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RESUMO

A vinhaga é o principal residuo da produgdo de biocombustivel a partir da cana-de-agticar. E
produzida, em média, na propor¢do de 13 L para cada 1 L de etanol gerado em uma
biorrefinaria. Trata-se de uma suspensdo aquosa de sdlidos organicos e minerais, ndo
eliminados durante a destilacdo. Uma das caracteristicas principais desta mistura ¢ que suas
propriedades fisico-quimicas e concentragdo de substancias dissolvidas, ¢ considerada
altamente nociva a fauna, flora, microfauna e microflora das 4guas doces. Com isto, o descarte
deste residuo deve levar em conta diversos fatores, como a quantidade de carbono dissolvido
nesta mistura, ou uma concentracao de compostos organicos, que pode alcangar até cem vezes
mais do que aquela observada no esgoto doméstico. Outra possibilidade, além do descarte, ¢ o
uso da vinhaga para o cultivo de microalgas, que apresenta vantagens como tratar o residuo e
economizar com a producao de meio de cultura. Além disso, ha a possibilidade de produgado de
biomassa e biomoléculas de valor agregado. Visando explorar essa questao, esse trabalho foi
realizado em 3 etapas: 1° selecionar cepa adaptavel a presenca de efluente e identifica-la; 2°
investigar a produgdo de biomassa em concentragdes diferentes de vinhaga em meio sintético e
a producado de lipideos; 3° Avaliar parametros fisico-quimicos a fim de investigar o potencial
da cepa selecionada em tratar a vinhaga de etanol a partir de cana-de-agucar. A adaptagdo e
analise de crescimento da cepa foi realizada a partir da biomassa produzida chegando a taxas
de crescimento iguais a 0,0264h™! e 0,0276h™! com concentragdes de 20% e 30% de vinhaga,
respectivamente. A producao de lipideos totais foi de 20,13% e 51,60%, também em 20% e
30% de vinhaca, respectivamente, ¢ ambos os perfis de 4dcidos graxos apresentaram maiores
concentracdes de acidos graxos saturados, sendo significativo para producdo de biodiesel.
Foram analisados pardmetros como nitrogénio, fésforo e DQO, que demonstraram a capacidade

do cultivo de Coelastrella sp. em tratar a vinhaga, reduzindo 100% do nitrogénio amoniacal,

95,8% de fosforo e 49,82% de DQO.

Palavras-chaves: Vinhaga; Microalga; Coelastrella; Bioprocesso; Lipideos; Biorremediagao



ABSTRACT

The vinasse is the main residue of biofuel production from sugarcane. It is produced, on
average, in the proportion of thirteen liters for every one liter of ethanol generated in a
biorefinery. It is an aqueous suspension of organic solids and minerals, not eliminated during
distillation. One of the main features of this mixture is that its physical-chemical properties and
concentration of dissolved substances it is considered highly harmful to the fauna, flora,
microfauna and microflora of the fresh water. With this, the disposal of this residue must be
take in consideration several factors, such as the amount of carbon dissolved in this mixture, or
a concentration of organic compounds, which can reach up to one hundred times more than the
one observed in domestic sewage. Another possibility, besides disposal, is the use of vinasse
for the cultivation of microalgae, which presents advantages such as treating waste, and saving
with the production of culture medium. In addition, there is the possibility of producing biomass
and biomolecules of added value. In order to explore this issue, this work was carried out in
three stages: first, select strain adaptable to the presence of effluent and identify it; Second,
investigate the biomass production at different concentrations of vinasse in synthetic medium
and lipid production; third, Evaluate physical-chemical parameters in order to investigate the
potential of the selected strain in treating the ethanol vinasse from the sugarcane. The adaptation
and growth analysis of the strain was performed from the biomass produced reaching growth
rates equal to 0.0264h' and 0.0276h"! with concentrations of 20% and 30% vinasse,
respectively. The total lipid production was 20.13% and 51.60%, also in 20% and 30% of
vinasse, respectively, and both fatty acid profiles showed higher concentrations of saturated
fatty acids, being significant for the production of biodiesel. Parameters such as nitrogen,
phosphorus and chemical oxygen demand were analyzed, which demonstrated the ability of
coelastrella sp. cultivation in treating vinasse, reducing 100% of ammoniacal nitrogen, 95.8%

phosphorus and 49.82% of chemical oxygen demand

Keywords: Vinasse; Microalgae; Coelastrella biomass; bioprocess; lipids; bioremediation
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1 INTRODUCAO

Vias sustentaveis, como fontes de energia mais limpas, combustiveis menos poluentes
e produtos menos agressivos ao meio ambiente t€ém se tornado uma tendéncia global, em
fungdo, principalmente, das mudangas climaticas. O aumento da concentragao de géas carbonico
na atmosfera, por exemplo, tende a elevar a temperatura média da Terra em 3,2 °C até o final
deste século se os niveis de emissoes se mantiverem. Este cendrio deve conduzir a graves
consequéncias para a biosfera e, sobretudo, para a humanidade (SENADO, 2020).

Algumas alternativas que tém sido adotadas para reverter este cenario incluem a reducao
do consumo de combustiveis fosseis, como a substituicdo destes por biocombustiveis, além do
desenvolvimento de bioprocessos para mitigacdo dos principais gases de efeito estufa. No
Brasil, um dos pioneiros nesta corrida € o etanol da cana-de-agucar, que se apresenta como um
biocombustivel competitivo, sendo o estado de Sao Paulo o principal produtor do pais
(CONAMA, 2020). No entanto, ¢ importante ressaltar que a industria sucroalcooleira gera uma
grande quantidade de residuos so6lidos, liquidos e gasosos, sendo a vinhaga um dos principais.

Este efluente j& vem sendo utilizado, principalmente, na fertirrigagao, que ¢ a aplicagao
da vinhaga no solo, para que este absorva os nutrientes ali presentes. Ainda assim, existem
restri¢des para esta utilizagdo. Por exemplo, a longo prazo, existe a tendéncia de acimulo de
certos minerais que tornam o solo ligeiramente mais toxico para o cultivo, prejudicando o
crescimento da cana-de-agucar (CORREIA, 2019). Desta forma, € necessario apontar também
alternativas para utiliza¢ao da vinhaga a fim de, ndo apenas reduzir impactos ambientais, mas
também gerar produtos de valor agregado.

Uma das possibilidades ¢ o uso da vinhaga em processos biotecnologicos, como
biodigestao para geracdo de biogés ou para o cultivo de micro-organismos, como as microalgas.
Este processo € atrativo, pois o cultivo destes micro-organismos no efluente pode reduzir custos
em comparagdo a meios de cultura sintéticos. Além disso, ha a possibilidade de producao de
biomassa e biomoléculas de valor agregado como lipideos, pigmentos e carotendides, embora
seja necessario lancar mao de processos de pré-tratamento, dadas algumas de suas
caracteristicas, como turbidez, suspensdo de sélidos e acidez (LOIO, 2013; CANDIDO, 2019).

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo investigar a utilizagdo de vinhaga
oriunda da produc¢ao de etanol como meio de cultura para crescimento de microalgas, a fim de

obter biomassa para geracao de produtos de interesse biotecnologico.



16

2  OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

Analisar o desempenho da vinhaca como meio de cultivo para crescimento de

microalgas e producdo de biomassa e/ou bioprodutos em escala laboratorial.

2.2 Objetivos Especificos

e Selecionar cepas de microalgas tolerantes a diferentes concentragdes de vinhaga,
diluida em meio sintético nas proporcdes de 10%, 20% e 30%;

e Avaliar o crescimento das microalgas selecionadas na etapa anterior em diferentes
condig¢des de cultivo, com e sem agitacao;

e (Quantificar a biomassa produzida e caracterizd-la em termos de obtencdo de
lipideos;

e Avaliar o cultivo de microalgas em meio composto por vinhaga quanto a remog¢ao
de nutrientes, para fins de verificagdo da aplicagdo deste método como forma de

tratamento deste efluente.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Producio de etanol a partir da cana-de-acucar

No Brasil, por volta de 1532, a cana-de-agucar foi introduzida pelos portugueses, sendo
fundamental para a formagao econdmica e inser¢ao do pais no mercado internacional através
da exportagdo (FURTADO, 2003 apud MORAES, 2015). No século XX, dada a necessidade
de diminuir as sucessivas crises do setor agucareiro ¢ a dependéncia do petréleo importado,
ocorreram as primeiras agoes de introdugdo do etanol na matriz energética brasileira.

Conforme Moraes e Bacchi (2015), na década de 1970 os conflitos do petréleo em todo
o mundo aqueceram a procura por fontes alternativas de energia, onde o Brasil, que dispunha
de uma estrutura canavieira para produgdo de agucar, langa o Programa Nacional do Alcool
(Proélcool).

Na época, o pais importava aproximadamente 80% do petréleo consumido, o que
correspondia a cerca de 50% da balanga comercial, e ainda ndo existia a percepcdo da influéncia
de gés carbdnico proveniente da queima de combustiveis fosseis de maneira negativa as
condi¢des de vida da humanidade, mesmo que alguns cientistas alertassem os governos € o
publico quanto ao aumento da concentracdo de gases de efeito estufa na atmosfera (LEITE e
CORTEZ, 2008).

No século XXI, o pais possuia um setor sucroalcooleiro intenso e competitivo. Isso se
constituiu gragas ao constante empenho para garantir o mercado interno do etanol e de ganhar
novos mercados de agucar. Contudo, foi a partir de 2003, com a chegada de veiculos flex fuel,
que o setor ganhou novo impulso (LEITE e CORTEZ, 2008).

O crescimento populacional, a demanda por combustiveis e as mudancgas climaticas sdo
motivagdes para um progresso tecnoldogico em prol de novos desafios econdmicos e ambientais.
Uma parte das novas tecnologias envolve as biorrefinarias, que sao unidades de processamento
de biomassa cuja concepg¢ao busca abranger o aproveitamento maximo da mesma, por meio da
produgdo de biocombustiveis, bioprodutos e energia, e o aproveitamento dos residuos gerados
(BASTOS, 2012).

A produgdo de agucar e/ou etanol a partir da cana-de-agtcar no Brasil advém de trés
principais tipos de plantas produtoras: usinas produtoras somente de acucar, destilarias
auténomas para producdo somente do etanol e usinas integradas para producdao de ambos

(ALBARELLLI, 2013).
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De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), em
julho de 2022 existiam 405 instituicdes cadastradas no departamento de cana-de-actcar e
agroenergia pelo Sistema de Acompanhamento da Produgdo Canavieira, sendo 239 unidades
mistas, 16 produtoras de agucar, 122 produtoras de etanol e 28 sem langamentos.

O Brasil ¢ um pais em desenvolvimento com grandes areas agricolas e, com isso, as
transformagdes nas motivagoes da demanda de combustiveis, onde um elemento decisivo ¢ a
sustentabilidade, pode favorecer o pais no desenvolvimento de novos produtos, reducao do uso
e dependéncia de combustiveis fosseis (PESSOA, 2007).

Existem duas razdes principais pelas quais o etanol de cana-de-a¢ticar ¢ muito superior
a qualquer outro biocombustivel produzido em larga escala: a produtividade, a quantidade de
biomassa produzida por unidade de area e o balanco energético (LEITE e CORTEZ 2008).

O Prodlcool trouxe ganhos econdmicos ao reduzir a importagdo do petrdleo, o que
permitiu a expansdo da oferta do etanol no mercado brasileiro. O processo de produgdo de
etanol ¢ conduzido a partir do caldo resultante da moagem da cana-de-agucar que ¢ chamado
de etanol de primeira geracao. Outra fonte para o aumento da oferta foi a obtencao de etanol
por outras rotas produtivas, como a partir da biomassa da cana, com o etanol de segunda geracao
(ABARCA, 2005 apud SENNA e DE MATTOS, 2016).

Um levantamento da Companhia Nacional de Abastecimento — Conab —, mostra que o
mercado de etanol segue em demanda aquecida nos ultimos anos. Isto se deve a tendéncia de
valorizagdo do petroéleo e seus derivados, o que tem tornado o etanol hidratado um combustivel
mais competitivo. Quanto a produgdo, em 2019 foi registrada uma geracao de 21,57 bilhdes de
litros de etanol hidratado, o que representa um aumento anual de 32,8%. E importante
mencionar que na safra nacional de 2019/2020 foi registrado um recorde de producao, tendo
sido produzidos 34 bilhdes de litros, o que significa um aumento de 5,1% em relacdo a safra
anterior. Em 2021/2022 o total produzido ficou em 16,18 bilhdes de litros, apresentando uma
redug¢do de 20,8% em relagdo a safra anterior, fato que se deve a condigdes climaticas
desfavoraveis (CONAB, 2022).

A exportagdo brasileira de etanol na safra 2021/2022 apresentou queda de 38,9% em
relacdo ao ciclo anterior, enquanto a importagdo de etanol caiu 34,6% no mesmo periodo, como

pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1: Exportacdes e importagdes brasileiras de etanol.
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Projecdes indicam a recuperacdo na producdo brasileira de cana-de-agucar e,
consequentemente, dos subprodutos devido a maior produtividade dos canaviais. O etanol no
final da safra 2021/2022 foi marcado pela expressiva valorizag¢ao do petréleo no mercado, fator
que facilitou o aumento dos pregos dos biocombustiveis neste inicio da safra 2022/2023. Outro
fator que tende a influenciar o aumento dos pregos do etanol na safra atual ¢ o maior controle
da pandemia de COVID-19, o que favorece o aquecimento da demanda de importagdo e
exportacdo (CONAB, 2022).

A estimativa na produgdo de etanol 2022/2023 apresenta uma reducdo de
aproximadamente 7,4% em relagdo ao periodo anterior, saindo de 26,78 bilhdes de litros para
24,81 bilhdes, contrariando o que ocorreu na safra 2021/2022. Tal seguimento foi impactado
pela forte redug@o nos precos internacionais do petréleo (CONAB, 2022). Observa-se que a
pandemia de COVID-19 debilitou a economia brasileira, impactando ainda mais a demanda e
a confianca de investidores, em especial a cadeia de produgao canavieira do Brasil. Sobre este
periodo, pode-se ainda destacar que o quadro conjuntural negativo experimentado pelo mercado
de acucar possibilitou que a maior parte da produgdo fosse convertida em etanol, tornando a
produgdo da safra de 2020 a maior da histéria do setor sucroenergético nacional, como

observado na Figura 2.
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Figura 2: Evolucdo da produgio total de etanol a partir da cana-de-agucar.
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A produgao de etanol consiste em um processo complexo e envolve diferentes operacoes
unitarias de alto consumo energético como evaporacao e destilagdo, podendo ocorrer por rota
bioquimica, através do processo fermentativo, ou ser sintetizado quimicamente. No entanto,
ambos os processos geram residuos: impurezas organicas e inorganicas, torta, aguas residuais,
vinhaga e flegma (Figura 3). Deve-se levar em conta, nesse cendrio, que o aproveitamento dos
residuos gerados, pode trazer além das vantagens ambientais, diversas vantagens economicas

(SILVA, 2008).
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Figura 3: Representagdo das principais etapas da producdo de agticar e etanol em uma usina convencional
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3.2 Residuos industriais

O gerenciamento de residuos estd associado ao controle de geragao, armazenamento,
coleta, transferéncia e processamento dos mesmos. Tal gerenciamento tem sido foco da politica

ambiental de diversos paises desde a década de 1970, fornecendo informagdes apropriadas para

lidar com o desperdicio de maneira econdmica e sustentavel (PNRS, 2011).
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O controle e caracteriza¢do sdo iniciados através da classificagdo quanto a origem e
natureza do material. Sao trés as alternativas basicas para descarte: o despejo direto de residuos
nao-processados, que apresenta menor valor econdmico, porém maior preocupagao em relagao
ao espagco fisico disponivel em relagdo ao aumento populacional; o processamento dos residuos
antes da disposicao final, com intuito de diminuir o volume de residuos para o destino final; e
a terceira categoria que inclui processos de recuperacdo de energia e ou materiais

(DASKALOPOULOS, E.; BADR, O.; PROBERT, S. D., 1997).

“De acordo com a Politica Nacional de Residuos Solidos — PNRS —, os residuos
industriais sdo aqueles gerados por processos produtivos e instalagdes industriais.
Segundo a resolu¢io CONAMA - Conselho Nacional do Meio Ambiente, Resolugdo
n° 313, 29 de outubro de 2002, Residuo So6lido Industrial € todo residuo que resulte
de atividades industriais e que se encontre nos estados solido, semissoélido, gasoso —
quando contido — e liquido, cujas particularidades tornem inviavel o seu despejo na
rede publica de esgoto ou em corpos d’agua, ou exijam para isso solu¢des técnica ou
economicamente inviaveis em face da melhor tecnologia disponivel” (PNRS, 2011).

Os residuos solidos sao classificados conforme ABNT NBR 10004/2004, de maneira
que envolve a identifica¢dao do processo ou atividade que lhes deu origem, de seus constituintes
e caracteristicas, € a comparacgao desses com listagem de residuos e substancias cujo impacto a
satde e a0 meio ambiente ¢ conhecido.

Os efluentes liquidos oriundos de processos agroindustriais sio compostos por matéria
organica. A vinhaga ¢ um desses residuos, sendo o principal efluente das destilarias de alcool.
Trata-se de uma agua residuaria complexa com concentragdes de matéria organica de, em
média, 200 vezes maiores que no esgoto doméstico. A demanda quimica de oxigénio (DQO)
desse efluente pode ultrapassar 100 g/L. (TRINDADE et al, 2017).

Sumariamente, a vinhaca ¢ uma suspensao aquosa de sélidos organicos e minerais, que
contém componentes do vinho, ndo eliminados no processo de destilagao, constituida de varios
componentes quimicos como carbono (C), nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca),
magnésio (Mg), enxofre (S), ferro (Fe), zinco (Zn), entre outros (ROCHA, 2012 apud DE
AQUINO, et al. 2016). Dadas as suas propriedades fisico-quimicas e a concentragdo de
substancias solubilizadas que excedem ao méximo permitido pelos padrdes de potabilidade da
agua, ¢ classificada de acordo com a NBR 10004/2004 como um residuo de classe IIA — nao
perigoso — ndo inerte, ou seja, apresenta propriedades tais como biodegradabilidade,
combustibilidade ou solubilidade em agua.

O aumento expressivo na produgao de etanol no Brasil, consequentemente, tem gerado
aumento na produg¢do de vinhaga, principal subproduto da industria sucroalcooleira, agravando

o problema de sua destinagdo (SZYMANSKI; BALBINOT e SCHIRMER 2010).
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33 A vinhaca e suas aplicagoes

A vinhaca ¢ o principal residuo da produgdo de biocombustivel a partir da cana-de-
acucar, sendo produzida, em média, na propor¢ao de 13 L para cada 1 L de etanol gerado em
uma biorrefinaria. Trata-se de uma suspensdo aquosa de sdlidos organicos e minerais de
coloracdo marrom-escura que contém compostos do vinho nao eliminados durante a destilagao
(EMBRAPA, 2016).

A composi¢do quimica da vinhaga varia conforme o tipo de mosto da qual foi originada,

como pode ser visto na Tabela 1.

Tabela 1: Composi¢ao quimica de vinhagas conforme o tipo de mosto.

Parametro Melago Caldo Misto

pH 42-5,0 3,7-4,6 44-4,6
Temperatura (°C) 80— 100 80— 100 80— 100
DBO (mg L' 0,) 25.000 6.000 — 16.500 19.800
DQO (mg L 0,) 65.000 15.000 — 33.000 45.000
Sélidos totais (mg L) 81.500 23.700 52.700
Sélidos volateis (mgL™) 60.000 20.000 40.000
Sélidos fixos (mg L) 21.500 3.700 12.700
Nitrogénio (mg L' N) 450-1.610 150 -700 480-710
Fosforo (mg L K,0) 100 — 290 10-210 9-200
Potéassio (mg L' P2Os) 3.740 — 7.830 1.200 —2.100 3.340 — 4.600
Calcio (mg L' Ca0O) 450 —5.180 130 — 1.540 1.330-4.570
Magnésio (mg L' MgO) 420 -1.520 200 -490 580 —700
Sulfato (mg L' SO4) 6.400 600 — 760 3.700 —3.730
Carbono (mg L' C) 11.200 —22.900 5.700-13.400  8.700 —12.100
Relagao C/N 16 — 16,27 19,7 -21,07 16,4 —16,43
Matéria organica (mg L") 63.400 19.500 3.800
Subst. redutoras (mg L") 9.500 7.900 8.300

Fonte: Marques (2006) apud Embrapa (2016).

Com alto poder poluente, a vinhaga ¢ considerada como efluente devido sua composicao
rica em matéria organica, nivel de acidez, elevada corrosividade e indices de demanda

bioquimica de oxigénio (DBO) danosa a fauna e a flora, das dguas doces, além de repelir a
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fauna marinha que vem as margens das costas brasileiras (FREIRE & CORTEZ, 2000 apud
DA SILVA; GRIEBELER; BORGES, 2007).

Desta maneira, as primeiras normas implementadas no Brasil sobre a destinagao
adequada da vinhaca comec¢aram em meados da década de 1980, com o intuito de reciclar esta
matéria para reutilizacdo no cultivo. A motivagio que levou ao estabelecimento destas regras
foram os registros crescentes de problemas de andxia em cursos d’agua em que a vinhaga era
descartada (BORDONAL et al., 2018).

A principal utilizagdo da vinhaga tratada no setor sucroalcooleiro ¢ na fertirrigagao,
sistema de diluicdo da mesma na dgua de irrigacdo da cultura da cana-de-agtcar, sendo entre as
aplicagdes possiveis, a mais simples, menos custosa e com mais vantagens (SILVA, 2011).
Algumas destas vantagens sdo: aumento da producao de cana-de-agucar por area cultivada,
aumento da qualidade do solo, aumento da carga de carbono e nitrogénio no solo, redugdo da
demanda de dgua potavel para irrigacdo, e diminui¢do da demanda por fertilizantes sintéticos
no cultivo.

Pode-se dizer, entdo, que a fertirrigagdo por vinhaca aumenta a produgdo de cana-de-
acucar na lavoura, tanto no médio quanto no longo prazo, pois além destas vantagens, tende a
aumentar, com o tempo, o teor de potassio do solo. Entretanto, ha riscos nessa estratégia de
aproveitamento da vinhaga: uma dosagem inadequada de potéssio pode levar ao acimulo no
solo e favorecer a lixiviacdo, que ¢ a perda do potassio acumulado pelo escoamento de aguas
pluviais que, por sua vez, prejudicam cursos d’agua na area vizinha ao cultivo (DA SILVA;
GRIEBELER; BORGES, 2007).

Além deste, outro potencial impacto negativo do aproveitamento da vinhaga para
fertirrigagdo ¢ a emissao de gases de efeito estufa durante o seu transporte e armazenamento.
Como se trata de matéria organica exposta a atividade microbioldgica, possui como resultado
a producdo de CH4 e COz, principalmente em canais abertos, pelo processo de fermentagdo ou
degradacao aerobia. Estudos sugerem que uma das formas de mitigar este impacto ¢ utilizar
tubulagdes fechadas para o transporte de vinhaga, o que contribui para o desenvolvimento de
uma industria sucroalcooleira mais limpa (DE AQUINO et al., 2016).

Outro risco ambiental a ser mencionado ¢ o aumento das emissdes de gases de efeito
estufa na lavoura apds a aplicacdo da vinhaga. Esta, em si, ndo influencia diretamente nas
emissoes de metano, mas reduz a aeragao do solo enquanto aumenta a disponibilidade de
carbono dissolvido para micro-organismos. Como resultado, aumenta a atividade

microbioldgica em regides anaerobicas do solo, o que leva ao aumento da emissdo de N2O. De
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fato, em geral, os campos tratados com vinhaca apresentam maiores emissdes de N2O que
aqueles tratados exclusivamente com fertilizante nitrogenado de origem mineral (BORDONAL
etal., 2018).

Segundo Correia (2019), o uso da vinhaca de cana-de-agiicar como fertilizante gera
controvérsias entre seus beneficios e maleficios ambientais, embora a fertirrigacdo possibilite a
obtengdo de beneficios em curto prazo, a aplicagdo continua da vinhaga na lavoura tem
potencial para gerar inuimeros impactos adversos ao solo, recursos hidricos e produtividade da
lavoura.

Em relagdo ao controle destes riscos, deve-se observar que as emissdes de vinhaga por
fertirrigagdo também dependem do método de aplicacdo no cultivo. Os estudos tendem a
apontar que a aplicacdo de vinhaga concentrada reduz as emissdes de NoO em comparagao a
vinhaca fresca (ROCHA, 2012 e HOARAU et al, 2018). Este dado pode ser uma das chaves
para reducdo das emissdes de gases de efeito estufa na cadeia produtiva do etanol no Brasil.

De acordo com a CETESB (2015), a disposic¢ao de vinhaga no solo agricola do Estado
de Sao Paulo foi regulamentada pela Norma Técnica P 4.231/2005, tendo como objetivo
estabelecer os critérios e procedimentos para o armazenamento, transporte e aplicacdo da

vinhaga, gerada pela atividade sucroalcooleira no processamento de cana-de-acucar.

A vinhaca foi determinada como liquido derivado da destilagio do vinho que ¢
resultante da fermentagdo do caldo da cana-de-agucar ou melago. Para aplicacdo da
mesma os resultados analiticos deverdo ser comparados com valores orientados
estabelecidos na Decisdao de Diretoria da CETESB n° 045/E/C/1, de 20/02/2014
(CETESB, 2014) e com os padrdes de potabilidade estabelecidos na Portaria do
Ministério da Saiude n® 2.914, de 12 de dezembro de 2011.

Também sobre a forma de tratar a vinhaga, outra possibilidade estratégica para mitigar
a emissdo de gases de efeito estufa ¢ a digestdo anaerdbica. Por esta via, 0 metano e o gas
carbonico produzidos por um processo controlado podem ser aproveitados. O CH4 como
combustivel, que volta ao processo para fornecimento de energia, e esses produtos potenciais
decorrentes de atividade microbiologica na lavoura tendem a ser reduzidos (POVEDA, 2014).

Vale mencionar que outras destinagdes podem ser aplicadas para utilizagdo e tratamento
da vinhaga, tais como métodos fisico-quimicos com a redugdo de volume, que consistem em
aplicar a corrente a operagao de evaporagdo, onde a corrente do efluente ¢ continuamente
concentrada por meio da evaporagdo da agua contida na mistura. Esse vapor pode ser
reaproveitado como fonte de energia ou a agua pode ser reaproveitada para outras etapas do
processo. Algumas desvantagens desta operacdo incluem o alto consumo energético e, por

consequéncia, os custos econdomicos para conduzi-la (HOARAU et al., 2018).
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A vinhaca pode ainda ser reaproveitada diretamente na destilaria por meio do reciclo da
corrente formada, principalmente para os tanques de fermentagao. Neste tratamento, o residuo,
rico em matéria organica e outros nutrientes minerais, € reciclado de volta e misturado ao meio
fermentativo. As duas principais operagdes sdo separacdo da matéria solida e aproveitamento
de metano a partir do efluente. Ou seja, assim que a vinhaga ¢ coletada em cada etapa na
destilaria, passa por um processo de filtragdo para separacdo da matéria sélida da solugdo, e
pode também passar por processo de biodigestdo para producdo e aproveitamento do CHs
produzido a partir desta corrente (SZYMANSKI; BALBINOT e SCHIRMER 2010).

Uma das operagdes necessarias para o tratamento da vinhaca ¢ a separagdo solido-
liquido, comumente conduzida em sistemas de filtracao. As principais tecnologias empregadas
nesta operagdo sao a microfiltragdo e a nanofiltragdo presentes, em geral, como tratamento
terciario para os efluentes de tratamento aeroébico. Uma das vantagens observada nesta operacao
¢ a melhoria significativa da DQO com a osmose reversa (HOARAU et al,, 2018).

Sistemas de adsor¢do sdo frequentemente utilizados para remog¢do de compostos dos
efluentes industriais e, no tratamento da vinhaga, sua principal fun¢do ¢ a remocdo de ions
potéssio, cujo acimulo ¢é prejudicial a lavoura (HOARAU et al., 2018). Outro processo ocorre
através da termolise catalitica em condigdes andxicas, cuja vantagem ¢ a reducao da DQO.

Existem também os processos microbiologicos, que podem ser aplicados por duas rotas:
a digestdo termofilica e a mesofilica. Estes tém como principal vantagem o decréscimo de
poluentes, embora requeiram outras etapas de pos-tratamento (LEITE, 2015).

Ha, ainda, micro-organismos especificos que atuam exclusivamente para remocao da
coloragdo da vinhaga, um processo dificil, j& que os compostos que provocam a coloragao
amarronzada sdo recalcitrantes. Outro tratamento microbioldgico muito empregado ¢ o uso de
bactérias para remocao de metais toxicos, como a Streptomyces sp. MC1, cujos estudos a
respeito mostram ser capaz de remover Mn, Fe, Zn, As e Pb (HOARAU et al., 2018).

A vinhaga também pode conter compostos de remogao ainda mais complicados, como
fibras da matéria-prima, no caso, a cana-de-aglicar. Assim, reatores com enzimas dispersas no
meio sdo usados como pré-tratamento da vinhaga para degradacdo de matéria fibrosa, como:
D-glucanase, celobiohidrolase, e B-glicosidase (ROYCHOWDURRY et al.,, 2015).

Alternativamente, a fitorremediagdo ¢ uma tecnologia que usa plantas para reduzir e
degradar poluentes organicos e pode ser uma estratégia de tratamento da vinhaca. Consiste
basicamente em utilizar grandes areas artificiais de cultivo destas plantas, como a Pontederia

sagittata, que sdo irrigadas com a vinhaca. Apesar da desvantagem de ser um processo muito
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demorado, tem como beneficios a remog¢ao da DQO a baixas temperaturas e pressao atmosférica
(ROYCHOWDURRY et al., 2015).

A destinagdo da vinhaga em outras aplicagdes apresenta restrigdes quanto aos impactos
ambientais. Estudos apontam que a mesma composicao que apresenta na fertirrigagao € viavel
para cultivo de microalgas. Estes micro-organismos fotossintetizantes demandam nutrientes
minerais que estdo presentes na vinhaga para seu crescimento autotrofico. Ademais, outras
espécies de microalgas tém capacidade de absorver nutrientes organicos ali presentes pela via

mixotréfica (MARCHELLO et al., 2015; CANDIDO, 2019).

34 Cultivo de microalgas

Entre um dos mais modernos processos biotecnoldgicos estao os cultivos intensivos de
microalgas. O cultivo desses organismos possui importancia biolodgica, ecologica e economica.
Foram os primeiros organismos capazes de realizar fotossintese e um dos principais agentes
responsaveis pela criagdo da atual atmosfera terrestre (TOMASELII, 2004). A partir desses
cultivos ¢ possivel obter-se, por exemplo, derivados alimenticios e diversos produtos
empregados pela agricultura tradicional, com custos inferiores ¢ em uma velocidade de
producdo muito mais rapida (CHISTI, 2007).

Hé diferentes maneiras de definir as microalgas. Na ficologia aplicada, o termo
microalga refere-se, em geral, a algas microscOpicas eucarioticas e as cianobactérias
procarioticas (TOMASELII, 2004).

Tradicionalmente, os sistemas de classificagdo das algas baseiam-se nos seguintes
critérios principais: tipos de pigmentos, natureza quimica dos produtos de armazenamento e
constituintes da parede celular, acompanhado de critérios adicionais que levam em conta os
seguintes aspectos citologicos e caracteres morfoldgicos: ocorréncia de células flageladas,
estrutura da flagelos, esquema e trajetoria da divisdo nuclear e celular, presenga de um envelope
reticulo endoplasmatico ao redor do cloroplasto e possivel conexdao entre o reticulo
endoplasmatico e a membrana nuclear (RICHMOND, 2008).

Diversas espécies de microalgas demonstram elevada eficiéncia em retirar nutrientes ou
outros elementos quimicos do meio aquoso, com isso apresentam potencial para sua aplicagdo
em recuperacao de ambientes aquaticos. Portanto, podem ser utilizadas na recuperagdo de dguas
residuais e, em seguida, sua biomassa pode ser utilizada para outras aplicagdes industriais

(ANSILAGO; OTTONELLI; CARVALHO, 2016).
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Neste sentido, a vinhaca, pode ser uma alternativa para cultivo de microalgas, pois ¢ um
efluente que demanda tratamento antes da sua reutilizacdo ou liberacdo no ambiente. A
utilizacdo como meio de cultivo € mais benéfica ambientalmente comparada a tratamentos que
utilizam residuos quimicos durante o processo (CANDIDO, 2019).

De acordo com Candido e Lombardi (2019), os estudos sobre produ¢do de microalgas
em vinhaga avaliam o crescimento destes micro-organismos por meio de diferentes parametros,
como densidade celular, taxas de crescimento, biomassas secas e analises bioquimicas.

Entre as restricdes deste processo, ¢ importante ressaltar que a vinhaca bruta apresenta
caracteristicas como baixo pH e alta turbidez, que limitam o seu uso direto em cultivos
autotroficos. Na verdade, a composicao bioquimica da biomassa das microalgas niao ¢
determinada apenas pela natureza de cada espécie, mas de fatores como intensidade luminosa,
temperatura, pH, nutrientes presentes no meio e agitacao (MIA & WU, 2004 apud BERTOLDI,
et al., 2008). Além disto, meios de culturas alternativos, utilizados para produ¢do de biomassa
microalgal, com diferentes concentragdes e tratamentos prévios, que envolvem corre¢dao das
propriedades fisico-quimicas, resultara em diferentes taxas de crescimento para uma mesma
espécie analisada (CANDIDO, 2019).

Em relacdo aos métodos de cultivo, naqueles conduzidos em batelada, as células sdo
inoculadas no meio liquido fresco com condigdes fisico-quimicas favoraveis no inicio do
cultivo, nao havendo qualquer adicao posterior de nutrientes (LOURENCO, 2006). Outro fator
relevante ¢ a agitacdo da cultura. Isto permite otimizar condi¢des essenciais relacionadas a
producdo de biomassa, como manter as células em suspensao evitando que fiquem depositadas
ao fundo do biorreator, facilitar a passagem de luz, além de evitar processos de foto oxidagdo
pela eliminagdo do oxigénio supersaturado no meio (RICHMOND, 2008).

Quanto ao tempo de crescimento, pode variar de acordo com as condi¢des impostas. Em
alguns casos, a biomassa pode ser estimada como uma colonia formando unidades
(RICHMOND, 2008). Fatores quimicos e bioldgicos atuam diretamente no crescimento, sendo
assim, a composi¢ao do micro-organismo pode sofrer alteracdes no metabolismo das células e,
consequentemente, na sintese dos compostos de interesse.

Quando o meio de cultura ¢ favoravel, e todos os nutrientes que as células demandam
para o crescimento estdo presentes em uma quantidade que nao limita o crescimento, isto ¢, a
concentragoes altas o suficiente ao ponto de mudancas incrementais nao afetarem a taxa de

reagdo, a maioria das algas unicelulares se reproduz assexuadamente. O tamanho e a biomassa
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das células crescem com o tempo, resultando em um crescimento de biomassa (RICHMOND,
2008).

Dentre os parametros importantes para crescimento de microalgas estdo as fontes de
carbono, que contribui em aproximadamente 50% da biomassa (LOURENCO, 2006 apud
ANDRADE, 2014). Luminosidade, temperatura, pH e fonte de nutrientes também influenciam
no crescimento celular (SCHWENZFEIER; WIERENGA; GRUPPEN, 2011).

3.5 Bioprodutos

Nos ultimos anos, a tecnologia de microalgas se desenvolveu e se diversificou
significativamente devido sua importancia nutricional, economica e ecoldgica (CHISTI, 2007).
Tém sido aplicadas na aquicultura para alimentacdo direta e/ou indireta de algumas espécies
aquaticas de interesse econdmico, para sintese de compostos nutracéuticos como acidos graxos
poli-insaturados, farmacos, bioquimicos, fertilizantes, suplementos alimentares e racdo animal
(FERREIRA, 2013).

Grupos fotossintetizantes como as microalgas armazenam a energia quimica na forma
de polissacarideos, lipideos, proteinas e hidrocarbonetos, o que viabiliza sua obtencdo e
aplicacdo comercial como gera¢do de matéria-prima para diferentes setores industriais (DA
SILVA; VIEIRA; MARQUES, 2011). Todavia, a viabilidade economica do cultivo em larga
escala para producao de bioprodutos, como bioplasticos, polimeros e biocombustiveis ainda
ndo demonstram custos de producdo competitivos com derivados da industria petroquimica
(EMBRAPA, 2016).

Com forte apelo na diversificagdo das matérias-primas utilizadas na produgdo de
bicombustiveis, bioprodutos e quimicos renovaveis, as microalgas entram no sistema de
pesquisas como uma aposta do Governo Federal, visto que o pais apresenta condic¢des
climaticas favoraveis ao cultivo e vasta diversidade de espécies (ORTENZIO et al.2015)

Neste contexto, a produg¢do anual global de bioprodutos a partir de microalgas
apresentou um crescimento significativo no periodo de 2013 a 2014, quando foi estimada a
marca de 15 mil toneladas anuais em base seca. Entre as espécies que mais foram empregadas
no cultivo estdo aquelas que pertencem aos géneros Arthrospira (Spirulina) e Chlorella,
utilizadas como fontes de pigmentos para industria de cosméticos ou como suplementos

proteicos para alimentacdo humana (EMBRAPA, 2016).
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Diferentes pesquisas mostram, entre varias matérias-primas disponiveis, as microalgas
como uma alternativa sustentavel na produgdo de biocombustiveis como biodiesel, bioetanol e
gas de sintese. Segundo Andrade (2014), microalgas sdo consideradas uma das melhores
candidatas para producdo de biocombustiveis, devido ao seu alto teor de lipideos e, por esse
motivo, a identificacdo e quantificagdo desses sao fundamentais.

O aumento de produgao referente aos biocombustiveis, no ponto de vista industrial,
pode ocorrer de duas maneiras: por aperfeicoamentos da tecnologia para produgao do etanol de
primeira geracdo ou através do desenvolvimento cientifico e tecnologico de produgao do etanol
de segunda geracdo. J4 o processo para geracdo de bioetanol a partir de microalgas ¢
classificado como terceira geracdo e nao apresenta as desvantagens inerentes aos demais

(FERNANDEZ-LINARES et. al., 2012; MIRANDA, 2011; DE SOUZA, 2012)

3.6 Biodiesel a partir de microalgas

No pais, os primeiros estudos relacionados a utiliza¢ao de 6leos e seus derivados como
alternativa ao diesel de petrdleo tiveram inicio logo apds a Primeira Guerra Mundial. O
biodiesel ¢ um combustivel biodegradavel provindo de fontes renovaveis, como dleos vegetais
novos ou ja utilizados e/ou gordura animal. De modo geral, ¢ considerado um combustivel
natural usado em motores ciclo-diesel atendendo especificagdes da ANP — Agéncia Nacional
do Petroleo (ENGEL, 2014).

O biodiesel ¢ uma mistura de ésteres monoalquilicos de acidos graxos derivados de
lipideos de ocorréncia natural. A sua sintese ocorre por meio da rea¢do estequiométrica de um
alquil glicerol com alcool em presenca de um catalisador e pode ser obtido a partir de trés
principais rotas: a transesterificagdo, o craqueamento térmico e a esterificagio (RAMOS, et
al.,2017).

Conforme dados da ANP, o PNPB - Programa Nacional de Producdo e Uso de Biodiesel,
que teve inicio em 2004 apenas em carater experimental, a comercializagdo voluntaria ocorreu
entre 2005 e 2007, e a partir de 2008 passou a ter obrigatoriedade na utilizagdo, conforme a Lei

1,10

11.097/2005 que introduziu o biodiesel na matriz energética brasileira. Com o
amadurecimento do mercado brasileiro, esse percentual foi sucessivamente ampliado pelo
CNPE — Conselho Nacional de Politica Energética, que procura atingir 15% conforme pode ser

visto na Figura 4.
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Figura 4:Evolucao dos percentuais de adicdo para formulacao de 6leo diesel B.
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Fonte: ANP (2021)

A resolugao ANP n°4, de 25 de agosto de 2014, estabeleceu a especificacdo do biodiesel
comercializado no pais para ser misturado ao 6leo diesel A. “A nota técnica conjunta n°
10/2021/ANP propds novo modelo de comercializacdo de biodiesel para atendimento da
mistura obrigatéria ao diesel B, de forma a atender o disposto na Resolu¢ao CNPE n° 14/2020”.

No que tange a producdo de biodiesel, as microalgas se destacam entre os micro-
organismos oleiferos. Algumas de suas vantagens sdo maior produtividade em 6leo, menor area
de cultivo requerida e ciclo de vida significativamente curto, da ordem de poucos dias. Entre
outras vantagens, este processo, além de contribuir para a atenuagdo das mudancas climaticas,
a medida em que captura CO> da atmosfera, também constitui como um método de tratamento
de aguas residuarias (RAMOS; et al., 2017). Além disto, as microalgas podem ser cultivadas
para fins de extragdo de produtos de alto valor agregado, tais como vitaminas, antioxidantes e
acidos graxos poli-insaturados (ENAMALA et al., 2018).

De acordo com (HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012) os lipideos presentes em
microalgas sdo geralmente classificados em trés grupos: lipideo neutro (NL), fosfolipideos (PL)
e glicolipideos (GL) polares. Os lipideos neutros sdo acumulados como reserva energética e
podem ser facilmente convertidos em biodiesel a partir da esterificagdo (Figura 5), enquanto os

fosfolipideos e glicolipideos sao encontrados frequentemente nas membranas celulares.

Figura 5:Reacdo de transesterificagdo de 6leos.

CH,0-CO-R Wop-  CHOH
HCO-COR + 3R-OH &———= HCOH + 3R-0-COR
CH,0-CO-R CH,0H

Fonte: Autora (2022)
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O perfil de 4cidos graxos extraidos a partir de uma determinada microalga ¢ fortemente
influenciado pelas condi¢des de cultivo, como composi¢ao do meio, temperatura, intensidade
luminosa, ciclo de luz/escuriddo e taxa de aeragao. De modo geral, as microalgas submetidas a
extracdo na fase estacionaria apresentam menor conteudo de lipideos que na fase logaritmica.
Determinadas espécies se destacam por apresentar aumento no conteudo de lipideos da ordem
de 10% para 20% em condi¢@o de escassez de oxigénio (HALIM; DANQUAH; WEBLEY,
2012). Em geral, as microalgas reagem a privacao de nutrientes acelerando a via metabdlica de
sintese de lipideos neutros. Todavia, este aumento na produgdo de lipideos ndo tende a resultar
em um aumento geral na produtividade em 6leo, & medida em que esse processo ocorre com
inibicao do crescimento e interrup¢ao da divisao celular (EM; VEGETAL; MARTINS, 2014).
Dados todos estes aspectos, a viabilidade da utiliza¢ao de lipideos a partir de microalgas para
producdo de biodiesel ¢ um tanto desafiadora e demanda uma andlise particular.

O perfil de acidos graxos presentes em microalgas apresenta cadeias que variam de 12
a 22 carbonos, sejam saturados ou insaturados. O niimero de cadeias duplas, porém, nunca
excede 6 e quase todas as cadeias insaturadas sdo cis isoméricas. Uma das microalgas que
apresenta potencial para extragao de lipideos para sintese de biodiesel ¢ a Tetraselmis suecica,

cujo perfil de dcidos graxos na fase estacionaria esta apresentado na Figura 6.

Figura 6:Perfil de acidos graxos na fase estacionaria da cepa Tetraselmis suecica.
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Figura 6: a) Composi¢ao de acidos graxos de lipideos extraidos da espécie Tetraselmis suecica no fim da fase
logaritmica (inicio da fase estacionaria): a) em termos de cadeia de 4cidos graxos; b) em termos de ligacdes duplas
na cadeia. Na figura a), a letra t ap6s o nome do acido graxo denota trans isomerismo e a auséncia da letra, indica
que o acido graxo ¢ cis isomérico. Na figura b), a palavra -trans ap6s o nimero de cadeias duplas denota que os
acidos graxos sdo trans isoméricos.

FONTE: Halim et al. (2012).
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A presenca de cadeias C16:0, C18:1 e C18:2 como acidos graxos predominantes
indicam que os lipideos da Tetraselmis suecica apresentam os requerimentos de um perfil de
acidos graxos necessarios para sintese de biodiesel de alta qualidade. Além disso, o contetido
de acidos graxos saturados ¢ relativamente baixo em comparacdo com o conteudo de acidos
graxos cis insaturados. Isto ¢ muito desejavel para a sintese de ésteres metilicos de acidos
graxos, pois prové ao biodiesel melhores propriedades de escoamento, como baixo ponto de
nuvem e baixo ponto de fluidez, ao contrario do que acontece com cadeias saturadas que
rapidamente se tornam semicristalinas com a diminui¢do da temperatura (HALIM;
DANQUAH; WEBLEY, 2012).

Os lipideos extraidos também apresentam contetido relativamente baixo de cadeias de
acidos graxos poli insaturadas, com ndo mais que 4 ligacdes duplas. Isto também ¢ muito
desejado para a sintese de biodiesel, uma vez que essas cadeias sdo responsaveis por uma
volatilidade mais baixa, menor estabilidade em relagdo a oxidagdo e maior tendéncia a formagao
de cola, como se observa no biodiesel derivado de sementes oleaginosas (ENAMALA et al.,

2018).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Pré-tratamento da vinhaga e preparo do meio de cultivo

A vinhaga foi obtida de uma usina sucroalcooleira do Estado de Sao Paulo - Brasil.
Trata-se de uma amostra referente a segunda safra do ano de 2020, armazenada em galdes
plasticos de 1 L e mantida a temperatura de 5 — 10°C. A caracterizagdo fisico-quimica da
vinhaca bruta quanto aos parametros de interesse potencial hidrogenidnico (pH) e turbidez
foram realizadas no laboratdrio Bio4Tec situado no Centro de Capacitacao e Pesquisa em Meio

Ambiente (CEPEMA — POLI/USP).

4.1.1 Descri¢ao dos materiais e procedimentos

As microalgas foram mantidas em frascos do tipo Erlenmeyer, por meio de repiques,
com intervalos de aproximadamente 15 dias. Todo o material, vidrarias e meio de cultivo foram
esterilizados em autoclave a 121°C por um periodo de 20 minutos e as devidas manipulacdes

realizadas em fluxo laminar.

4.1.2 EtapaI— Preparo do Meio de Cultura

Primeiramente foi preparado um meio de cultura BG-11, acompanhando a metodologia
de Gracioso et al. (2021), para manuten¢do das cepas e produ¢do de biomassa. A composi¢ao

do meio esté descrita na Tabela 2. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

Tabela 2 - Meio BG11. Composi¢ao das solucdes utilizadas e concentracao.

Concentracao
Componentes ’
(gL?)
EDTA 0,1
Citrato férrico de
' 0,6
amonio
Solucio ;
Acido citrico
| 0,6
(CeH0O7)
Cloreto de Calcio
3,6

(CaCl2.2H>0)
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Sulfato de
Solucio

Magnésio 7,5
II

(MgS04.7H20)
Fosfato de

Solucio

potassio bibasico 4,0
11}

(K2HPO4 . 3H20)

Acido bérico
(H3BO:s)
Cloreto de

2,86

Manganés 1,81
(MnCl,.4H>0)
Sulfato de Zinco
Solucio 0,222
(ZnS04.7H,0)
v
Sulfato de cobre
(CuS04.5H20)
(CoCl2.6H>0) 0,050
Molibidato de
sodio 0,391
(NaxMo004.2H>0)
- Hepes 1,0 M
Fonte: Autora (2020)

0,079

A preparacao do meio foi realizada adicionando-se 10 mL das solugdes I, II e III, 1
mL da solugdo IV, 0,02g de carbonato de soédio (Na,CO3), 1,5 g de nitrato de sédio (NaNOs) e
10 mL da solu¢do de Hepes. Avolumou-se com agua ultrapura Milli Q e seu pH ajustado para
7,5, utilizando hidroxido de sédio (NaOH) 1,0 M ou 4cido clodridrico (HCI1) 1,0 M.

Para utilizar a vinhaga como meio de cultura, foi preciso fazer um tratamento prévio a
fim de atenuar a sua acidez, presenca de so6lidos e cor. Assim, a vinhaga bruta foi transferida
para um béquer de 200 mL previamente higienizado para verificagdo do pH. O processo de
clarificagdo e decantacdo de solidos foi realizado segundo a metodologia aplicada por Teles
(2016).

Foi adicionado hidréxido de célcio Ca(OH), (Synth) a vinhaga bruta na proporcao de

3 g L'!. Essa solucdo foi mantida em repouso por 40 minutos. Apos esse periodo, o material foi
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centrifugado (High-Speed Refrigerated Centrifuge CR-22N Hitachi®) a 10.000 rpm por 5
minutos, a temperatura de 20°C, sendo o material precipitado descartado.

O ajuste do pH por meio da adi¢gdo de hidroxido de s6dio (NaOH) foi executado até se
atingir valores 7,2 - 7,5. O equipamento utilizado foi um medidor de pH micro processado da
Tecnal®, com exatiddo e incerteza pH + 0,01. A solugdo obtida foi transferida para frascos de

vidro com tampa e anel antigota, autoclavada por 20 minutos a 121 °C. A Figura 7 ilustra o

procedimento.
Figura 7:Esquema de clarificacdo da vinhacga e preparo do meio
.‘:3*
BG11  Vinhaga i f’
= == i
WL, | £ N AN ~
Bruta F ‘- ‘- ‘ -
L el ] | i
Fonte: Autora (2022)
4.2 Adaptacio das cepas de microalgas em diferentes concentracdes de
vinhaga.

A cepas utilizadas fazem parte das linhagens obtidas pelo laboratorio Bio4Tec e foram
previamente coletadas e isoladas pelos pesquisadores Bruna Bacaro Borrego e Bruno Karolski.
As microalgas sdo oriundas da regido metropolitana da Baixada Santista, de trés diferentes
localidades, em areas de manguezal na cidade de Cubatdo. Esse manguezal possui uma forte
acdo antropica, com contaminagdo de diferentes tipos, tanto industrial quanto doméstica. Por
1sso essa area foi escolhida para isolamento, para tentar isolar microalgas que tolerassem
condi¢cdes extremas (GRACIOSO et al. 2021). As cepas isoladas e o consdrcio foram mantidos
em meio liquido BG-11 a temperatura de 26,1°C.

Realizaram-se trés experimentos preliminares com seis cepas diferentes, das quais 5
eram microalgas isoladas identificadas no presente trabalho como A3, A5, A20, B7, B12 e um
consorcio denominado MSC4P. O primeiro experimento foi realizado em tubos de ensaio
estéreis, preenchidos com volume total de 15 mL de meio de cultura contendo 10% de vinhaga
pré-tratada (v/v) e 750 uL de inoculo, fechados com rodilhdo e dispostos em estante com

intensidade luminosa (LED branca fria) de 9800 lux, conforme ilustra a Figura 8.
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Figura 8: Experimento preliminar para sele¢do de cepas
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No segundo experimento, foram utilizados 50 mL de volume total com 10% (v/v) de
vinhaca e 90% BG-11. Inoculou-se 1 mL das cepas A3, A5 e MSC4P em frascos do tipo
Erlenmeyer (250 mL) que foram fechados com rodilhdo, o que permitiu a troca gasosa entre o
meio e a atmosfera exterior. Este procedimento foi analisado com e sem agitagdo constante
usando uma mesa agitadora (Ethik Technology®) de movimento orbital a 80 rpm.

No terceiro experimento, que teve como objetivo avaliar o efeito das diferentes
concentragdes de vinhaca no crescimento das culturas, ampliou-se a concentracao de vinhaga
no meio para 20% (v/v) a fim de adaptar as cepas para maiores concentragdes. O procedimento
foi igual ao conduzido nos dois primeiros experimentos. O indculo utilizado nos testes com
maiores concentracdes de vinhaga foi obtido a partir dos testes com concentracdes inferiores.
Isto foi feito com o objetivo de adaptar os micro-organismos ao meio de cultura de forma

gradual e, com isto, possibilitar um desempenho melhor do crescimento no meio de cultivo.

4.3 Selecio e identificacdo da cepa A3

A partir dos experimentos de selecdao realizados com as diferentes cepas, a cepa A3
apresentou a melhor velocidade de crescimento nas condi¢des testadas. Deste modo, foi
escolhida para dar prosseguimento aos experimentos subsequentes.

A identificacdo da cepa foi feita pela doutoranda Bruna Bacaro Borrego, por meio da
extracdo do DNA gendmico, amplificagdo e sequenciamento do gene DNATr-ITS. Por fim, as
sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias conhecidas do banco de dados BLAST

database para verificar seu percentual de similaridade com os géneros e espécies de microalgas.
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4.4 Condicoes de cultivo cepa A3 - Coelastrella sp.

Os cultivos da cepa Coelastrella sp. para avaliagdo de crescimento foram realizados em
meio contendo BG-11 e vinhaca nas concentragdes de 10%, 20% e 30% (v/v). As células foram
inoculadas em meio liquido em frascos Drechsler estéreis de 5 cm de didmetro e volume de
trabalho de 250 mL, com adicdo de ar a 0,04% de CO- e taxa de iluminagao de 9800 lux (Light

Meter). O procedimento esta representado na Figura 9.

Figura 9:Sistema de cultivo.
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Fonte: Autora (2022)

4.5 Quantificacao da biomassa

A biomassa seca foi determinada por métodos gravimétricos a partir de amostras de
10 mL do cultivo, como representado na Figura 10. Neste procedimento, membranas de
polietersulfona com poro de 0,22 um e 0,47 mm de diametro, da Sartorius Stedim Biotech®,
foram secas em micro-ondas por 5 minutos em poténcia maxima. Apds isto, as membranas
foram pesadas (Po) e submetidas a aplicacdo de vacuo para filtrar o cultivo. Seguido a filtracao,
novamente a membrana foi seca em micro-ondas, sob as mesmas condi¢des anteriores, ¢ entao

foi verificado o peso final (Py).
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Figura 10: Método para determinag@o de biomassa seca

Fonte: Autora (2022)

4.6 Analise da producio de lipideos.

A andlise qualitativa da producdao de lipideos neutros foi realizada pelo método de
fluorescéncia. O procedimento foi realizado com vermelho de Nilo (9-dietilamino-5H-benzo(a)
fenolxazin-5-ona), que ¢ um marcador com forte fluorescéncia em ambientes ndo polares,
motivo pelo qual vem sendo utilizado nas analises in situ de produgao de lipideos.

Para realizagdo da andlise, foi retirado 1 mL do cultivo, o qual foi centrifugado a 8000
rpm por 2 minutos, sendo o cultivo suspenso em BG-11 para leitura da densidade optica (D.O).
Na analise utilizou-se uma D.O. com absorbancia de aproximadamente 0,7. O preparo da
solucdo contendo um volume de 2 mL de cultivo, seguindo uma metodologia adaptada de Perin
et al. (2017). A solucdao preparada foi mantida a 60°C por aproximadamente 3 horas. A
fluorescéncia foi medida usando um espectro fluorimetro sob a excitacao de 488 nm e emissao
de 500 a 650 nm, a fim de verificar a presenca de lipideos durante o cultivo. A partir dai, o

periodo de cultivo necessario para producao de lipideos pode ser estimado.

4.7 Determinacio dos lipideos totais.

4.7.1 Extracdo de lipideos pelo método National Renewable Energy Laboratory

Pararealizar a andlise quantitativa de lipideos, utilizou-se o método National Renewable
Energy Laboratory (NREL). Para extracdo dos lipideos totais, foram utilizados 5 — 10 mg de
células em peso seco apos 72h de cultivos em triplicata. Foram adicionados a amostra 200 pL
(2:1) cloroférmio/metanol (Synth e Vetec Quimica Fina, respectivamente), e 300 puL de solugdo
0,6 M 4acido cloridrico/metanol. Os tubos fechados foram colocados em bloco de aquecimento
e mantidos por 1h a temperatura de 85°C. Foram retirados do bloco para resfriamento e, apds
15 minutos foi adicionado 1 mL de hexano e submetidos a agitagdo em vortex. Apos agitagao,
os tubos foram mantidos abertos em capela a temperatura ambiente para evaporagao dos

solventes.
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4.7.2 Cromatografia em fase gasosa acoplado ao detector de ionizacdo de chama (CG-FID)

Os acidos graxos foram determinados por cromatografia em fase gasosa (CG) acoplado
ao detector de ionizacao de chama (FID) em um cromatdgrafo Modelo Agilent Technologies
7890A utilizando: coluna HP-Innowax (19091N-1331 — 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), hélio
como gas de arraste; detector FID a temperatura de 300°C; gas He (30 mL min™"), Hx fluxo 40
mL min!, fluxo de ar 400 mL min™!, rampa de aquecimento para andlise: temperatura inicial de
100°C, mantida por 1 min; rampa de 25°C/min até atingir 200°C, mantida por 1 min; rampa de
5°C/min até atingir 250°C, mantida por 7 min. Os ésteres metilicos de acidos graxos (FAMEs)
foram quantificados a partir de curva de calibracdo com FAME Standard Mixture of 25 Fatty

Acid Methyl Esters conhecidos, comparando as areas dos picos obtidos aos padrdes conhecidos.

4.8 Analise de nitrogénio amoniacal (NH3-H).

Para analise de nitrogénio amoniacal foi adotado o método colorimétrico 4500- NH; F
- Método Indofenol — Standard Methods for the Examination of Water and Wasterwater-
APHA. Para isso, foram utilizadas as seguintes solugdes: a) solugao alcéolica de fenol 1,26
mol L1, b) solugdo de nitroprussiato de sodio 0,017 mol.L!, ¢) solucdo de citrato alcalino: 0,25
mol L' d) solugdo oxidante, contendo 10 mL de citrato alcalino e 2,5 mL de hipoclorito de

sodio (2,5%).

4.8.1 Curva de calibragao

A curva de calibragao foi obtida pela analise de regressao linear, tragando-se um grafico
entre a concentracdo da solucdo padrdo (cloreto de amonia) e a absorbancia. A solucdo de
cloreto de amonia foi preparada diluindo-se 10 mg do padrao em 100 mL de 4gua usando um
baldo volumétrico. Em seguida, foi armazenada em frasco do tipo Schott de 100 mL. Solugcdes
diluidas foram preparadas a partir da solugdo de 100 mg L!. As concentragdes preparadas para

construgio da curva de calibragdo foram: 50; 40; 30; 20; 10; 5;2,5; 1; 0 mg L',

4.8.2 Analises dos cultivos

Para analisar a concentragao de nitrogénio inicial e final dos cultivos foi usado 500 puL
do sobrenadante apds centrifugacao. Adicionaram-se 20 pL da solucdo (a), 20 puL da solugao
(b) e 50 uL da solucdo (d), agitando em seguida. Apos a adi¢do da solugdo oxidante, manteve-

se as amostras em repouso por lh, sob baixa luminosidade. Posteriormente, amostras de 200
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uL (em triplicata) foram transferidas para uma placa de 96 pocos, a qual foi inserida no leitor
de microplacas multimode-reader da marca Biotek, em comprimento de onda de 640 nm,

conforme ilustrado na Figura 11.

Figura 11:Método colorimétrico para analise de nitrogénio amoniacal
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Fonte: Autora (2022)

4.9 Determinacao de fosforo

Para a determinacdo do fosfato, foi utilizado o método colorimétrico do kit Phosphat-

test Merck (Figura 12).

4.9.1 Curva de calibragao

A curva de calibracao foi obtida pela andlise de regressao linear, tragando-se um grafico
entre a concentragdo da solucdo padrdo (fosfato de potassio) e a absorbancia. A solucdo de
fosfato de potassio foi preparada diluindo-se a partir de 5 mg do padrao em 100 mL de 4agua
usando um baldo volumétrico. Em seguida, foi armazenada em frasco do tipo Schott de 100
mL. Solugdes diluidas foram preparadas a partir da solugio de 100 mg L', As concentragdes
preparadas para construc¢do da curva de calibra¢ao foram: 10; 7,5; 5; 2,5; 1,0; 0,5; 0,25; 0 mg
L
4.9.2 Quantificacao do cultivo

Foram utilizados 5 mL de amostra dos cultivos, na qual foram adicionadas 5 gotas do
reagente PO4™! (fosfato), agitagio em vortex e 1 espatula do reagente PO42, agitando novamente
até a completa dissolugdo. A amostra foi mantida em repouso por 5 minutos para posterior

leitura em espectrofotdmetro a 420 nm.
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Figura 12:Procedimento de utiliza¢do do kit Phosphat-test.

POy!

Fonte: Autora (2022).

4.10 Analise de DQO.

Os testes de determinacdo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) foram realizados
conforme orientacdes do fabricante Merck, com o kit Spectroquant® NOVA 60A , utilizando-
se uma curva padrdo, construida a partir da solugdo estoque de biftalato de potéssio, nas
concentragoes de: 150; 100; 75; 50; 25; 10; 0. Para cada concentragdo, foram transferidos 3 mL
para um tubo de ensaio, onde acrescentou-se 0,3 mL da solugdo A e 2,85 mL da solucao B,
conforme sugestio para faixa analitica de 10-150 mg L™!. Para as amostras, foi seguido o mesmo

procedimento da construgdo da curva, sendo as andlises realizadas em triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Correcao do pH e diminuicio da turbidez da vinhaca

O estabelecimento de condi¢des favordveis no meio de cultivo ¢ determinante para
propiciar o aumento da taxa de crescimento das microalgas. Estudos anteriores mostraram que
valores de pH entre 6 e 9 beneficiou o crescimento de diferentes espécies de microalgas. Trata-
se de uma faixa de acidez para a qual ndo ha variacdo significativa na taxa de crescimento
(PEREZ, 2008). O ajuste do meio BG-11 e da vinhaga foi realizado de forma a manté-los com
opH entre 7,0 e 7,5.

Segundo Loéio (2013), a cal ¢ empregada com sucesso como agente coagulante no
tratamento de aguas para abastecimento e efluentes, inclusive na vinhaca. Dada a sua melhor
disponibilidade em relacao ao hidréxido de sdédio (NaOH), optou-se entdo por utilizar Ca(OH),
para clareamento e remocao dos solidos em suspensao ¢ uma solu¢ao de NaOH para correcao

do pH. Os resultados sdo apresentados na Figura 13.

Figura 13:Variagdo na coloragdo com adigdo de (CaOH)2 em vinhaga bruta antes e depois da corre¢ido do pH.

Fonte: Autora (2022).

A partir das medigdes, pode-se concluir que o pH da vinhaga bruta de = 3,4 foi alterado
para = 7,68 ap6s a adi¢do de 3 g L' de Ca(OH): e ajuste com NaOH. A vinhaca apresenta-se
geralmente acida e com coloragdo parda. A adicdo de Ca(OH); a torna castanho-escuro,

conforme observado na Figura 13. Esse escurecimento pode estar associado a agdo de
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melanoidinas, mais soliveis em pH alcalino (CHANDRA et al., 2008 apud LOIO, 2013).
Apesar da coloracao castanho escuro, € perceptivel que a vinhacga se tornou mais translucida, o

que facilita a passagem de luz em comparacao a uma solugao turva ou opaca.

5.2 Selecio de cepas

Os resultados dos experimentos preliminares foram observados a partir da formagao de
aglomerados verdes no fundo dos tubos, o que significa o crescimento das microalgas. Estes
resultados foram utilizados para selecdo das cepas que eram capazes de crescer na presenca da
vinhaca. Posteriormente, estas cepas foram selecionadas e seu desempenho de crescimento foi
acompanhado por meio da leitura da densidade Optica e quantificacao da biomassa. Na Figura
14 s3ao mostradas as cepas que apresentaram crescimento aparente através da coloragdo

esverdeada no ensaio I (10% v/v), sendo elas A3, A5 e MSC4P, respectivamente.

Figura 14:Imagem para verificagdo do crescimento das cepas em meio 10% respectivamente: (a) A3;

“

(b) AS; (c) MSC4P.

Fonte: Autora (2022)

O experimento II, descrito no topico 4.3, mostrou que mantendo as condi¢des de
concentracdo do meio, temperatura ambiente e pH para sistemas sem agitacdo, o crescimento
aparente das microalgas ocorreu em maior quantidade, ou seja, para as espécies analisadas a
agitacdo nao ¢ um fator favoravel. A Figura 15 ilustra o crescimento da microalga A3 apds o

periodo de 5 dias.
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Figura 15:Cultivo da cepa A3 com e sem agitagdo.

Fonte: Autora (2022).

Apo6s dobrar a concentracdo de vinhaga no meio, atingindo 20% (v/v), a cepa A3
apresentou consideravel crescimento aparente. A partir disto, esta foi selecionada para as etapas
posteriores que incluiam o acompanhamento do crescimento através da leitura da densidade

oOptica e quantificagdo da biomassa seca. A Figura 16 ilustra a cepa A3 apos 7 dias de indculo.

Figura 16:Cepa A3 cultivada em concentragdo 20% (v/v) de vinhaga

Fonte: Autora (2022)

5.3 Experimento de crescimento das microalgas

Os experimentos de crescimento foram feitos para a cepa A3 e o consorcio MSC4P. Foi
adotado sistema de cultivo sem agitagdo, com luz constante, durante 15 dias, com analises de
densidade Optica em intervalos de 48 h. As medidas de DO foram feitas a 750 nm, cujos

resultados sao apresentados na Figura 17.
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Figura 17: Curva de crescimento (DO) das cepas selecionadas a 750 nm
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Fonte: Autora (2021).

Como se pode observar, o crescimento para ambas as cepas de microalgas foi acentuado
até as primeiras 48 h. E importante destacar que embora a amplitude de In(DO) seja maior para
a cepa A3, a taxa de crescimento para MSC4 ¢ muito mais expressiva, o que pode ser notado
pela inclinacdo do gréafico neste periodo inicial.

Em conformidade com esta observacdo, os resultados apontaram que as velocidades
méximas de duplicagio das cepas foram de 0,0293 h! para a A3, e de 0,0612 h™! para MSC4.
Consequentemente, o tempo de duplicacao calculado foi de, aproximadamente 23,6 h para a
cepa A3, ede 11,3 h para MSC4.

Entre algumas das hipdteses que podem ser levantadas para explicar este
comportamento das cepas, a principal € o estresse ao qual estas sdo submetidas. Uma vez que
tempo de duplicagdo de MSC4 ¢ maior que para A3, nota-se um rapido crescimento da
concentragdo de microalgas e, com isso, ha uma relagao entre quantidade de micro-organismos
e nutrientes insuficiente para manutencdo do crescimento da cultura apés o fim da fase
exponencial. Isto poderia explicar o porqué, apesar de ter uma taxa de crescimento maior, ha

uma ligeira redugdo de In(DO) para esta cepa em 96h.

Mediante a analise, foi escolhida a cepa A3 para dar andamento ao trabalho proposto,
ao apresentar crescimento em meio 10% e 20% e ser entre as espécies testadas a Unica que

apresentou a olho nu aglomerados em um tempo inferior a 5 dias, por estar isolada que promove
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melhor controle da cultura, visto que culturas em consorcio apresentam problemas em que a

cada periodo uma das cepas podem estar se beneficiando no meio.

5.4 Identificacio da cepa A3

A identificacdo de microalgas sdo cruciais para um cultivo eficaz, pois nos auxilia a
entender o metabolismo, quais os diversos ambientes que ja foram estudados com o género
identificado e possiveis bioprodutos que ja foram relatados. Ou seja, identificar o
microrganismo de estudo nos da um norte para desenvolver a pesquisa.

Extraiu-se o DNA gendmico da cepa A3 para posterior amplificacdo do gene DNAr-
ITS e sequenciamento. A analise do sequenciamento e o comparativo da sequéncia obtida em
relacdo as sequencias do NCBI permitiu que a cepa fosse identificada, resultando em uma
similaridade de 99,4% ao género Coelastrella (GenBank accession number ON921055). Além
disso, o parametro E-value foi igual a zero, indicando que o alinhamento entre a sequéncia
obtida e a sequéncia do género Coelastrella sp. foi significativo.

O género Coelastrella ¢ um dos sete géneros que compde a familia Coelastroideae, e ¢
conhecido a aproximadamente 100 anos. As microalgas desse género possuem morfologia
cocoide, eliptica e citriforme. Além disso, sdo unicelulares e podem formar pequenos agregados
celulares. Desde 2007 ha estudo relatando o potencial biotecnoldgico deste género. Abe et al.
(2007) estudou o potencial antioxidante dos carotenoides da cepa Coelastrella striolata. Ja um
estudo desenvolvido por Hu et al (2013), com uma cepa termotolerante deste género, mostrou
a producdo de pigmentos em condigdes extremas. Goecke et al. (2020) relatou a producao de
lipideos e pigmentos de uma cepa isolada que até¢ entdo ainda ndo havia sido relatada na
Noruega. Como esse género vem demostrando ser uma microalga com robustez, Luo et al.
(2016) utilizou uma cepa Coelastrella sp para uso em biorremediacdo, removendo nutrientes

de 4guas residuais provenientes da criacdo de suinos e também a producao de lipideos.

5.5 Crescimento quantificacdo biomassa

Para construcao das curvas de crescimento utilizou-se a média dos pontos encontrados
em triplicata, das medidas realizadas a cada 24 h. Os valores encontrados de biomassa a partir
da gravimetria realizada em ensaios preliminares para adaptacdo da cepa estdo representados
nas Figuras 18, 19 e 20. A figura 21 apresenta dados de crescimento em 20 e 30% com maior

numero de pontos para melhor andlise e precisdo da taxa de crescimento.



Figura 18: Curva de crescimento em meio 10% vinhaga/BG-11.
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Figura 19: Curva de crescimento em meio 20% vinhaga/BG-11.
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Figura 20: Curva de crescimento em meio 30% vinhaga/BG-11.
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Figura 21:Perfil de crescimento celular em meio com 20% e 30% (v/v Vinhaca/BG11)

Ln (Biomassa)

1.5 4

1.0 H

0.5 +

0.0 +

20% Vinhaca
® 309% Vinhaca

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (h)

1
100

49

Para determinagao da velocidade maxima de crescimento, foi feita uma analise a partir

dos dados experimentais durante a fase exponencial, onde observa-se que para ambas as

concentragdes de vinhaca ocorre em aproximadamente 24 h. O valor obtido foi de 0,043h™ e o

tempo de duplicagdo celular entdo de 16,05 h (R? = 0,98) para o cultivo em 20%, 0,0338h™! e

20,50 h (R2

0,97) em meio 30%. Com esses resultados pode-se observar que sob a



50

concentracdo de 30%, a deformacdo foi mais significativamente estressada, pois seus dados
cinéticos foram diretamente afetados.

Ramirez (2013) avaliou o crescimento de Scenedesmus sp. em meio suplementado com
teores de 0 a 50% de vinhaca e observou que o ponto maximo da fase exponencial se atinge
entre 180h e 240h. A partir do 8° dia, o cultivo levou a producao de 0,42 g/L de biomassa para
concentragdes 12,5 — 37,5% e uma quantidade inferior a 0,5 g/L. de microalgas em 10 dias.

Em estudo realizado por Candido (2022), foi observado que diferentes microalgas
conseguem crescer em cultivos na presenca de vinhaga tratada apresentando, porém,
desempenhos diversos se comparado a meios de cultivos sintéticos sem a presenca de efluentes.
Outros pesquisadores avaliaram o cultivo das microalgas em diferentes concentracdes de
vinhaga com o objetivo de investigar as melhores faixas de efluente que estas conseguem
adaptar-se, avaliando a velocidade de crescimento, o tempo de duplicagdo e a producdo de
lipideos (RAMIREZ 2013). Como pode ser observado na Figura 22, em relagdo aos testes
preliminares realizados em Erlenmeyer (figura 15) para cepa Coelastrella sp., pode-se notar um
aumento aparente na formagao de aglomerados para os experimentos desenvolvidos em frascos
Drechsler, o que provavelmente estd relacionado a sua geometria que propicia melhor
distribuicdo de luz, assim como a adi¢ao de ar ao sistema.

Observou-se a formacao de sistema heterogéneo, particularmente no cultivo a 20% de
vinhaga. Isto ¢, sob maior concentracdo de vinhaga os particulados solidos presentes
dificultaram a homogeneizagdo, o que acarretou problemas para analises de densidade Optica

em consequéncia da falta de homogeneidade das aliquotas retiradas para analise.
Figura 22: Perfil de crescimento celular em meio com 20% ¢ 30% (v/v Vinhaca/BG11)
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Fonte: Autora (2022)

a) Inicial; (b) cultivo ap6s 3 dias; (c¢) cultivo apos 5 dias
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5.6 Analise da producio de lipideos

A indicacdo da presenga de lipideos, bem como a quantidade produzida, foi avaliada
nas mesmas culturas utilizadas para quantificagdo da biomassa, também em triplicata, nos

periodos de 24, 48, 72 e 96h. Os resultados sdo apresentados nas Figuras 23 e 24.

Figura 23: Curva utilizada para a analise de lipideos em meio 20% (v/v).
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Figura 24: Curva utilizada para a analise de lipideos em meio 30% (v/v).
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Ao observar as curvas, nota-se que cepa Coelastrella sp. em ambos os meios contendo
20% e 30% de vinhaca apresentou teor de lipideos com absorbancia acima de 4,0 que, de acordo
com a metodologia aplicada, ¢ o valor minimo necessario para indicar a presenca de moléculas
lipidicas a partir de 24h, apontando a velocidade da produgao de lipideos por esta cepa.

A produgdo maxima ocorreu em 72h, sendo este entdo considerado o melhor momento
para extracao destas macromoléculas. Uma queda na absorbancia ¢ observada na curva
referente a 96h, o que sugere que em meios contendo 20% e 30% o comportamento da

microalga se apresenta de forma que esta passa a consumir os lipideos a partir do 4° dia.

5.7 Determinacio dos lipideos totais

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos nas extracdes da microalga Coelastrella sp.
para os ensaios em duplicata com 20% e 30% de vinhaca/BG11, a partir do método gravimétrico

NREL.

Tabela - 3: Percentual de lipideos totais na microalga Coelastrella sp.

Coelastrella sp. 20% Vinhaga/BG11 30% Vinhaca/BG11
% de Lipideos ~20,13% ~51,6%

Fonte: Autora (2022).

Estudos anteriores desenvolvidos com a Coelastrella sp., por (LEE et al., 2021) indicam
que, de fato, uma propor¢do maior de BG-11 tende a inibir o acimulo de lipideos, dada a alta
concentracdo de nitrato que este meio apresenta. Esta microalga, quando submetida a uma
condi¢do de estresse em limitagdo de amonia, embora tenda a armazenar energia na forma de
lipideos e carboidratos, teve seu crescimento inibido.

Por outro lado, quando foi submetida a uma concentragdo maior de vinhaga (30%),
notou-se um aumento consideravel no teor de lipideos armazenados. Estes resultados vao de
encontro a pesquisas anteriores em que se observou que esta espécie apresenta consideravel
potencial para geragdo de lipideos em culturas contendo dguas residuarias, como efluentes da
suinocultura (LEE et al., 2021).

Cabe ressaltar que no estudo citado, assim como no presente, a Coelastrella sp.
apresentou, ndo apenas potencial para utilizagdo em processos de biorremediacao de aguas
residudrias, mas também potencial para geracdo de outros bioprodutos derivados deste
processo, como bioetanol e biometano que vai de encontro com os resultados obtidos por

RAWAT et al. (2011).
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Oliveira (2013), em estudos contendo efluente de bovinocultura, obteve 15% de lipideos
totais no 10° dia de cultivo em relacao a biomassa microalgal de Scenedesmus sp. cultivada em
meio contendo 10% de efluente. Viégas (2010), avaliando diferentes formas de extracao avaliou
que cloroférmio:metanol 2:1 (v/v) apresenta melhor resultado e atingindo valores de
aproximadamente 20% de lipideos totais para Chlorella pyrenoidosa. Em comparagdo aos

diferentes géneros, a Coelastrella sp. apresenta excelente capacidade de adaptagdo ao meio

trabalhado e producao lipidica.

5.7.1 Perfil de 4cidos graxos

A composicao de acidos graxos de lipideos extraidos da espécie Coelastrella sp. em

meio com 20% e 30% vinhaca/BG11 ¢ apresentada nas Figuras 25 e 26.

Figura 25: Perfil de lipideos em meio contendo 20% vinhaca/BG-11.
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Figura 26: Perfil de lipideos em meio contendo 30% vinhaga/BG-11.
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O perfil de acidos graxos presentes na microalga apresentou cadeias que variaram de 10
a 22 carbonos, majoritariamente saturadas. Os perfis lipidicos apontaram predominancia na
formag¢ao de acido araquidico (C20:0) seguido do a-linolénico (C18:3). Pelos perfis, nota-se
que grande parte dos acidos graxos que compdem os lipideos sdo acidos graxos saturados,
matéria-prima com potencial para geragao de biodiesel dadas as seguintes propriedades que
conferem ao combustivel: alta estabilidade oxidativa, baixo retardo de igni¢do e menor
potencial de emissdo de NOx, poluente intensamente agressivo para a camada de ozonio (LEE
etal.,2021).

A qualidade do oleo influencia diretamente as propriedades do biodiesel. Pode ser
determinada especialmente pela composi¢do de dacidos graxos acumulada na biomassa
microalgal através da proporcao entre acidos graxos saturados e insaturados. Tais composi¢des
sdo diretamente influenciadas por fatores como condi¢des climaticas e meio de cultivo
(CHISTI, 2007 apud OLIVEIRA, 2013).

Viégas (2010) encontrou maior quantidade de acido linolénico (C 18:3) variando entre
29,04 a 42,47% no perfil de 4cidos graxos de Chlorella pyrenoidosa sob diferentes condigdes
de cultivo. Esse percentual elevado pode propiciar instabilidade em relacdo ao oxigénio.
Observando os resultados obtidos neste trabalho, sugere-se que a Coelastrella sp. apresenta

maior estabilidade para a producao de biodiesel em relagao ao perfil de acidos graxos.
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4.9 Nitrogénio Amoniacal
Para determinar a concentragdo de nitrogénio amoniacal presente no meio de cultura no
inicio e no fim do cultivo, foi utilizada uma curva de calibracao de cloreto de amonia como

padrao (Figura 27).

Figura 27: Curva de calibracdo do nitrogénio amoniacal (N-NH3) — 640 nm.
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Esta curva de calibragdo ¢ representada pela equacao da reta: y =0,0712x + 0,0467 com
R?=0,9984. Por meio desta, foi determinada a concentragdo inicial de nitrogénio amoniacal de
11,65 mg L' e 14,93 mg L para os cultivos de 20 e 30% contendo vinhaga, respectivamente.
Apos quatro dias de cultivo, nao foi detectada presenga de N-NH3 em qualquer ensaio, o que
indica que durante a fase de crescimento, as microalgas consumiram 100% da amodnia
disponivel.

Segundo o estudo de RAMIREZ (2013), no cultivo da microalga Scenedesmus sp. em
meio contendo 31,9% de vinhacga, apresentou 96% de remog¢ado de nitrogénio amoniacal apos o
fim da fase exponencial, de 10 dias. Mattos & Bastos (2016) avaliaram o desempenho de
Desmodesmus sp. no tratamento de vinhaga e observaram, com o cultivo da microalga, redugao
de em torno de 50% do teor de nitrogénio do meio. Os resultados deste trabalho, em
consonancia com estes estudos anteriores, corroboram a hipétese de que o cultivo de microalgas
em meio composto por vinhaga apresenta excelente potencial como processo de tratamento

deste efluente.
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Cabe destacar que, entre outras vantagens, a elimina¢do de nitrogénio amoniacal da
vinhaga evita que os processos de percolacdo e lixiviagdo contaminem aguas subterraneas e
superficiais. Entre algumas das pesquisas mais recentes da utilizagdo de microalgas para
tratamento de efluentes, os resultados obtidos por Lee ef al. (2021) também apontam este

potencial, a medida que o cultivo de Coelastrella sp. em aguas residudrias de suinocultura

removeu até 99% da amonia.

4.10 Fosforo
Para determinar a concentragao de fosforo total no meio de cultura no inicio e no fim do
cultivo, foi utilizada uma curva de calibragdo de fosfato como padrao (Figura 28).

Figura 28: Curva de calibragao fosforo
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Desta maneira, e a partir da equagao da reta y =0,0335x + 0,0794 com R? = 0,9945 a
redug¢do no conteudo de fosforo foi de 63,12% em meio com 20% de vinhaga ¢ 95,8% em meio
com 30%. Desta forma, concomitantemente ao aumento na disponibilidade de fosforo no meio,
também ocorreu aumento no consumo do nutriente, o que indica que a elevagao no teor de
vinhaga no cultivo € um fator positivo para o crescimento da cultura de microalgas.

Outros trabalhos também indicam o potencial do cultivo de microalgas para remocao de

fosforo de aguas residuarias. O estudo conduzido por Oliveira (2013), por exemplo, mostrou
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que por meio do cultivo de Scenedesmus sp. ocorre a remogao de 52% da quantidade de fosforo
em meio contendo concentragdo de 30% de efluente bovino biodigerido.

Outro estudo correlato, desenvolvido por Ramirez (2013), apontou que ensaios de
cultivo em meio contendo 31,9% de vinhaga, utilizando também Scenedesmus sp. apresentaram
eficiéncia de 98,4% na remocao de fosforo. Além destes, destaque-se aqui também o trabalho
desenvolvido por Santos (2013), em que se observou remog¢do de 98,5% a 99,8% do teor de
fosforo de um meio de cultivo de Chlorella sp. em um periodo de 9 e 15 dias de crescimento,

respectivamente.

5.8 DQO

A Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) ¢ um parametro que mede a quantidade de
matéria organica, entretanto ndo determina a concentragdo de substincias especificas e
individuais, mas sim o consumo de oxigénio através de reagdes quimicas de oxidac¢do. Foram
analisadas as amostras do meio de cultivo contendo 20% e 30% de vinhaca. Para tanto, foi

construida uma curva de calibragdo a partir de biftalato de potéssio (Figura 29).

Figura 29: Curva de calibracdo para determinagdo de DQO
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Esta curva de calibracdo ¢ representada pela equagdo da reta y =0,001x + 0,3373, sendo

coeficiente de correlagao R? = 0,9922.
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Os resultados obtidos foram de teor de DQO inicial para os cultivos com 20% e 30% de
vinhaga de 73,30 mg.L!' e 84,30 mg.L"!, respectivamente. Os teores finais obtidos para os
ensaios com 20% e 30% de vinhaga foram de 34,30 e 42,30 mg.L"! respectivamente. Desta
maneira, a redu¢do da DQO foi de 53,20% em meio 20% e 49,82% em meio com 30% de
vinhaca.

Estes resultados vao de encontro ao que pesquisas anteriores ja apontaram com respeito
ao potencial do cultivo de microalgas para reducao da demanda quimica de oxigénio. Mattos &
Bastos (2016) verificaram a redugdo de 35% na DQO utilizando Desmodesmus sp., Santos
(2013) também obteve resultado positivo em relagdo a este pardmetro por meio do cultivo de

Chlorella sp. em vinhaga, onde se alcangou redugdo de 11,5%.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, levando em consideragao os objetivos propostos e analisando os
resultados obtidos, observamos que os mesmos foram alcangados. Na primeira fase, durante o
processo de selecao e adaptagdo das microalgas foi possivel selecionar entre 6 diferentes cepas,
uma com potencial para crescimento em meio de cultivo alternativo contendo efluente da
producdo de etanol. A cepa tolerante foi identificada e faz parte do género Coelastrella,
mostrando-se um microrganismo com potencial de crescimento em efluente industrial por
apresentar caracteristicas de crescimento de acordo com dados da literatura.

Os meios apresentando diferentes concentragdes de vinhaca (10%, 20% e 30%) e sem
agitacdo apresentaram o ponto maximo da fase exponencial no mesmo tempo que ocorre em
aproximadamente 24h, que ¢ um tempo inferior aos dados apontados pelos estudos contendo
diferentes géneros de microalgas (Scenedesmus sp. — Chlorella sp.) em meio contendo vinhaga.

Do ponto de vista biotecnoldgico houve um potencial do uso da biomassa produzida
para producao de biodiesel, ja que o acumulo de lipideos foi bastante satisfatério. Isto porque
essa cepa apresenta em sua biomassa um percentual de 20,13% e 51,6% em meios contendo
20% e 30% de vinhaga, respectivamente. O perfil de dcidos graxos ndo apresentou variagdes
significativas entre as duas condig¢des e para ambas obteve-se uma elevada producao de acidos
saturados, e i1sso, consequentemente, aumenta a estabilidade oxidativa do 6leo.

Como alternativa em procedimentos de tratamento de efluentes, a partir dos parametros
fisico-quimicos analisados, o uso de nutrientes pela microalaga promoveu reducdes majoritarias
de nitrogénio amoniacal (reducdo de 100%), até 95.8% de fosforo e 49,82% na DQO,
melhorando a gestdo dos efluentes sob o ponto de vista ambiental.

Assim, os resultados obtidos a partir dos experimentos com adi¢do de vinhaga no meio
de cultivo, conclui-se que a microalga do género Coelastrella sp., além de boa adaptacio,
apresenta beneficios ao meio ambiente diante do fato de proporcionar um destino a vinhaga, e
da biorremediac¢ao, ja& que a vinhaga pode ser uma fonte de nutrientes de baixo custo, além de

viabilizar economicamente a producdo de biodiesel a partir de microalgas.
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Recomendacdes para trabalhos futuros

Através da avaliagdo dos resultados do cultivo da microalga em vinhaga da producao de
etanol para sistemas em escala laboratoriais, como trabalhos futuros pode-se apontar:

- Aumentar o volume de cultivos para verificar se 0 comportamento se mantém e avaliar
a producdo de biomassa em escala piloto;

- Aumentar a porcentagem de vinhaga no meio entre 40% e 50%;

- Realizar analises dos parametros fisico-quimicos que envolvem o meio de cultivo por
tempo de crescimento;

- Fazer o estudo da producdo de carboidratos presentes na biomassa e avaliar a sua
performance como biomassa para producdo de bioetanol de terceira geragdao. De tal maneira
que ao comparar os resultados seja possivel avaliar o potencial da biomassa para produgao de

outros bioprodutos, diferentes do biodiesel.
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