay) representa a diferenga entre os valores médios observados
e os valores preditos. A estimativa média tende a ser menos precisa com o aumento do valor
de Ar, enquanto que um valor de 1,0 indica que hd uma consisténcia perfeita entre todos os
valores observados e preditos (LEBERT et al., 2000). O aumento deste pardmetro sugere uma
reduzida confiabilidade entre o valor estimado e o valor real. Os valores apresentados pelo
modelo Logistico indicam a qualidade do ajuste deste modelo.

Lépez et al. (2004) observaram valores médios de B = 1,104 e A¢ = 1,53 para o
modelo Logistico aplicado ao crescimento de diferentes espécies de bactérias e fungos em
diferentes condicdes de cultivo, a partir dos dados obtidos de 55 curvas utilizadas para a
avaliacdo matematica. Em outro estudo conduzido por Chowdhury, Chakraborty & Chaudhuri
(2007), foram observados valores muito proximos da unidade, B¢ entre 0,995 e 1,072 para
diferentes condicdes de pH (6,0, 6,5 e 7,0) e temperatura (37°C e 40°C), para o crescimento da
bactéria Pediococcus acidilactici H na producdo de bacteriocinas, demonstrando o ajuste e
exatiddo do modelo Logistico elaborado.

Finalmente, o erro padrio de predicdo (%SEP) confirma o baixo nivel residual para o
modelo Logistico. No presente trabalho o valor de SEP foi menor que 10%, independente da
temperatura de cultivo, o que confirma a concordancia entre os valores observados e preditos.
Zurera-Cosano et al. (2006) avaliaram o crescimento da bactéria Leuconostoc mesenteroides
em condigdes aerdbicas e anaerdbicas, encontrando valores de SEP inferiores a 16% em
ambas as condi¢des. Garcia-Gimeno et al. (2003) obtiveram valores entre 22% e 31% para a
taxa especifica de crescimento e tempo da fase lag, respectivamente, relativo ao crescimento

da bactéria Escherichia coli O157:H7. Entao, comparando os resultados obtidos nestes
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estudos com os do presente trabalho, pode ser observado que o modelo Logistico produziu um
melhor ajuste entre os dados experimentais e os valores estimados.

De acordo com Peleg et al. (2007), a maior deficiéncia da utilizacdo da equagdo
Logistica como um modelo de crescimento microbiolégico ocorre para descrever
crescimentos com longas fases de adaptacdo, estando de acordo com os dados da tabela 1, em
que o experimento a 10°C apresentou os piores ajustes, considerando os fatores A¢, B¢, %SEP
e RMSE.

Desta forma, a andlise estatistica demonstrou que o modelo Logistico foi a expressao
mais adequada para descrever o crescimento da Aphanothece no efluente do processamento
de pescado nas condigdes testadas, podendo ser considerado estatisticamente adequado e
robusto para predizer o crescimento desta cianobactéria.

Na tabela 2 estdo registrados os valores cinéticos de crescimento obtidos segundo o
modelo Logistico. Observa-se o aumento da velocidade especifica de crescimento méxima
(umax) € da concentracdo celular maxima (Xmsx) com o aumento da temperatura, além da
diminui¢do da fase lag. Vérios autores citam o efeito da temperatura e utilizagdo de faixas
ideais no crescimento microbiolégico (WEISSMAN et al, 1998; THEBAULT &
RABOUILLE, 2003). Segundo Zurera-Cosano et al. (2006) o acréscimo na temperatura
resulta em decréscimo do estidgio de adaptacdo. Por outro lado, a redug¢do da temperatura
resulta na diminui¢cdo das taxas de reagdes enzimaticas e produgdo de energia, que afeta a
assimilacdo dos nutrientes através da membrana plasmatica (SAKAMOTO et al., 1998),
refletindo-se na reduc¢do da velocidade de crescimento e conseqiientemente na diminuicdo da
concentracdo celular.

Considerando que as culturas sdo propagadas em meio padrdo BGI1 a 30°C, os
resultados demonstram a capacidade de aclimatacdo a diferentes temperaturas, uma vez que
mesmo a 10°C e 20°C a cianobactéria Aphanothece foi capaz de se desenvolver, porém com o
aumento da fase lag. De acordo com Thébault & Rabouille (2003) a temperatura influencia a
taxa especifica de crescimento, reduzindo-a sensivelmente quando sdo utilizados valores
muito menores do que a faixa 6tima. Isso se justifica, uma vez que as mudancas abruptas de
temperaturas acarretam no aumento da fase de adaptacio, e que no desenvolvimento a baixas
temperaturas as células requerem energia adicional para estabelecer a aclimatagdo fisiologica

(SAKAMOTO et al., 1998; WEISSMAN et al., 1998; THEBAULT & RABOUILLE, 2003).
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Tabela2 Pardmetros de crescimento obtidos para as diferentes condi¢des de cultivo a

partir do modelo Logistico

Temperatura (°C) tmix (B v (h) Xmix (2L
10 0,036 16 501,5
20 0,049 52 550,5
30 0,055 3,7 685,3

y: duracdo da fase lag

Apbs a determinacdo do melhor modelo matemadtico para predizer a producdo de
biomassa e os pardmetros de crescimento, simulacdes foram realizadas para avaliar a
operacdo continua dos reatores. Os quimiostatos sdo um sistema particular de sistemas
bioldgicos que apresentam aplicacdes experimentais e industriais. Nestes reatores um dos
mais importantes pardmetros operacionais é o periodo inicial conduzido descontinuamente.
Assim, para considerar a melhor duracdo do periodo em batelada preliminar, usado com o
propdsito de elevar a concentragdo celular, o modelo Logistico previamente definido foi
usado para predizer o crescimento celular e a equacdo 10 para descrever a producgdo de
biomassa em operagdo (MULLER-FEUGA et al., 2003).

As tabelas 3, 4 e 5 apresentam os resultados simulados para a estimativa da produgdo
de biomassa por Aphanothece cultivada a 10°C, 20°C e 30°C para sistema em operacio
continua tomando como base a predicdo do crescimento celular, segundo o modelo Logistico
(tabela 2) e o balango de material para formagdo de biomassa expresso na equacdo 10. A
concentracdo celular foi predita em funcdo da taxa de diluicdo, do periodo total de operacio
(PTO) e do periodo de operagdo em batelada (POB). O propésito deste estudo € avaliar a
magnitude do ganho de produtividade em biomassa em funcdo destes parametros.

As simulacdes foram realizadas considerando uma taxa de diluicdo de D = 0,85 u,x ©
diferentes periodos de operacdo em batelada, correspondentes ao intervalo de crescimento
logaritmico do microrganismo, para cada condi¢do de temperatura avaliada. Este periodo foi
determinado corroborando os dados obtidos entre o modelo Logistico e a determinagdo

grafica de pmax.

Tabela 3. Resultados da predi¢do em 1000 h de operagdo continua (10°C)

POB (h) POB/PTO (%) Biomassa (kg.L’l) Aumento de biomassa (%)
18 37,5 0,048 0,0
24 50 0,056 15,7
30 62,5 0,069 41,7

POB: periodo de operacdo em batelada; PTO: periodo total de operagao
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Tabela 4. Resultados da predi¢do em 1000 h de operacdo continua (20°C)

POB (h) POB/PTO (%) Biomassa (kg.L’l) Aumento de biomassa (%)
6 12,5 0,350 0
12 25 0,427 22,1
18 37,5 0,568 62,3
24 50 0,711 103
30 62,5 0,790 126

POB: periodo de operacdo em batelada; PTO: periodo total de operacao

Tabela 5. Resultados da predi¢do em 1000 h de operagdo continua (30°C)

POB (h) POB/PTO (%) Biomassa (kg.L’l) Aumento de biomassa (%)
6 12,5 0,92 0
12 25 1,19 28,4
18 37,5 1,64 77,2
24 50 2,11 127
30 62,5 2,39 158

POB: periodo de operacdo em batelada; PTO: periodo total de operagao

A influéncia representativa do POB para a temperatura de 30°C € apresentada na
figura 4. O grifico mostra as concentragdes tedricas para o cultivo em sistema continuo, os
quais diferem somente no intervalo entre a inocula¢do e o inicio da diluicdo. Podem ser
verificadas concentragdes maiores no inicio da diluicdo com o aumento do tempo de batelada.
Esse padrao segue ao longo do tempo de residéncia, com o aumento da produ¢do de biomassa
em fun¢do do aumento do periodo de operacdo em batelada. Este mesmo comportamento nio
foi verificado no trabalho desenvolvido por Muller-Feuga et al. (2003) para a otimizacdo do
cultivo de Porphyridium cruentum em fotobioreator. Os autores verificaram uma relagdo
antagdnica entre o intervalo da inoculacio e inicio da dilui¢do com a producao celular, com
uma producdo dindmica somente no inicio da diluicdo, sendo esta reduzida quando o cultivo
atinge o regime continuo.

Assim, estimando um PTO de 1000 h, é possivel predizer a magnitude da
produtividade em biomassa (tabelas 3, 4 e 5), para as temperaturas de 10°C, 20°C e 30°C,
respectivamente. Esta estimativa tedrica demonstra a possibilidade de obter um aumento de
41,7%, 126% e 158% na producdo de biomassa, iniciando o processo continuo no final da
fase logaritmica de crescimento. Para todos os casos, o POB representa 62,5% do PTO

(tabelas 1, 2 e 3), em virtude da estabilidade celular.
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Figura 4. Diagrama representativo da influéncia tedrica do periodo de operagdo em

batelada na producdo de biomassa para a temperatura de 30C° (CB):cultivo em batelada

A utilizacdo de baixas temperaturas estd relacionada com a redugdo da atividade
enzimatica (CONVERTI & DOMINGUEZ, 2001). Contudo, temperaturas elevadas podem
causar a inativacdo das enzimas do caminho metabdlico enquanto que temperaturas baixas
podem ndo permitir o fluxo de nutrientes através da membrana celular, resultando em alta
demanda para a energia de manuten¢do, o que se reflete na redugdo dos componentes
celulares (LEHNINGER, 1991; VON SPERLING, 1997; CONVERTI & DOMINGUEZ,
2001). Isto pode ser corroborado pelos dados da tabela 6, em que o aumento da temperatura
de cultivo de 10°C para 30°C resultou na produtividade de proteina de 0,828 kg.m™>.d" para
36,59 kg.m™>.d". Mesmo para os componentes que apresentam uma relacio inversa com a
temperatura, como os lipidios e carboidratos (HORNES & QUEIROZ, 2008a), pode ser
observado um aumento substancial nas temperaturas mais elevadas, devido a maior producio
de biomassa nestas condi¢des.

O consumo didrio de proteina recomendada para uma pessoa de 70 kg é de 96,6 g
protefna.d™ (SCRIMSHAW, 1977, In: TACON et al., 2006), considerando que a biomassa da
cianobactéria Aphanothece microscopica Négeli contém 38,7% de proteina (HORNES &
QUEIROZ, 2008b), o consumo de 250 g de biomassa poderia suprir o requerimento didrio
deste componente de uma pessoa adulta. A fabricagdo de produtos contendo biomassa da
cianobactéria A. microscopica Nigeli poderia contribuir na dieta alimentar de consumidores

de baixa renda através da inclusdo de tais produtos em programas do governo, refletindo-se no
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aspecto socio-econdmico do pais. Considerando ainda uma produgdo 0,70 td™,
aproximadamente 2810 pessoas seriam assistidas pela producido desse microrganismo. Nesse
sentido, os resultados indicam que a producdo de produtos ricos em proteina tais como os
suplementados por biomassa de cianobactéria poderiam ter um significante impacto na

seguranca alimentar e, conseqiientemente, na reducao da pobreza.

Tabela 6. Estimativa de produg@o de compostos celulares em funcido da temperatura

tomando com base a biomassa obtida por simulagcdo

Produtividade 10°C 20°C 30°C
proteina (kg.m™.d™") 0,828 9,95 36,59
lipidios (kg.m™.d™) 0,253 2,62 4,07

carboidratos (kg.m™.d™) 0,483 5,14 8,09
cinzas (kg.m>.d™) 0,094 1,23 8,49
clorofila a (g.m™.d™) 1,05 15,54 64,81
ficocianina (kg.m™.d™") 0,088 1,35 4,73

4 CONCLUSAO

O modelo Logistico foi considerado suficientemente robusto para descrever o
crescimento da cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli no efluente da inddstria da
pesca, na faixa de temperatura testada, conforme evidenciado pela andlise grafica e critérios
estatisticos.

O método proposto pode ser usado no auxilio da transposicdo do processo em batelada
para continuo. As simulagdes indicam a possibilidade de obter 1,66 kg.m>.d", 18,96 kg.m™.d
1

e 57,36 kg.m>.d" de biomassa conduzindo o processo em temperaturas de 10°C, 20°C e

30°C, respectivamente.
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CAPITULO 4

CONCLUSAO GERAL






CONCLUSAO GERAL

A andlise dos resultados demonstrou o potencial da utilizagdo da cianobactéria
Aphanothece microscopica Nigeli na remog¢do de nutrientes no efluente do processamento de
pescado, assim como a produgdo de compostos celulares de interesse comercial.

Os estudos quanto as fracOes nitrogenadas presentes na biomassa da cianobactéria
Aphanothece microscopica Nigeli cultivada no efluente do processamento de pescado e no
meio padrdo BG11 mostraram que o fon amdnio juntamente com os 4cidos nucléicos
representam uma importante fragdo do nitrogénio ndo protéico presente na biomassa da
cianobactéria. Ficou demonstrada ainda a influéncia do meio de cultivo na concentracdo de
nitrogénio, bem como que a determinagdo de proteina pelo método de Kjeldahl superestima a
concentracdo protéica em cianobactérias.

No que se refere a aplicagdo de coagulantes verificou-se maior eficicia do FeCl; em
relacdo ao Al(SO4)3 como coagulante. O processo de lavagem da biomassa apds tratamento
com coagulante resultou em importante remog¢do do FeCl; residual, ficando demonstrada a
possibilidade de separacdo da biomassa pelo uso de coagulantes.

O crescimento da cianobactéria Aphanothece microscopica Nigeli no efluente da
inddstria da pesca em diferentes temperaturas pdde ser descrito pela modelagem matemadtica.
O método proposto pode ser usado no auxilio da transposi¢do do processo em batelada para

continuo.



