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Uso do planejamento experimental visando avaliar o efeito da razdo
C/N e N/P na cinética de crescimento de uma cianobactéria

A Aphanothece microscépica Nageli é uma cianobactéria com capacidade de crescer em efluentes provenientes de atividades industriais, explorando seus
mecanismos auxiliares como a respiragdo para remover os nutrientes dos efluentes e gerar bioprodutos com valores agregados. O presente trabalho visa contribuir
para a otimizagdo da razdo C/N e N/P no efluente de laticinio permitindo avaliar o efeito destes elementos na cinética de crescimento da Aphanothece microscdpica
Nageli. Os cultivos da cianobactéria foram conduzidos no efluente de laticinio em um biorreator heterotrofico, sob as condigdes de concentragdo celular inicial de
200 mg. L-1, pH inicial 7,6, temperatura de 30 2C, aeragdo continua e auséncia de luminosidade. Realizou-se um planejamento experimental fatorial (32), com os
fatores: C/N (20, 40, e 60) e N/P (5, 10, 15). O ajuste das razdes C/N e N/P foi realizado tomando como base as relagdes DQO/N-NTK e N-NTK/P-P0O4-3 previamente
determinadas no efluente. A razdo C/N foi ajustada com glicose e a N/P com fosfato dissddico. O cultivo da Aphanothece no efluente com as razdes C/N 20 e N/P
10, obtiveram os melhores valores cinéticos com concentragdo celular maxima de 1045 mg. L-1, velocidade maxima especifica de crescimento de 0,250 h-1, tempo
de geracdo de 2,77 h e tempo de batelada para atingir a maxima concentragdo celular de 6h.
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Use of experimental planning to evaluate the effect of the C/N and
N/P ratio on the growth kinetics of a cyanobacterium

Aphanothece microscdpica Nageliis a cyanobacterium with the ability to grow in effluents originated from industrial activities by exploiting its auxiliary mechanisms
such as respiration to remove nutrients from the effluents and to generate bioproducts with aggregated values. The present work aims to contribute to the
optimization of the C/N and N/P ratio in the dairy effluent, allowing the evaluation of the effect of these elements on the growth kinetics of Aphanothece
microscopica Nageli. The cultivation of the cyanobacteria were conducted in the dairy effluent in a heterotrophic bioreactor under initial cell concentration
conditions of 200 mg.L-1, initial pH 7.6, temperature of 30 °C, continuous aeration and absence of light. A factorial experimental design (32) was used with the
following factors: C/N (20, 40, and 60) and N/P (5, 10, 15). The C/N and N/P ratios were adjusted based on the previously determined COD/N-NTK and N-NTK/P-
POA4-3 ratios in the effluent. The C/N ratio was adjusted with glucose and N / P with disodium phosphate. The cultivation of Aphanothece in the effluent with the
C/N 20 and N/P 10 ratios obtained the best kinetic values with a maximum cell concentration of 1045 mg. L-1, maximum specific growth velocity of 0.250 h-1,
generation time of 2.77 h and batch time to reach the maximum cell concentration of 6 h.
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INTRODUGAO

As microalgas possuem uma diversidade de produtos bioquimicos em sua constituicdo como
proteinas, acidos graxos poli-insaturados, vitaminas e pigmentos fotossintéticos. Destes pigmentos
fotossintéticos, os mais importantes sdo as clorofilas, carotendides e ficobiliproteinas que compdem
exclusivamente as estruturas de algas vermelhas, cryptomonas e cianobactérias (STREIT et al., 2017). Em
outras palavras, o termo genérico microalga inclui microrganismos de dois grandes grupos: Cianobactérias,
seres procariontes e unicelulares que possuem capacidade fotossintética e organismos eucaridticos, como
as algas verdes-azuis (HOMIAK, 2014; MATA et al., 2010).

As cianobactérias apresentam um metabolismo capaz de induzir a producdo de compostos a partir
de biomassa microalgal, podendo esses ser utilizados na producdo de biocombustiveis ou na produgdo de
insumos para alimentacdo animal (ANGELO et al., 2015). Elas possuem as necessidades mais simples de
nutricdo existentes, proliferando-se em qualquer ambiente que proporcione condi¢cGes semelhantes as de
seus habitats naturais, que devem ter luz solar possibilitando o desenvolvimento de suas atividades e o
crescimento celular (NOBRE et al., 2013).

O crescente interesse em tecnologias limpas, como as que envolvem culturas de microalgas, vem se
destacando no tratamento de efluentes agroindustriais. A aplicacdo destes microrganismos demonstra ser
uma alternativa sustentavel ja que permite a fixacdo do diéxido de carbono atmosférico e inclusive, a
remogao de nutrientes, metais pesados e patégenos através da absorcao do oxigénio (ANSILAGO et al., 2016).

Determinadas espécies como Chlorella sp., Scenedesmus sp. e Aphanothece sp. possuem a
capacidade de crescer heterotroficamente no escuro e substituem a fixacdo do CO, atmosférico, natural de
acontecer em culturas autotrofica, pelo uso de um substrato organico dissolvido no meio de cultura atuando
como fonte de carbono e energia (BASTOS et al., 2015; MEDINA et al., 2016; PEREZ-GARCIA et al., 2011).

A cianobactéria Aphanothece microscépica Nageli apresenta comum ocorréncia nos corpos hidricos
adjacentes a cidade de Rio Grande, RS, Brasil, e sua utilizacdo vem sendo crescente no ambito de tratamento
de aguas residudrias (BASTOS et al., 2015; VIEIRA et al., 2012; ZEPKA et al., 2010). Entretanto, para obter as
melhores condi¢Ges que favorecam o crescimento celular e a biossintese de bioprodutos, fatores nutricionais
e ambientais devem ser controlados (HEREDIA-ARROYO et al., 2010; VIEIRA et al., 2012).

De acordo com Queiroz et al. (2002), concentra¢des de carbono e nitrogénio balanceadas em uma
relacdo C/N 20 sdo mais requeridos para o crescimento de microrganismos. Além do tipo e concentracdo da
fonte de carbono no meio de cultura, fontes de nitrogénio e fosforo tém se mostrado fator chave na
regulacdo da produtividade das cianobactérias (BASTOS et al., 2017; MUTHURAIJ et al., 2014; PALABHANVI et
al., 2014).

Dentre os nutrientes em suas diferentes formas que podem limitar o crescimento microbiano e
consequentemente, a producdo de derivados quimicos renovaveis a partir da sintese de pigmentos e

proteinas, destacam-se o nitrogénio (RAJOKA et al., 2006). A maior parte do nitrogénio esta em suas formas
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inorganicas (nitrato, nitrito e amonio) e organicas dissolvidas, como por exemplo, ureia, aminoacidos e
peptideos (MURO-PASTOR et al., 2003).

Entretanto, a amonia que é assimilada pela via glutamina sintetase (GS) ciclo sintetase-glutamato
(GOGAT) é o elemento mais requerido pelas cianobactérias, se comparado com os outros ions, pois esta
diretamente relacionado a assimilagdo de outras fontes de nitrogénio (MURO-PASTOR et al., 2003). Por isso,
no final da reagao enzimatica, as outras formas de nitrogénio inorganico sdo reduzidas a amoénia para serem
incorporadas ao fluido intracelular (CAl et al., 2013; Ll et al., 2011).

Em meios contendo fdsforo, o nutriente é capaz de atrair outros elementos quimicos como calcio e
ferro, causando a precipitagdo quimica. Embora contenha 1% de fésforo na biomassa das microalgas, torna-
se este essencial para o processo de absorcdo de nutrientes e desenvolvimento das cianobactérias (CAl et
al., 2013).

Considerando a importancia destes elementos, uma possivel diminuicdo das concentracdes dos
compostos nitrogenados e fosforados no meio de cultura provoca flutuacées nas razdes C/N e N/P, afetando
a capacidade de sobrevivéncia das cianobactérias (XIN et al., 2010). De acordo com Pearson (1990), a relagao
dtima entre os nutrientes nitrogenados e fosforados é de 10 a 16 N para cada P, a qual origina condi¢des
favoraveis para o desenvolvimento de floragdes de cianobactérias. Neste contexto, o presente estudo visa
contribuir para a otimizacdo da razdo C/N e N/P no efluente de laticinio permitindo avaliar o efeito destes

elementos na cinética de crescimento de Aphanothece microscépica Nageli.

METODOLOGIA
Obtencao do efluente

A agua residuaria do processamento de laticinios foi utilizada como meio de cultivo. O efluente foi
obtido em uma industria de processamento de produtos lacteos (Pelotas, RS), coletado na saida do tanque
de equalizacdo da estacdo de tratamento de efluentes por um periodo de 6 meses. As amostras foram
transportadas em garrafas de polietileno para o Laboratério da Agéncia da Lagoa Mirim e congeladas a -18°C.
O efluente foi caracterizado quanto ao pH, demanda quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio total Kjeldahl (N-
NTK), P-PO,3: fosforo total dissolvido e sélidos suspensos (SS). As anélises foram realizadas segundo os
procedimentos descritos em Standard Methods para andlise de aguas e efluentes (APHA, 2005). As razdes
C/N e N/P foram determinadas em func3o das concentracdes de DQO, N-NTK e P-PO,3 presentes no efluente,

conforme indicado por Hornes et al. (2004).

Preparo do inéculo

SuspensGes de Aphanothece microscépica Nageli (RSMan92), cedidas pela Unidade de
Cianobactérias da Universidade Federal do Rio Grande, isoladas do estuario da cidade de Rio Grande, RS,
Brasil, foram cultivadas e mantidas em meio BG-11 (Braun-Grunow medium) conforme indicado por Rippka

et al. (1979). As culturas foram mantidas a 2 klux com fotoperiodo de 12 h, 252C e pH 7,6 (QUEIROZ et al.,
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2004). O cultivo foi realizado em garrafa de polietileno em camara otimizada quanto a luz e temperatura.
Foram utilizadas lampadas fluorescentes com intensidade luminosa e temperatura controlada.

O meio BG-11 é composto por K;HPQO,4, 3H,0 (0,04 g. L'!), MgS04.7H,0 (0,075 g.L'), NaCOs (2 g.L'?),
NaNO; (1,5 g.L'"), EDTA (0,001 g.L'"), HBOs (2,86 g.L?), MnCl,.4H,0 (1,81 g.L), ZnS04.7H,0 (0,222 g.LY),
Na>Mo04.2H,0 (0,39 g.L"), CuS04.5H,0 (0,079 g.L), CoCl,.6H,0 (0,040 g.L?), CsHsO7 (0,006 g.L) e FeCsHsO;
(NHa4)22HC6Hs07 (0,006 g.L*) (RIPPKA et al., 1979).

A concentra¢cdo celular na fase exponencial para tomada dos indculos foi determinada
gravimetricamente mediante filtracdo de volume conhecido de meio de cultura BG-11 contendo as células
do micro-organismo. A cultura foi filtrada em filtro Millipore (0,45 um), previamente seco a 602C. Os filtros

foram secos até peso constante e a biomassa quantificada.

Planejamento Experimental

Os experimentos foram conduzidos de acordo com um delineamento fatorial completo 32 frente as
variaveis razdo C/N e N/P, nos niveis 20, 40 e 60 e 5, 10 e 15, respectivamente. Os niveis das variaveis
independentes foram ajustados, tomando como base as razdes C/N e N/P do efluente obtidas a partir da
determinacdo de DQO e N-NTK. A razdo C/N foi ajustada com glicose e a N/P com fosfato dissédico. Os

experimentos foram realizados em triplicata, as varidveis e niveis utilizados, estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Matriz do planejamento experimental.

Tratamento Valores reais e codificados
X1 Xz

1 -1(20) -1(5)
2 -1(20) 0(10)
3 -1(20) +1(15)
4 0 (40) -1(5)
5 0 (40) 0(10)
6 0 (40) +1 (15)
7 +1 (60) -1(5)
8 +1 (60) 0(10)
9 +1 (60) +1(15)

X1: razdo C/N; X;: razdo N/P

De acordo com as respostas do planejamento experimental, os efeitos de cada variavel foram
calculados e as interagOes entre eles determinadas. As superficies de resposta foram obtidas através da
montagem dos modelos empiricos (Equagdo 1).

2 2

Y= FBg + B X+ By Xy + By X7 + By Xp7 + By XX

2 ()

Onde: X1 e X2 sdo os niveis codificados das varidveis independentes; B é o coeficiente de regressao; Bo: intercepgdo; B1
e B2: linear; B12: interacdo e P11, B22: coeficientes quadraticos e Y é a resposta predita para a variavel dependente.

Desenvolvimento dos experimentos

Experimentos em triplicata na auséncia de luz, de acordo com o planejamento experimental (Tabela
1) foram conduzidos, em biorreator tipo coluna de bolhas em sistema descontinuo com capacidade de 4,5 L,
constituido de uma extensao cilindrica de PVC com dimensdes de 100 cm de altura e 10 cm de diametro. O
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sistema de dispersao de gases do reator consistiu em um difusor de ar de 1,5 cm localizado no centro da base
da coluna para promover a aera¢do e agitacdo do meio. A cada experimento, o efluente da industria de
laticinio foi descongelado e entdo esterilizado a 1,1 kgf.cm (120°C) por 15 minutos, para a realizacdo dos
experimentos. Os experimentos foram conduzidos com controle de temperatura através do uso de
termOmetro da marca INCOTERM. No efluente previamente ajustado a pH 7,6 e quanto as razées C/N e N/P,
200 mg.L? de células de Aphanothece microscdpica Nageli, na fase exponencial de crescimento foram
inoculadas a 30°C. Os experimentos foram monitorados, mediante tomada de amostras a intervalos de 2 em
2 h, filtrados em filtro Millipore (0,45 um) e a biomassa gravimetricamente determinada, para levantamento

dos dados cinéticos.

Cinética do Crescimento Celular

As varidveis cinéticas, a velocidade especifica de crescimento maxima (max), 0 tempo de geracao (tg)
e o fator de conversdo de substrato em células (Yys), foram determinadas conforme indicado por Levenspiel
(2000). O procedimento de avaliagdo teve como base as equacgdes 2, 3,4, 5 e 6.

X

Onde: pmax € a velocidade especifica de crescimento do micro-organismo (h1); dX é a variacdo da concentragdo celular
(mg.LY); dt é a variacdo do tempo (h); X é a concentrac3o celular (mg.L?).
Integrando-se a equagdo 2 obtém-se a equacgao 3.

X = X() elumax(At) (3)

Onde: X é a concentragdo celular no final da fase exponencial (mg.L?); Xo é a concentracdo celular no inicio da fase
exponencial (mg.L'); umsx € a maxima velocidade especifica de crescimento do micro-organismo (h); At é o intervalo
de tempo do crescimento exponencial (h).

In2
Ig=—
Hiax (4)
Onde: tg é o tempo de geragdo (h); umsx € a maxima velocidade especifica de crescimento (h?).
dx
Yys=——2 (3)
ds

Onde: Yyss € o fator de convers3o substrato em células (mg biomassa. mg.St); dX é a variagdo da concentragdo celular
(mg.LY); dS é a variagdo do substrato (mg.L?).
AX
P == (6)
At
Onde: Py é a produtividade (mg.L h1); AX é a variagdo da concentragdo final e inicial (mg.L); At é a variagdo entre o
tempo final e inicial (h).

Analise dos dados

O modelo (regressdo) gerado, conforme Equacdo 1, foi avaliado por meio de analise de varidncia
(ANOVA) e sua validade ou grau de ajuste determinado por meio de teste F, que consiste em relacionar o
valor de F calculado (Fcaic) com o valor de F tabelado (Frab), se 0 valor de Feac pela ANOVA for maior que o Frab, @
regressao obtida ajusta os pontos experimentais de forma satisfatéria, validando o modelo no intervalo de

confianga estudado (MYERS et al., 2002).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta a caracterizacdao do efluente de leite utilizado com as respectivas médias e
coeficientes de variagdo (CV) calculadas para a demanda quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio total (N-
NTK), fosforo total (P-PO43), razdo carbono nitrogénio (C/N) e razdo nitrogénio e fésforo (N/P). A utilizacdo
de dgua pela industria de laticinios ocorre principalmente em processos de limpezas como lavagem de
tubulagdes, pisos, tanques e demais equipamentos, gerando quantidades significativas de efluentes liquidos
com elevada carga organica e acentuado teor de nitrogénio e fésforo (VILLA et al., 2007; WANG et al., 2005).
Por isso, todos os parametros fisico-quimicos mostraram uma alta variabilidade, confirmando a
heterogeneidade do efluente avaliado. Somente no Brasil sdo gerados 84 x 10° L de efluentes oriundos de
industrias lacteas (CAMMAROTA et al., 2006), variando na faixa de 1195 a 5000 mg. L'* de DQO, N-NTK entre
16,5 -118 mg.L?, e fésforo total na ordem de 2,4 a 38,6 mg.L™? (BEEVI et al.,, 2014; CHEN et al., 2012;
KUSHWAHA et al., 2010).

Tabela 2: Caracterizagao do efluente de laticinios.

Parametros Média cv
DQO 950 40,3
N-NTK 42,2 35,13
P-PO4-3 45 22,1
C/N 22,09 6,42
N/P 9,7 13,6

DQO: demanda quimica de oxigénio; N-NTK: nitrogénio total Kjeldahl;
P-PO43: fosforo total; C/N: razdo carbono/nitrogénio; N/P: nitrogénio/fosforo;
CV: coeficiente de variagdo. Unidades em mg.L 1.

Os valores de DQO, N-NTK e P-PO43 do efluente da industria de laticinios s3o semelhantes aos
encontrados na literatura (ZHU et al., 2013), que por ser substancialmente elevado existe o interesse de
aplicar o tratamento bioldgico assim como em d4guas residudrias do processamento do pescado e
parboilizacdo do arroz (HORNES et al., 2010; QUEIROZ et al., 2007).

A Tabela 2 mostra que a razdo C/N é de 22,09 e a N/P de 9,7, proxima a requerida para o
desenvolvimento das cianobactérias (C/N = 20, N/P = 10 a 16) conforme citado por Pearson (1990). Diante
disso, o efluente de leite apresenta potencialidade de suportar o cultivo destes microrganismos (QUEIROZ et
al., 2007; PEARSON et al., 1990). O comportamento de crescimento da Aphanothece microscépica Nageli
desenvolvida no efluente da industria de leite para as diferentes condi¢Ges experimentais pode ser avaliado
nas Figuras 1 a 9.

A anélise dos perfis de crescimento demonstra a influéncia das razdes C/N e N/P, na producdo celular.
Observa-se diferengas notdrias no periodo de duracdo principalmente no que se refere a fase logaritmica.
Estas diferencas sdo melhor avaliadas em funcdo dos modelos de definicdo das fases logaritmicas de
crescimento (Tabela 3), obtidos a partir dos modelos de crescimento (Tabela 4), preditos para cada
experimento, onde sdo registrados importantes valores de coeficiente de determinacdo (0,96 a 0,99)
demonstrando o bom ajuste dos modelos. Verifica-se, pela andlise da Tabela 3, intensas variacdes no tempo
de duracdo das fases logaritmicas descritas, variando de 12 a 20 h. O maior periodo registrado (20 h)

corresponde ao experimento 7 (Figura 7), quando sdo utilizadas razdes C/N 60 e N/P 5.
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Figura 1: Curva de crescimento para Aphanothece Figura 2: Curva de crescimento para Aphanothece
microscopica Nageli cultivada no efluente de laticinios microscdpica Nageli cultivada no efluente de laticinios
sob as condi¢Bes do experimento 1 (C/N 20; N/P 5) sob as condi¢Bes do experimento 2 (C/N 20; N/P 10)
(valores médios de 3 repeticGes). (valores médios de 3 repeti¢Ges, n=3).
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Figura 3: Curva de crescimento para Aphanothece Figura 4: Curva de crescimento para Aphanothece
microscopica Nageli cultivada no efluente de laticinios microscdpica Nageli cultivada no efluente de laticinios
sob as condig¢Bes do experimento 3 (C/N 20; N/P 15) sob as condi¢Bes do experimento 4 (C/N 40; N/P 5)
(valores médios de 3 repeti¢cGes, n =3). (valores médios de 3 repeti¢Ges, n =3).

800 440
= < 420
- -
2 700 % 400
E E 380
® 600 3 360
s & 340
£ '° 500 £“
S 4 S 4
253
§ 400 8
® s 280
S 300 c 260
2 g 240
8 200 8 220f,

200
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 5:Curva de crescimento para Aphanothece Figura 6: Curva de crescimento para Aphanothece
microscopica Nageli cultivada no efluente de laticinios microscopica Nageli cultivada no efluente de laticinios
sob as condi¢Bes do experimento 5 (C/N 40; N/P 10) sob as condi¢Bes do experimento 6 (C/N 40; N/P 15)
(valores médios de 3 repeticGes, n =3). (valores médios de 3 repeticGes, n =3).
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Figura 7: Curva de crescimento para Aphanothece Figura 8: Curva de crescimento para Aphanothece
microscopica Nageli cultivada no efluente de laticinios microscdpica Nageli cultivada no efluente de laticinios
sob as condi¢Bes do experimento 7 (C/N 60; N/P 5) sob as condi¢Bes do experimento 8 (C/N 60; N/P 10)
(valores médios de 3 repeticGes, n =3). (valores médios de 3 repeticGes, n =3).
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Figura 9: Curva de crescimento para Aphanothece microscopica Nageli cultivada no efluente de laticinios sob as
condigBes do experimento 9 (C/N 60; N/P 15) (valores médios de 3 repeti¢des, n =3).

Tabela 3: Modelos de defini¢cao da fase logaritmica de crescimento celular de Aphanothece microscépica Nageli.

Experimentos Modelos t fase log R2

1(C/N 20; N/P 5) y =-225+53,75.x 16 0,97
2 (C/N 20; N/P 10) y =-670,7 + 138,05.x 12 0,96
3 (C/N 20; N/P 15) y = 258,25 + 16,5.x 16 0,99
4 (C/N 40; N/P 5) y = 180 + 20.x 16 0,96
5 (C/N 40; N/P10) y=121,5 + 43,25.x 16 0,97
6 (C/N 40; N/P 15) y = 55,5 + 34,25.x 12 0,98
7 (C/N 60; N/P 5) y =167,08 + 24,79.x 20 0,98
8 (C/N 60; N/P 10) y =-480 +90.x 12 0,99
9 (C/N 60; N/P 15) y =-5,5+40,75.x 12 0,98

y: concentragdo celular (mg. L1); x: tempo de cultivo (h); t fase log: tempo de duragdo da fase logaritmica de crescimento celular (h);
R2: coeficiente de determinagdo.

Tabela 4. Modelos de crescimento de Aphanothece microscépica Nageli de acordo com os experimentos.

Experimentos Modelos R?

1 (C/N 20; N/P 5) Biomassa = (256,514) + (-21,154)t+(5,01617)t2+(-0,15068)t3 0,97
2 (C/N 20; N/P 10) Biomassa = (166,844)+(-21,99)t+(11,6195)t2+(-0,43972)t3 0,94
3 (C/N 20; N/P 15) Biomassa = (175,948)+(12,318)t+(1,9827)t?+(-0,08767)t3 0,98
4 (C/N 40; N/P 5) Biomassa = (223,918)+(1,15092)t+(2,14636)t?+(-0,07452)t3 0,98
5 (C/N 40; N/P 10) Biomassa = (180,978)+(10,7077)t+(4,40772)t?+(-0,18298)t3 0,98
6 (C/N 40; N/P 15) Biomassa = (177,953)+(19,8138)t+(0,246315)t+(-0,03369)t3 0,90
7 (C/N60; N/P5) Biomassa = (6,60572)+(30,0854)t+(-0,33666)t2+(5,327)t3 0,90
8 (C/N 60; N/P 10) Biomassa = (-61,649)+(47,2735)t+(-1,1697)t2+(5,30163)t3 0,90
9 (C/N 60; N/P 15) Biomassa = (-6,1995)+(40,9753)t+(-1,3805)t2+(5,10821)t3 0,90

T: tempo de cultivo (h); Biomassa (mg.L1); R2: coeficiente de determinagdo.
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A cinética da Aphanothece microscépica Nageli cultivada no efluente da indUstria de laticinios sob as
condi¢Bes experimentais, pode ser avaliada na Tabela 5. S3o apresentados os parametros cldssicos de
cinética de crescimento, expressos como maxima velocidade de crescimento (umsx), tempo de geragdo (tg),
produtividade de biomassa (Px) e de conversdo de substrato em células (Ysx) com base no consumo de

nitrogénio e matéria organica.

Tabela 5: Parametros Cinéticos.

Varidveis cinéticas Condigbes experimentais
1 2 3 4 5 6 7 8 9
At (h) 6 6 8 6 8 6 13 4 6
X 655 1025 520 490 700 460 655 610 490
Xo 340 225 385 375 380 250 300 250 250
Hmix. 0,113 0,25 0,0366 0,0467 0,0814 0,0989 0,0528 0,223 0,1145
tg 6,14 2,77 18,94 14,84 8,51 7 13,13 3,1 6,05
Yx/s pao 0,43 0,55 0,56 0,18 0,75 0,78 0,17 0,23 0,17
Yx/s N-NTK 9,35 15,53 6,1 5,22 14,54 17,07 2,83 11,51 20,03
Yx/sp-poa 109 38,47 43,97 29,64 103,22 170,73 76,67 173,07 105,72
Py 52,5 136,67 16,87 19,16 40 35 27,3 90 40

At: Intervalo de tempo da fase exponencial de crescimento; X: Concentragdo celular final (mg.L1); Xo: Concentragdo celular Inicial
(mg.L1); pmax: Mdxima velocidade especifica de crescimento (h2); tg: Tempo de geragdo (h); Yx/s: Conversdo de substrato em biomassa
(mMgpiomassa-Mg) ; Px: produtividade de biomassa (mg.L1.h1).

A andlise dos dados da Tabela 5 demonstram, que o maior potencial de cultivo foi quando utilizou-
se a condicdo 2 (C/N 20, N/P 10), potencial este expresso por uma concentrac¢do celular maxima de 1045
mg.L?, velocidade méxima especifica de crescimento de 0,250h?, tempo de geracio correspondendo a 2,77h
e importante valor de tempo de batelada para atingir a maxima concentracdo celular de 6h. Estes valores
sdao notadamente diferenciados de qualquer outra condicdo estudada, no que se refere a producao de
biomassa.

A literatura é ampla quanto a robustez metabdlica das microalgas, refletindo em minimas exigéncias
nutricionais, desta forma podendo os cultivos heterotréficos ser suportados por aguas residudrias de
inimeros processos industriais (BASTOS et al., 2010; DEVI et al., 2012; GUERRERO, 1999; HARUM et al., 2010;
QUEIROZ et al., 2007; OGBOONA et al., 2000; TAM et al., 2000; WANG et al., 2005).

E importante salientar, que o efluente, utilizado no experimento 2, n3o sofreu ajuste das razées C/N
e N/P, conforme se pode avaliar pelos dados da Tabela 2, que fornecem as caracteristicas do efluente bruto,
utilizado para o desenvolvimento dos experimentos. Isso faz do efluente da industria de laticinio um
excelente meio de cultivo.

O elevado valor obtido para o coeficiente de conversdo de matéria organica em biomassa, para o
experimento 2 indica que as formas carbonadas presentes neste efluente, sdo mais facilmente
bioconvertidas, o que sugere alto consumo de substrato, com baixa conversao em biomassa. De acordo com
Perez-Garcia et al. (2011), ao mesmo tempo em que diversas fontes de carbono tém sido propostas para os
cultivos heterotréficos de microalgas, poucos substratos, sdo passiveis de uso pelos micro-organismos. As
fontes de carbono frequentemente utilizadas para esta categoria de cultivos tem sido a glicose, acetato e

glicerol (HEREDIA-ARROYO et al., 2010; PEREZ-GARCIA et al., 2011).
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Janczukowicz et al. (2008), reportam a alta biodegradacdo de lactose a acetato, bem como de
gorduras a glicerol, no efluente de laticinio. Os dados da Tabela 5 evidenciam influéncia notdria das razées
C/N e N/P no crescimento celular, com significativas reducdes a medida que aumenta a razdo C/N, e com as
variacdes de N/P. Este fato se reflete no fator de conversdo de nitrogénio em células, que com o aumento
das razdes C/N, embora os valores dos coeficientes de conversdo de nitrogénio em células se reduzem em
relacdo ao valor obtido para o experimento 2, maiores valores sdo registrados, para as maiores razdes N/P.
Este comportamento pode ser atribuido a natureza do nitrogénio disponibilizado, mediante o ajuste das
concentracdes C/N e N/P, caracterizando-se pela presenca substancial em nitrogénio amoniacal, quando
comparada ao experimento 2, forma nitrogenada esta de destaque, quando se aborda o tema inibicdo do
crescimento microalgal (PRZYTOCKA-JUSIAK, 1976).

A fonte e a qualidade da fonte nitrogenada sao fatores que afetam significativamente o crescimento
celular (LEE et al., 2007). Por outro lado, a quantidade da relagdo C/N também influencia no crescimento de
cianobactérias e na composicdo da biomassa gerada no processo. Na literatura, observamos que quando
utilizamos relagdo C/N reduzidas, a biomassa originada € rica em proteinas, enquanto que, o aumento desta
relacdo, possibilita uma biomassa rica em carboidratos e lipidicos (PEREZ-GARCIA et al., 2011; SILVA-
MANETTI, 2013)

No entanto, considerando as velocidades especificas maximas de crescimento, é possivel constatar
que todos os experimentos apresentaram potencial para a producdo de biomassa. Se considerarmos as
velocidades de formacgdo de biomassa como parametro base, verifica-se que o menor valor obtido (0,0366 h
1), registrado para o experimento 3, é compardavel a cultivos fotossintéticos (0,038 h), para o micro-
organismo em estudo, em condi¢bes otimizadas segundo Jacob-Lopes et al. (2008). Este valor 0,0366 h?, é
em torno de 3 vezes maiores ao registrado para outras espécies em cultivo fotossintético (CHAE et al., 2006;

YUE et al., 2005).

CONCLUSOES

As variaveis cinéticas de crescimento revelam a possibilidade da aplicacdo da Aphanothece no
efluente de laticinios na auséncia de luminosidade, obtendo-se, dessa forma, elevadas concentragbes de
células em 24 horas de cultivo. No que se refere a fase exponencial de crescimento de Aphanothece
microscdpica Nageli cultivada no efluente do leite, foi registrado a partir de 4 h, com velocidades especificas
de crescimento maxima de 0,2230 h! (Experimento 8) e minimas de 0,0366 h™! (Experimento 3) com tempo
de geragdo 18,94 e 3,10h, respectivamente. Estes resultados revelam a possibilidade de producdo de
biomassa e uso do efluente como meio de cultivo a partir da Aphanothece em condi¢des heterotroficas, na
auséncia de luminosidade. Nas condi¢cBes experimentais, para os experimentos com relagdo C/N 20 e N/P 10
foram registradas eficiéncias de remoc¢do de DQO, N-NTK e fésforo total de 94,70, 83,33 e 66,66 %,
respectivamente. Em relacdo as varidveis cinéticas, foi obtido para o experimento 2, concentracdo celular
méxima de 1045 mg.L?, velocidade méxima especifica de crescimento de 0,250 h?, tempo de geracdo de

2,77 h e valor de tempo de batelada para atingir a maxima concentracdo celular de 6h, demonstrando que
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asrazdes C/N e N/P exercem influéncia tanto no crescimento da Aphanothece como na eficiéncia de remoc&o

dos compostos.
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