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RESUMO

SCHELIGA, C. G. Desenvolvimento de um bioprocesso para biorremedia¢do do nitrogénio
amoniacal de efluentes com produgdo de biopolimeros por cianobactérias e bactérias
heterotroficas. 217 f. Tese (Doutorado em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, 2022.

Mesmo ap6s a digestdo anaerobica do lixiviado de aterro sanitario, de efluentes
municipais e de diversos efluentes agroindustriais (destilarias, criacdo de bovinos, suinos, aves,
e bufalos) é relatado que concentracdes de nitrogénio amoniacal acima de 800 mg.L™!' podem
estar presentes nesses efluentes. A elevada concentracdo de nitrogénio amoniacal nesses
efluentes leva a eutrofizagao dos corpos hidricos caso ndo haja um processo eficiente e vidvel
de tratamento. Até entdo, ha uma busca por um processo eficiente e economicamente vidvel
para biorremediagao do nitrogénio amoniacal de efluentes. Através da versatilidade metabdlica
das cianobactérias, esta fonte de nitrogénio pode ser utilizada e removida, produzindo
carotendides, ficobiliproteinas e biopolimeros (polihidroxialcanoatos) de interesse industrial. O
desafio para torna-lo vidvel é a toxicidade do nitrogénio amoniacal para as cianobactérias.
Estudos recentes tém demonstrado que a inser¢ao de uma fonte organica no meio amoniacal
reduz a toxicidade do nitrogénio amoniacal para as cianobactérias pela maior independéncia de
seu aparato fotossintetizante afetado pela toxicidade do nitrogénio amoniacal. Dessa forma, o
presente estudo foi inovador ao propor a valorizagdo do glicerol bruto residual da producdo de
biodiesel e sua utilizagdo como fonte organica para biorremedia¢do de efluentes industriais por
cianobactérias. Além disso, o uso de efluentes industriais como fonte de nitrogénio para seu
crescimento tem o potencial de reduzir os custos com o meio de produgdo das cianobactérias ja
que as fontes nitrogenadas possuem alto impacto em seu custo. Desenvolveu-se um bioprocesso
utilizando as melhores estratégias (aumento da concentragdo inicial de biomassa, conducao do
bioprocesso por batelada alimentada, controle do pH do bioprocesso e mixotrofia) de forma
sinérgica e inovadora. A inserc¢ao do glicerol bruto residual permitiu o estabelecimento de uma
cultura mista de Arthrospira (Spirulina) platensis e bactérias heterotroficas. As bactérias
cresceram em produtividade volumétrica de biomassa de 0,435+0,004 g.L''.d"! e tiveram um
acimulo de biopolimeros maximo e terorico de 49+7% da biomassa. J& a A. platensis foi
produzida em produtividade de 0,226+0,005 g.L"!.d"!, e teve alta importancia na produgio de
pigmentos de alto valor agregado (ficocianina, 84.2+2.8 mg.g™! e carotenoides totais, 1,62+0,18

mg.g!. Houve a assimilagdo de nitrogénio amoniacal proxima de 600 mg.L™! em apenas 8 dias



de bioprocesso. No oitavo dia, o bioprocesso encontrava-se estavel, com um consumo diario de
nitrogénio amoniacal de 100 mg.L'.d"! e em eficiéncia de remocio de 100%. Nio houve
presenca de nitrito e nitrato no meio apds o bioprocesso cujas condigdes sao promissoras, em
comparacdo aos resultados recém-publicados na literatura, para serem avaliadas por outras
espécies de microalgas com produ¢ao de outros compostos de interesse industrial. Sendo assim,
o bioprocesso desenvolvido mostrou-se atrativo para biorremediagdo dos efluentes industriais

sob o ponto de vista econdmico e ambiental.

Palavras-chave: Nitrogénio amoniacal. Cianobactéria. 4. platensis. Polihidroxialcanoatos.

Glicerol bruto residual.



ABSTRACT

SCHELIGA, C. G. Desenvolvimento de um bioprocesso para biorremediagdo do nitrogénio
amoniacal de efluentes com produgdo de biopolimeros por cianobactérias e bactérias
heterotroficas. 217 f. Tese (Doutorado em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, 2022.

Even after anaerobic digestion of leachate, municipal effluents and various agro-
industrial effluents (distilleries, cattle, swine, poultry, and buffalo) it is reported that
ammoniacal nitrogen concentrations above 800 mg.L"! may be present in these effluents. The
high concentration of ammoniacal nitrogen in these effluents leads to eutrophication of water
bodies if there is no efficient and viable treatment process. Nowadays, there is a search for an
efficient and economically viable process for the bioremediation of ammoniacal nitrogen from
effluents. Through the metabolic versatility of cyanobacteria, this nitrogen source can be used
and removed, producing  carotenoids,  phycobiliproteins and  biopolymers
(polyhydroxyalkanoates) of industrial interest. The challenge to make it viable is the toxicity of
ammoniacal nitrogen to cyanobacteria. Recent studies have shown that the insertion of an
organic source in the ammoniacal medium reduces the toxicity of ammoniacal nitrogen to
cyanobacteria due to the greater independence of their photosynthetic apparatus affected by the
toxicity of ammoniacal nitrogen. Thus, the present study was innovative in proposing the
application of residual crude glycerol from biodiesel production with its use as an organic
source for bioremediation of industrial effluents by cyanobacteria. In addition, the use of
industrial effluents as a source of nitrogen for their growth has the potential to reduce the costs
of the cyanobacteria production medium, since the nitrogen sources have a high impact on their
cost. A bioprocess was developed using the best strategies (high initial biomass concentration,
conduction of the bioprocess by fed batch, control of the pH of the bioprocess and mixotrophy)
in a synergistic and innovative way. The insertion of residual crude glycerol allowed the
establishment of a mixed culture of Arthrospira (Spirulina) platensis and heterotrophic
bacteria. The bacteria grew at a volumetric biomass productivity of 0.435+0.004 g.L!.d"! and
had a maximum and theoretical biopolymer accumulation of 49+7% of the biomass. 4. platensis
was produced at a productivity of 0.226+0.005 g.L'.d"!, producing high value-added pigments
(phycocyanin, 84.2+2.8 mg.g”!' and total carotenoids, 1,62+0.18 mg.g™!). The assimilation of

ammoniacal nitrogen was close to 600 mg.L™! in just 8 days of bioprocess. On the eighth day,



the bioprocess was stable, with a daily consumption of nitrogen ammoniacal concentration of
100 mg.L'.d"! and removal efficiency of 100%.There was no presence of nitrite and nitrate in
the medium after the bioprocess whose conditions are promising, compared to the results
recently published in the literature, to be evaluated by other species of microalgae with
production of other compounds of industrial interest.Therefore, the developed bioprocess

showed to be attractive for bioremediation of industrial effluents from an economic and

environmental point of view.

Keywords: Ammoniacal nitrogen. Cyanobacteria. A. platensis. Polyhydroxyalkanoates.

Residual crude glycerol.
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Grafico 59 — Teste de homogeneidade das variancias dos dados do parametro total de
nitrogénio amoniacal removido do experimento de avaliagao da influéncia da inser¢ao
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de interesse industrial
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Grafico 67 — Teste de Tukey dos dados do parametro produtividade em biomassa de 4.
platensis do experimento de avaliagdo da influéncia da insercao de glicerol bruto
residual e da suplementacdo de nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis,
assimilagdo de nitrogé€nio amoniacal e producdo de compostos de interesse industrial
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Grafico 68 — Teste de normalidade dos dados do pardmetro concentracdo final de
bactérias heterotroficas do experimento de avaliagdo da influéncia da inser¢dao de
glicerol bruto residual e da suplementacdo de nutrientes no crescimento de Arthrospira
platensis, assimilagao de nitrogénio amoniacal e producdo de compostos de interesse
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Grafico 78 — Teste de normalidade dos dados do parametro Ficocianina na biomassa
(mg.g!') do experimento de avaliacdio da influéncia do aumento de escala do
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28

INTRODUCAO

O lixiviado de aterro sanitario, assim como os efluentes municipais, de destilarias e
diversos efluentes agroindustriais (bovinocultura, avicultura, criagdo de bufalos, suinocultura,
etc.) sdo tratados por digestdo anaerobica visando reduzir a carga organica do efluente. No
entanto, durante a digestdo anaerdbica, efluentes que podem conter 1.000-3.000 mg.L! de
nitrogénio amoniacal sdo produzidos. Para evitar a eutrofizagdo dos corpos hidricos, a
legislacdo brasileira define 20 mg.L"! como a concentragdo aceitdvel de nitrogénio amoniacal
em efluentes industriais (CONAMA, Resolucao n° 430 de 13 de maio de 2011). Ainda assim,
0S processos economicamente viaveis para remover as elevadas concentracdes de nitrogénio
amoniacal desses efluentes estdo atualmente em desenvolvimento (MEEGODA et al., 2018;
NAN et al., 2019; SEKINE et al., 2020; SCHELIGA; TEIXEIRA; CALDERARI, 2021).

Assim, ¢ necessario desenvolver estratégias para obter um processo viavel para remog¢ao
de nitrogénio amoniacal desses efluentes tratados por digestdo anaerobica. De acordo com
Tzanakakis et al. (2021), garantir a qualidade dos recursos hidricos ¢ o principal desafio do
século XXI para a longevidade da sociedade no planeta, pois a escassez de recursos hidricos
potaveis ja afeta a saude de 4 bilhdes de pessoas no mundo (TZANAKAKIS;
PARANYCHIANAKIS; ANGELAKIS, 2020).

O processo biologico mais tradicional para remoc¢do de nitrogénio amoniacal de
efluentes ¢ a nitrificagdo-desnitrificacdo sequencial. A nitrificagdo consiste na oxidagdo do
amonio a nitrito seguida pela oxidagdo do nitrito a nitrato por bactérias nitrificantes autotroficas.
Posteriormente, no processo de desnitrificacdo, as bactérias heterotroficas desnitrificantes
reduzem o nitrato e produzem N> por meio de reagdes sequenciais (AKIZUKI et al., 2020;
RAHIMI; MODIN; MIJAKOVIC, 2020; SENA et al., 2021).

Devido as diferengas no tipo de metabolismo desses microrganismos envolvidos,
geralmente sdo necessarios diferentes reatores para o tratamento do efluente. Além disso, a
aeragdo necessaria na etapa de nitrificacdo e a adicao de metanol na desnitrificacao heterotréfica
aumentam significativamente os custos operacionais. Posteriormente, melhorias relevantes
foram alcangadas com o desenvolvimento da nitrificagdo parcial (produgdo de nitrito) seguida
do processo anammox com a producao de N> (RAHIMI; MODIN; MIJAKOVIC, 2020;
SALBITANI; CARFAGNA, 2021).

E importante destacar que esse processo bioldgico pode demandar entre 30-100 dias

para a aclimatacao dos microrganismos ao efluente e para aumentar a eficiéncia de remocao do
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nitrogénio amoniacal. Além disso, hd uma alta producdo desses micro-organismos durante a
biorremediacdo do nitrogénio amoniacal de efluentes e seu destino ¢ preocupante para as
industrias (CONNAN et al., 2018; SHAO et al., 2018; ZENG et al., 2018 SHEN et al., 2020).

Diante disso, os métodos biologicos utilizando cianobactérias tém sido estudados como
uma alternativa para a biorremediacao de nitrogénio amoniacal de efluentes. As cianobactérias
consomem o nitrogénio amoniacal e convertem essa fonte de nitrogénio diretamente em
proteinas e na producao de biomassa. Isso faz com que nao haja a produgdo de nitrato e nitrito
como intermediarios. E possivel, dessa forma, tratar o efluente em um tnico reator e simplificar
o bioprocesso. Além disso, a producao das cianobactérias envolvidas no bioprocesso durante o
tratamento do efluente ndo ¢ um problema para as industrias, pois os seguintes produtos de
interesse industrial podem ser extraidos dessas biomassas: pigmentos de elevado valor
agregado, como ficobiliproteinas ($ 500/kg) e carotenoides ($ 3,00-$ 25,00/mg), proteinas para
fertilizantes de liberagdo controlada e biopolimeros (polihidroxialcanoatos) para produgdo de
plasticos biodegradaveis (LIMA et al., 2018; LIU et al., 2018; RAHIMI; MODIN;
MIJAKOVIC, 2020).

O obstéaculo para remocao do nitrogénio amoniacal de efluentes por cianobactérias ¢ a
toxicidade do nitrogénio amoniacal para esses micro-organismos. Quando a concentragdo de
amonia predomina no equilibrio entre amdnia e amonio, a amonia se difunde através das
membranas celulares e atinge o tilacdide. A elevada concentracdo de amodnia no tilacdide
prejudica o aparato fotossintetizante da cianobactéria. A concentragao de amonia livre € elevada
no meio quando o pH aumenta ao longo do cultivo, sendo o principal pardmetro a ser controlado
no bioprocesso como estratégia para diminuir a toxicidade do nitrogénio amoniacal (DRATH
et al., 2008).

Estudos recentes tém demonstrado que a insercao de uma fonte de carbono organico no
meio amoniacal tem aumentado a independéncia do uso do aparato fotossintetizante (afetado
pela toxicidade do nitrogénio amoniacal) pelas cianobactérias para producao de energia. Isso
tem aumentado sua eficiéncia de remogao de nitrogénio amoniacal de efluentes (SANKARAN;
PREMALATHA, 2018; LI et al. 2019). Este estudo foi inovador ao avaliar o uso do glicerol
bruto, residual da producao de biodiesel, como fonte de carbono organico para estimular o
metabolismo mixotrofico das cianobactérias e aumentar sua assimilacdo de nitrogénio
amoniacal de meios amoniacais.

O Brasil esté entre os trés maiores produtores e consumidores de biodiesel do mundo.
Aproximadamente, o volume de glicerol bruto gerado ¢ 10% do volume de biodiesel produzido,

sendo gerado, no Brasil, cerca de 640 mil toneladas de glicerol bruto em 2020. A fonte de
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carbono ¢ o componente de maior custo do meio de producdo de cianobactérias. Utilizar um
residuo como fonte de carbono teria um aspecto favoravel sob o ponto de vista econdomico
(relacionado ao menor custo com o meio de producao) e ambiental ao sugerir um destino para
o glicerol bruto residual de biodiesel. Além disso, o segundo componente mais importante do
meio de produgdo de cianobactérias ¢ a fonte de nitrogénio por serem biomassas ricas em
proteinas. Dessa forma, haveria uma redugdo de custo com o meio de produgdo das
cianobactérias através da utilizagdo de fontes amoniacais disponiveis em efluentes industriais
(DE CARVALHO et al., 2019; CHILAKAMARRY et al., 2021; EPE; MINISTERIO DE
MINAS E ENERGIA, 2021).

O presente estudo teve como objetivo desenvolver um bioprocesso inovador para
remogao de nitrogénio amoniacal de meios amoniacais com glicerol bruto residual de biodiesel
por cianobactérias. Utilizou-se outras estratégias de forma sinérgica e inovadora de modo a
conter a toxicidade do nitrogénio amoniacal para cianobactérias: controle do pH, aumento da
concentragdo inicial de biomassa (MARKOU et al., 2014); mixotrofia (LI et al., 2019) ¢
conducao por batelada alimentada (SOLETTO et al., 2005; MARKOU, 2015b). A primeira
hipoétese do presente estudo € que a sinergia entre as estratégias mencionadas em um Unico
bioprocesso implica em um aumento da eficiéncia da remocdo do nitrogénio amoniacal pelas
cianobactérias.

Outro aspecto importante ¢ que a mixotrofia também induz a produc¢do de compostos
de reserva de energética, como os biopolimeros precursores da produgdo de plasticos
biodegradaveis, pelos micro-organismos produtores. Porém, o aspecto dificultoso para
estimular a producao dos biopolimeros durante a biorremediag¢ao do nitrogénio amoniacal € que
baixas concentragdes de nitrogénio sdo necessarias para o acumulo de polihidroxialcanoatos
pelas cianobactérias (PHALANISONG; PLANGKLANG; REUNGSANG, 2021). Nesse
sentido, a segunda hipdtese do presente estudo consiste no suprimento de nitrogénio amoniacal
por batelada alimentada para os micro-organismos cultivados em um inéculo elevado favorecer
o acumulo de biopolimeros. Ao se utilizar um inoculo elevado, concentragdes cada vez maiores
de nitrogénio amoniacal podem ser alimentadas no sistema e ainda assim ser uma concentragao
limitante para os micro-organismos. Isso pode ser entendido pelo fato de haver muitas células
competindo pela fonte nitrogenada.

A terceira hipotese ¢ a das bactérias heterotroficas, que cresceriam junto as
cianobactérias mediante a presenca da fonte organica, também produzirem componentes acidos
capazes de diminuir o pH do meio e favorecer a prevaléncia de amonio em relagao a amdnia.

Essa seria uma forma de baixo custo de controlar o pH do sistema e diminuir a toxicidade da
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amonia para os micro-organismos envolvidos na biorremediagdo do nitrogénio amoniacal.
Sendo assim, o objetivo central do trabalho ¢ desenvolver um bioprocesso econdmico para
biorremediacdo do nitrogénio amoniacal de meios amoniacais por cianobactérias e bactérias
heterotroficas, em presenga de glicerol bruto residual, com producdo concomitante de

biopolimeros e outros pigmentos de interesse industrial.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Métodos fisico-quimicos convencionais para remocao do nitrogénio amoniacal de

efluentes industriais e suas implicacoes

1.1.1 Efluentes com elevada concentracio de nitrogénio amoniacal

Em relacdo as etapas geralmente necessarias para adequabilidade de efluentes, apds o
tratamento preliminar, que visa a transformacdo de objetos de maior tamanho em particulas
menores para posterior separagdo, ¢ realizado o tratamento primario. Nessa etapa, os solidos
suspensos € compostos organicos sao removidos parcialmente dos efluentes por processos de
coagulacdo e floculagdo. Posteriormente, ¢ realizado o tratamento secundério que consiste na
redu¢do da matéria organica biodegradavel até niveis aceitaveis de demanda bioquimica de
oxigénio (DBO) por processos bioldgicos, através da agdo de micro-organismos que
metabolizam esses compostos organicos (RAZZAK et al., 2017)

No entanto, na producao de aves, bovinos, bufalos e suinos, por exemplo, pelos animais
possuirem uma dieta rica em proteinas, em que entre 50 a 80% da fonte nitrogenada ¢ excretada,
faz com que haja, no efluente, elevadas concentragdes de ureia e acido urico (aproximadamente
70% do efluente). Esses compostos excretados sdao metabolizados durante o tratamento
secundario e convertidos a nitrogénio amoniacal, presente em elevadas concentragdes
(WL ESINGHE, 2017; FUCHS et al., 2018)

Dessa forma, além do nitrogénio amoniacal estar presente em elevadas concentragdes
no efluente do cultivo de bovinos, aves, bifalos e suinos (podendo haver mais de 1000 mg.L!
de nitrogénio amoniacal), essa fonte nitrogenada também estd presente em elevadas
concentragdes no lixiviado de aterro sanitario, como também, em efluentes municipais e de
destilarias. Elevadas concentragdes de nitrogénio amoniacal em efluentes levam a eutrofizagado
dos corpos hidricos, que consiste no favorecimento do crescimento de plantas e algas no
ambiente de descarga, o que leva a queda da concentracdo de oxigénio dissolvido nos corpos
hidricos e a mortandade de peixes, micro-organismos e demais organismos por hipdxia
(KOUTRA; GRAMMATIKOPOULOS; KORNAROS, 2017; RAZZAK et al., 2017). Visando
evitar tal problematica, no Brasil, a Resolu¢ao 430 de 2011, do CONAMA estabelece limites

para concentragao de nitrogénio amoniacal nos efluentes industriais dependendo de suas
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caracteristicas, sendo de 20 mgN.L"! o limite permitido para concentragio de nitrogénio

amoniacal.

1.1.2 Tratamentos quimicos e fisico-quimicos para remoc¢ao do nitrogénio amoniacal de

efluentes

Os processos fisico-quimicos com potencial de uso como tratamento terciario para
remocao de N-amoniacal em efluentes, como, por exemplo, o uso de membranas ou adsor¢ao
em zeolitas, possuem viabilidade ainda limitada pelo custo elevado. Um processo fisico-
quimico convencionalmente utilizado para remog¢dao do nitrogénio amoniacal de efluentes
consiste na precipitacdo quimica através formagao da estruvita (NH4sMgPO4,6H>0). Para que
ocorra a reacdo, compostos quimicos sao adicionados no efluente, para que haja a propor¢ao
adequada entre nitrogénio, magnésio e fosforo, além de NaOH, para que se obtenha o pH
necessario para reagdo. Entretanto, Sena et. al. (2021) aborda a complexidade do custo
operacional envolvido nesse processo além de sérios impactos ambientais decorrentes da adi¢ao
dos quimicos e do destino da estruvita que ¢ formada durante o processo (MOHD

UDAIYAPPAN et al., 2017; SENA et al., 2021).

1.2 Tratamentos biologicos convencionalmente utilizados para biorremedia¢io do

nitrogénio amoniacal de efluentes

1.2.1 Nitrificacao e desnitrificaciao

Devido as desvantagens previamente mencionadas dos métodos fisico-quimicos,
alternativas baseadas em processos bioldgicos t€ém sido amplamente estudadas e empregadas.
O processo biologico mais tradicionalmente utilizado para biorremediacdo do nitrogénio
amoniacal de efluentes consiste na nitrificagdo seguida da desnitrificagdo. A nitrificagdo
autotrofica ¢ realizada por micro-organismos quimioautotréficos. Inicialmente, ocorre a

oxidacdo do nitrogénio amoniacal a nitrito através das bactérias oxidantes de amonia em um
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processo aerdbico. O nitrito ¢ posteriormente oxidado a nitrato pelas bactérias oxidantes de
nitrito (Figura 1A). As bactérias desnitrificantes, por sua vez, em reagdes sequenciais, em
heterotrofia e anaerobiose, reduzem o nitrato até a produgao de N2 As bactérias oxidantes de
amonia sdo constituidas majoritariamente pelos seguintes géneros Nitrosomonas,
Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosovibrio e Nitrosolobus enquanto os géneros Nitrobacter,
Nitrotoga, Nitrococcus, Nitrospira, Nitrospina, Nitrolancea sdo usualmente encontrados no
grupo das bactérias oxidantes de nitrito. Os géneros Pseudomonas e Bacillus sdo os mais
comumente encontrados entre as bactérias desnitrificantes (ARRIAGADA et al., 2017,

PISHGAR et al., 2019; RAHIMI; MODIN; MIJAKOVIC, 2020).

Figura 1 — Processos bioldgicos convencionais utilizados para biorremediacao do nitrogénio
amoniacal de efluentes
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Legenda: AMO ¢ a enzima amdnia monooxigenase; HAO: hidroxilamina oxidoredutase; NXR; nitrito
oxidoredutase.
Fonte: Adaptado de RAHIMI; MODIN; MIJAKOVIC, 2020.

Como os diferentes grupos de micro-organismos envolvidos na nitrificagdo e na
desnitrificagdo requerem diferentes condi¢des de cultivo, tais processos exigem uma elevada

tecnicidade por ser mais favoravel que haja reatores distintos para nitrificacdo e desnitrificacao.
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Isso aumenta, de forma significativa, o custo para o tratamento do efluente. Além disso, o
produto do crescimento das bactérias e seu destino sdo preocupantes para as industrias ja que
ndo ha vasta aplicacdo biotecnologica da biomassa produzida além de sua utilizacdo como
biofertilizante. Isso tem levado ao desenvolvimento de processos bioldgicos alternativos para
biorremediacao do nitrogénio amoniacal de efluentes (RAHIMI; MODIN; MIJAKOVIC, 2020;
CUI; CUL HUANG, 2021).

1.2.2 Nitrificaclo parcial seguida do processo Anammox

No processo de nitrificacdo parcial seguido da etapa Anammox, inicialmente, o
nitrogénio amoniacal ¢ oxidado parcialmente até a formacao de nitrito pelas bactérias oxidantes
de amoOnia em um processo aerobico. Posteriormente, o nitrogénio amoniacal remanescente no
efluente junto ao nitrito recém produzido ¢ convertido a N> pelas bactérias envolvidas no
processo anammox em autotrofia e anaerobiose. Esse processo € possibilitado pela repressao
das atividades metabdlicas das bactérias oxidantes de nitrito, que continuariam o processo de
nitrificagdo através da conversao do nitrito a nitrato. Os seguintes parametros t€m sido ajustados
para desfavorecer o crescimento das bactérias oxidantes de nitrito, Figura 2A: pH,7,5 a 8,5;
temperatura, maior que 25°C; oxigénio dissolvido, 1,5 mg.L™'; uso de inibidores como
cloridrato de hidroxilamina, aumento da concentracdo de compostos organicos, entre outros
(CONNAN et al., 2018; GUO et al., 2020; RAHIMI; MODIN; MIJAKOVIC, 2020; WU et al.,
2020).

Em comparacdo ao processo de nitrificacdo seguido da desnitrificagdo, o processo
anammox proporcionou avangos na biorremediacao do nitrogénio amoniacal de efluentes pelas
seguintes vantagens: ndo necessita de adicao de fonte de carbono organico; reducao de 80% da
producao de micro-organismos residuais (lodo) durante o processo; menor consumo de energia
e reducdo de 60% do consumo de oxigénio requerido durante o bioprocesso. As bactérias
usualmente envolvidas no processo anammox sdo das espécies Candidatus Brocadia
anammoxidans e Candidatus Kuenenia stuttgartiensis (RAHIMI; MODIN; MIJAKOVIC,
2020).
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Figura 2 — Nitrificacdo parcial seguida do processo Anammox
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Legenda: A supressdo do crescimento das bactérias oxidantes de nitrito como estratégia para favorecer a
nitrificacdo parcial seguida do processo anammox (A). Distribuicdo de plantas Anammox para o tratamento de

efluentes industriais ao redor do mundo em 2015 (B).
Fonte: Adaptado de RAHIMI; MODIN; MIJAKOVIC, 2020 (A); ALI; OKABE, 2015 (B).
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A principal desvantagem do processo anammox ¢ que, segundo a estequiometria da
reacdo, o nitrato ¢ formado como intermediario, podendo haver a conversio em nitrato
correspondente a 11% da carga de nitrogénio amoniacal presente no efluente. Tal fato faz com
que seja necessaria uma etapa posterior de desnitrificagdo para o processo. Ainda assim, em
2015, ja havia 114 instalacdes de larga escala para o tratamento de efluentes pelo processo
anammox ao redor do mundo, com a capacidade de tratamento de 134 toneladas de nitrogénio
por dia, Figura 2B (ALI; OKABE, 2015; CONNAN et al., 2018; GUO et al., 2020; RAHIMI;
MODIN; MIJAKOVIC, 2020; WU et al., 2020).

Rahimi et. al. (2020) relatam a presenca estimada de 100 mg.L™! de nitrogénio amoniacal
e 50 mg.L"! de nitrato em grande parte das plantas de tratamento de efluentes pelo processo
anammox. Além disso, a concentragao de fosfato presente no efluente pode inibir o processo
anammox, sendo necessario um pré-tratamento para sua remocdo. Ainda, o processo de
nitrificagdo pode acarretar na produgdo de 6xido nitroso, gas relacionado ao efeito estufa
(CONNAN et al., 2018).

Devido aos desafios ainda existentes decorrentes da biorremediacdo do nitrogénio
amoniacal de efluentes a partir do processo anammox, diversas alternativas tém sido propostas
tais como a nitrificacao heterotréfica simultanea a desnitrificagdo aerobica (ROUT; BHUNIA;
DASH, 2017; CUI; CUI; HUANG, 2021) a nitrificagdo parcial integrada a desnitrificacao
(ZENG et al., 2018a); a nitrificacdo parcial simultanea ao processo anammox (CONNAN et al.,
2018) e a nitrificagdo parcial simultdnea ao processo anammox e a desnitrificagdo
(ARRIAGADA etal., 2017; ZHANG et al., 2017).

Ainda que tais metodologias tenham sido propostas dada a diversidade metabolica dos
micro-organismos envolvidos nas diversas vias metabdlicas de assimilagdo do nitrogénio
amoniacal, ainda ¢ complexo o ajuste de diferentes condi¢cdes necessarias para o sucesso desses
bioprocessos. Isso faz com que ainda haja baixa eficiéncia de remog¢ao do nitrogénio amoniacal
ou com que sejam necessarios entre 30 e 200 dias para produgdo e aclimata¢do dos micro-
organismos envolvidos no bioprocesso. Além da biomassa produzida durante o tratamento nao
ter outras aplicagdes biotecnologicas além do potencial como biofertilizante (ARRIAGADA et
al.,2017; ZHANG et al., 2017; ROUT; BHUNIA; DASH, 2017, CONNAN et al., 2018; ZENG
et al., 2018; CUI; CUL; HUANG, 2021).
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1.3 Biorremediacio do nitrogénio amoniacal de efluentes por microalgas e cianobactérias

As microalgas sdo constituintes do fito plancton capazes de produzir diferentes
compostos de elevado valor agregado através de diferentes fontes nitrogenadas, fontes
inorganicas de carbono como CO: atmosférico e em presenca de luz. As cianobactérias sao
procariotas, também fazem parte do fito plancton e possuem tais caracteristicas previamente
citadas. Um processo biologico que tem o potencial de diminuir, ou at¢ mesmo eliminar, as
desvantagens dos tratamentos bioldgicos convencionais, consiste no tratamento de efluentes
com microalgas e cianobactérias. As microalgas e cianobactérias possuem uma grande
versatilidade metabolica, sendo reconhecidamente capazes de consumir diferentes fontes de
nitrogénio como, por exemplo, nitrito, nitrato e nitrogénio amoniacal (Figura 3A). As
microalgas e cianobactérias consumem o nitrogénio amoniacal para sintese de aminoacidos
(Figura 3B), incorporando a fonte nitrogenada em biomassa celular (TROSCHL; MEIXNER;
DROSG, 2017; ALVAREZ; OTERO, 2020; RAHIMI; MODIN; MIJAKOVIC, 2020).

Isso faz com que ndo ocorra a sintese de nitrito e nitrato intermediarios, como acontece
nos tratamentos bioldgicos convencionais para biorremediagdo do nitrogénio amoniacal de
efluentes. Como a assimilagdo do nitrogénio amoniacal é, normalmente, realizada por um tipo
de microalga ou cianobactéria e ndo ha a necessidade de outras espécies de micro-organismos
para remover formas intermediarias de nitrogénio produzidas, o tratamento pode ser realizado
em um unico fotobiorreator, o que simplifica a tecnicidade do tratamento do efluente e reduz
seu custo (MURO-PASTOR; FLORENCIO, 2003; ACIEN FERNANDEZ; GOMEZ-
SERRANO; FERNANDEZ-SEVILLA, 2018; SALBITANI; CARFAGNA, 2021).

O nitrogénio amoniacal ¢ assimilado pelas microalgas e cianobactérias através da via
GS-GOGAT (Figura 3B). O nitrogénio amoniacal ¢ utilizado pela enzima glutamina sintase
(GS) para realizar a amidagdo do glutamato e produzir glutamina em uma reacdo ATP
dependente. Posteriormente, a enzima glutamato sintase (GOGAT) catalisa a reducdo do
grupamento amida da glutamina a transferindo para o 2-oxoglutarato. Essa reagao gera duas
moléculas de glutamato, que ¢ utilizado em vias metabolicas posteriores para sintese de
aminodcidos e proteinas, havendo também a producdo de biomassa celular (MURO-PASTOR;

FLORENCIO, 2003; SALBITANI; CARFAGNA, 2021).



39

Figura 3 — Assimilacao de diferentes fontes de nitrogénio por microalgas
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Legenda: A diversidade de fontes de nitrogénio assimilaveis por microalgas (A). Via GS-GOGAT para assimilagio
de nitrogénio amoniacal e conversdo em aminoacidos. Onde: GS ¢ a enzima glutamina sintase ¢ GOGAT ¢ a
enzima glutamato sintase (B). Fonte Adaptado de: RAHIMI; MODIN; MIJAKOVIC, 2020 (A); Adaptado de

SALBITANI; CARFAGNA, 2021(B).

Outro aspecto promissor ¢ que quando os efluentes sdo tratados com microalgas e

cianobactérias nao ha a problematica da geracao de lodo (produto de crescimento do tratamento

biologico) ja que as biomassas de microalgas e cianobactérias sdo produtos biotecnoldgicos

ricos em compostos de interesse industrial. Produzem, por exemplo, acidos graxos utilizados

para produgao de biodiesel, proteinas para producao de fertilizantes, pigmentos de elevado valor
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agregado para producdo de tintas e polihidroxialcanoatos, biopolimeros promissores para
producdo de plasticos biodegraddveis (KOUTRA; GRAMMATIKOPOULOS; KORNAROS,
2017; MOHD UDAIYAPPAN et al., 2017).

As microalgas e cianobactérias possuem grande versatilidade em modos para obtengao
de energia, incluindo os metabolismos fotoautotréfico, heterotréfico e mixotrofico. A forma
mais comum para obtencdo de energia entre as espécies de microalgas e cianobactérias ¢ a
fotoautotrofia. A fotoautotrofia consiste na produgdo de energia por esses micro-organismos
através do consumo de fontes inorganicas de carbono como o CO» e da absorcao de luz durante
a fotossintese. Algumas espécies de microalgas e cianobactérias obtém energia através da
heterotrofia. A heterotrofia envolve a assimila¢do de carbono orgénico e a producao de energia
através da fosforilagao oxidativa acompanhada do consumo de oxigénio como aceptor final de
elétrons em auséncia de luz (PEREZ-GARCIA; BASHAN, 2015).

A mixotrofia ¢ quando as microalgas e cianobactérias sao capazes de utilizar de forma
simultanea fontes inorganicas de carbono como o CO; e organicas em presenga de luz. O gés
carbonico ¢ fixado durante a fotossintese de forma simultanea ao consumo de fontes organicas
de carbono metabolizadas durante a respiragao aerdbica. Algumas espécies também crescem
alternando entre o modo fotoautotrofico e heterotrofico. Essa grande diversidade entre as
formas para obtencdo de energia pelas microalgas e cianobactérias faz com que possam ser
desenvolvidos diferentes tipos de bioprocessos, com disponibilidade ou auséncia de luz,
podendo ser utilizados fotobiorreatores ou reatores em tanque agitado (PEREZ-GARCIA;
BASHAN, 2015).

As microalgas e cianobactérias diversificam os compostos de interesse industrial
produzidos de acordo com a forma utilizada para produgdo de energia. A indugdo ao
metabolismo fotoautotrofico estimula a sintese de pigmentos de elevado valor agregado
enquanto a heterotrofia e a mixotrofia resultam em um aumento da sintese de compostos de
reserva energética como carboidratos, lipideos e biopolimeros (LI et al., 2019).

O principal obstaculo para a biorremediacdo do nitrogénio amoniacal de efluentes por
microalgas e cianobactérias ¢ a toxicidade da amodnia para esses micro-organismos. A presenca
de amodnia em relagdo ao ion amoénio, que compdem o nitrogénio amoniacal, ¢ dependente do
pH do meio. Como a constante de dissociagdo idnica (pKa) do nitrogénio amoniacal ¢ 9,25,
quando o meio possui um pH superior a esse valor tem-se o predominio de amonia no meio. A
amonia ¢ soluvel em lipidios e atravessa a membrana celular dos micro-organismos por difusao
facilitada, o que aumenta sua assimilacao, diferentemente do ion amonio. Drath e colaboradores

(2008) estudaram os mecanismos de toxicidade da amonia em cianobactérias utilizando



41

Synechocystis sp como modelo. A integridade do fluxo de energia e do metabolismo das
cianobactérias dependem diretamente das condi¢des de seus centros de reagdo, que mediam a
fotossintese, denominados fotossistemas I e II. Esses centros de reagao estdo localizados no
conjunto de membranas que compdem os tilacdides das cianobactérias (DRATH et al., 2008b;
SALBITANI; CARFAGNA, 2021).

Durante a fotossintese, ocorre o transporte de elétrons, mediado pela luz, nos
fotossistemas, resultando na oxidacao da agua, producao de O», reducdo do NADP+ a NADPH
(que proporciona a producao de carboidratos) e na fosforilagdo do ADP a ATP. Dessa forma,
como ndao ha um mecanismo regulatorio para controlar a assimilacdo da amoénia na célula,
elevadas concentragdes intracelulares de amonia podem ser alcancadas. Isso ocorre através do
aumento do transporte da amodnia através dos tilacéides (DRATH et al., 2008b; SHEVELA;
PISHCHALNIKOV; EICHACKER, 2013Db).

Como consequéncia, o gradiente de protons nos tilacoides ¢ afetado, assim como a
operacao dos fotossistemas I e II, prejudicando o fluxo de energia necessario para conversao
do ADP em ATP. Dessa forma, a producao de energia ¢ extremamente afetada, prejudicando a
fotossintese e reduzindo o crescimento celular das cianobactérias (DRATH et al., 2008;
MARKOU; MUYLAERT, 2016; TIAN et al., 2018).

Além disso, estudos recentes demonstram que a amdnia livre induz o estresse oxidativo
nas cianobactérias, o que leva ao acimulo intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS)
que danificam lipidios, DNA e proteinas. Esse consiste em outro fator que afeta
significativamente o crescimento celular das cianobactérias quando produzidas em elevadas
concentragdes de nitrogénio amoniacal (SHEN et al., 2020). Tal problematica levou a busca
por estratégias, no presente estudo, que poderiam ser utilizadas para diminuir a toxicidade do
nitrogénio amoniacal para as cianobactérias, visando possibilitar o desenvolvimento de um

bioprocesso para biorremediagdo do nitrogénio amoniacal pelas mesmas.

1.4 Estratégias recém utilizadas para diminuir a toxicidade do nitrogénio amoniacal para

cianobactérias

A estratégia mais imediata consiste no controle do pH do bioprocesso através da adi¢ao
de acidos no efluente, como por exemplo o acido cloridrico, com o intuito de manter o pH

inferior a 9,25 (pKa do nitrogénio amoniacal) e favorecer a presenca do ion amonio e diminuir
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a presenga de amodnia, que ¢ toxica para as cianobactérias. Por outro lado, devido aos grandes
volumes de efluentes a serem tratados essa estratégia requer um volume de 4cido que pode
inviabilizar a tecnicidade do bioprocesso e elevar o seu custo (ARORA et al., 2021).

Baseando-se na grande diversidade entre as espécies de cianobactérias existentes, sendo
estimada a presenga de mais de 6.000 espécies, outra importante estratégia consiste na
realizacdo de analises comparativas, entre diferentes espécies de cianobactérias, quanto ao
crescimento e eficiéncia de remog¢ao de nitrogé€nio amoniacal, em elevadas concentragoes de
nitrogénio amoniacal. Com isso ¢ possivel obter o microrganismo mais adequado a ser utilizado
no bioprocesso para biorremedia¢do do nitrogénio amoniacal de efluentes (FRANCHINO et
al., 2013b; MASSA et al., 2017; TROSCHL; MEIXNER; DROSG, 2017).

A estratégia de aclimatagdo das cianobactérias, apesar de pouco estudada para essa
finalidade, pode ser também uma alternativa a ser considerada. Tian et al. (2018) e Wang et al.
(2018) propuseram a aclimatacdo de microalgas a meios com elevadas concentragdes de
componentes toxicos. A estratégia de aclimatagdo consiste no aumento da tolerancia através de
cultivos sucessivos da microalga em um aumento gradual das concentracdes do componente
toxico no meio a cada cultivo.

Markou et al. (2014) abordaram a estratégia de conduzir o bioprocesso com elevada
concentragdo inicial da espécie de cianobactéria utilizada. Ao utilizar um elevado inoculo ¢
esperado que mais células estejam disponiveis para consumir o nitrogénio amoniacal, de forma
mais rapida, até que se atinjam concentragdes nao toxicas para cianobactéria, levando ao
aumento da tolerancia do microrganismo ao nitrogénio amoniacal.

A estratégia de inserir fontes organicas de carbono no efluente aumentou a assimilacao
do nitrogénio amoniacal por microalgas em Li et al. (2019). Isso ocorreu a partir do estimulo
da microalga ao metabolismo mixotréfico. Tal fato pode ser explicado pela presenga da fonte
organica de carbono levar a uma maior independéncia do aparato fotossintetizante da microalga
para producdo de energia. Esse aspecto ¢ favordvel ja que a eficiéncia da fotossintese ¢
prejudicada nas microalgas e cianobactérias devido a toxicidade do nitrogénio amoniacal.
Muitos efluentes ja possuem fontes de carbono organico, no entanto, sua concentragao pode ser
diminuida devido a diluicdo necessaria do efluente no bioprocesso, sendo necessarias fontes
alternativas para suplementa¢do no efluente. Outro aspecto importante ¢ que o suprimento de
fontes organicas de carbono tem favorecido vias de producdo de compostos de reserva
energética com potencial biotecnologico como acidos graxos, para producao de biodiesel, e

biopolimeros, para produgdo de plasticos biodegradaveis, nas microalgas e cianobactérias
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respectivamente (RATNAPURAM; VUTUKURU; YADAVALLI 2018; WANG; PRASAD;
HIGGINS, 2019; PHALANISONG; PLANGKLANG; REUNGSANG, 2021).

Outra importante estratégia consiste em mudar o modo de condugao do bioprocesso para
batelada alimentada. Ao invés de alimentar o sistema com toda concentracao de nitrogénio
amoniacal a ser consumida no inicio do cultivo da cianobactéria, como ocorre em batelada
simples, ocorre a inser¢ao da fonte de nitrogénio, em menor concentracao, porém em frequentes
alimentagcdes de acordo com a taxa de consumo do micro-organismo. Dessa forma,
concentracdoes de nitrogénio amoniacal menos toxicas para as cianobactérias podem ser
utilizadas no bioprocesso. Essa estratégia tem sido utilizada para aumentar a eficiéncia de
remocao do nitrogénio amoniacal de efluentes nos seguintes estudos: SOLETTO et al., 2005;
RODRIGUES et al., 2011; CRUZ-MARTINEZ et al., 2015b; MARKOU, 2015a; LI et al.,
20190.

Foi observado, durante o desenvolvimento do presente estudo, que muitas estratégias
eram utilizadas de forma isolada nos estudos existentes. Um exemplo ¢ o uso da mixotrofia
utilizando-se uma baixa concentracdao inicial de células (LI et al.,, 2019¢c); ou diferentes
bioprocessos conduzidos por batelada alimentada, porém, sem a suplementacdo de uma fonte
de carbono organica para as microalgas e cianobactérias (SOLETTO et al., 2005; RODRIGUES
etal., 2011; CRUZ-MARTINEZ et al., 2015a; MARKOU, 2015a). Dessa forma, na primeira
fase do primeiro estudo, buscou-se verificar qual estratégia seria mais adequada para favorecer
um bioprocesso conduzido por batelada alimentada para assimilacao de nitrogénio amoniacal
por cianobactérias. Inicialmente, comparou-se a eficiéncia de remog¢ao do nitrogénio amoniacal
entre trés espécies de cianobactérias em busca de uma espécie mais tolerante. Posteriormente,
a estratégia da aclimatacdo celular das cianobactérias foi comparada a outra de iniciar o
bioprocesso com uma elevada concentragdo inicial de células.

A melhor das estratégias comparadas foi utilizada no desenvolvimento do bioprocesso
na segunda fase do estudo, em juncdo a mixotrofia e a condugao por batelada alimentada. Dessa
forma, propos-se um bioprocesso com sinergia entre as estratégias e avaliou-se a hipdtese desse
bioprocesso aumentar a eficiéncia de remog¢ao do nitrogénio amoniacal pelas cianobactérias.
Na segunda fase do estudo, também foram avaliados os principais produtos de interesse
industrial produzidos pela biomassa da cianobactéria produzida. A razdo das cianobactérias
serem utilizadas no presente estudo para biorremediagdo do nitrogénio amoniacal de efluentes

junto ao seu potencial biotecnologico serdo explanados no topico a seguir.
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1.5 O potencial de cianobactérias para viabilidade da biorremediacio do nitrogénio

amoniacal de efluentes industriais: produc¢io de compostos de interesse industrial

Em relagdo a estudos realizados acerca do potencial biotecnologico de microalgas
cultivadas em efluentes, Abinandan e Shanthakumar (2015) e Cheng et al. (2019) listam
diversos exemplos de estudos com o objetivo de producao de acidos graxos para biodiesel a
partir de microalgas (ABINANDAN; SHANTHAKUMAR, 2015; CHENG et al., 2019). Além
disso, ja existem empresas estabelecidas que atuam com a tecnologia de tratamento de efluentes
por microalgas como, por exemplo, a Industrial Phycology (Reino Unido), além da Algae
Systems (EUA), que agrega valor a biomassa de microalgas como fertilizantes e a Eldorado
Biofuels (EUA), que produz biocombustiveis a partir de microalgas cultivadas em efluentes.

Os Dbiopolimeros precursores da producdo de plasticos biodegradaveis
(polihidroxialcanoatos) sdo majoritariamente produzidos por bactérias e cianobactérias,
havendo poucos relatos de sua producdo por microalgas (TROSCHL; MEIXNER; DROSG,
2017; ROJA etal., 2019). Alguns estudos relacionados a produgao de polihidroxialcanoatos em
micro-organismos cultivados em efluentes tém sido realizados (CHAKRAVARTY;
MHAISALKAR; CHAKRABARTI, 2010; TAMIS et al., 2014; MORGAN-SAGASTUME et
al., 2016; LAM et al., 2017; TAMANG et al., 2019).

No entanto, esses biopolimeros, nesses estudos, ndo sdo produzidos a partir de
cianobactérias, sendo produzidos por bactérias heterotréficas, ndo havendo, também, um
enfoque na remog¢ado de nitrogénio amoniacal dos efluentes nesses estudos. Diante do fato de
haver poucos estudos que avaliam o potencial de cianobactérias para a biorremediagdo do
nitrogénio amoniacal de efluentes, como também, da produ¢ao concomitante de biopolimeros,
o presente estudo teve o objetivo de avaliar se ambos os propositos poderiam ser alcancados
em um bioprocesso para biorremediacdo do nitrogénio amoniacal por cianobactérias.

Trés espécies de cianobactérias foram escolhidas para o presente estudo: Synechocystis
sp.; Arthrospira platensis e Spirulina labyrinthiformis. A primeira espécie citada foi escolhida
por Ansari e Fatma (2016) mencionarem ser uma espécie promissora para produgdo de
biopolimeros (polihidroxialcanoatos) a partir de um estudo comparativo entre diferentes
espécies de cianobactérias. Como ¢ possivel verificar na Figura 4D, a espécie Arthrospira
platensis possui maior tamanho em relacdo a Synechocystis sp. (Figura 4A). Isso favorece

processos menos custosos como a filtracdo para recuperacdo da biomassa produzida. E
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estimado que o custo para recuperacdo da biomassa represente de 20 a 30% do custo de sua
producdo, principalmente no caso de ser necessaria a centrifugacao (SINGH; PATIDAR, 2018).

Esse fato, além de satisfatorias produtividades volumétrica em biomassa, da producao
concomitante de pigmentos de elevado valor agregado, de biopolimeros e do elevado contetido
proteico foram indicativos para a utilizacdo de A. platensis no presente estudo (SARANRAJ;
SIVASAKTHI, 2014; ZHOU et al., 2018). A ultima espécie, Spirulina labyrinthiformis,
também ¢ filamentosa, sendo facil a sua separagao do meio de producao. A espécie também foi
escolhida por ndo ter havido, até entdo, relatos na literatura quanto ao seu potencial
biotecnoldgico. Isso exemplifica mais uma caracteristica inovadora do presente estudo. Em
seguida serdo explanadas as caracteristicas dos principais compostos produzidos por

Synechocystis sp. e Arthrospira platensis.

1.5.1 O Potencial biotecnologico de A. platensis: producio de ficobiliproteinas,

carotenoides e biopolimeros

A cianobactéria A. platensis ja € produzida em escala industrial. Atualmente, tem sido
comercializada como suplemento alimentar por seu elevado contetido proteico, podendo
alcangar entre 55 a 70% de proteinas totais na biomassa. Além disso, ¢ composta também por
cerca de 6 a 10% de lipidios, 20% de carboidratos, € rica em minerais (como, por exemplo, K,
Ca, Mg e Zn) e vitaminas (B1, B12, etc.), (VERNES et al., 2015).

Dentre as proteinas presentes na A. platensis, destacam se as ficobiliproteinas, que sao
pigmentos que proporcionam a fotossintese por atuar na absor¢do de luz, permitindo a
transferéncia de energia para o aparato fotossintetizante da cianobactéria (Figura 5). As
ficobiliproteinas sao classificadas em trés grupos: ficocianina (apresenta coloracao azul escuro),
ficoeritrina (coloracdo vermelho escuro) e aloficocianina, de coloracdo verde azulada

(VERNES et al., 2015).
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Figura 4 — Diversidade morfolégica de cianobactérias por microscopias de contraste
interferencial diferencial (DIC) e ilustracdo da producio em larga escala de Spirulina platensis

Created in BioRender.com bio

Legenda: (A) Synechocystis sp.; (B) Cyanosarcina sp.; (C) Calothrix sp.; (D) Arthrospira sp.; (E) Demonstragéo
da produgdo em larga escala de Spirulina platensis. Fonte: A, B, C ¢ D: Adaptado de TROSCHL et al., 2017.

Figura 5 — Organizacao do ficobilissoma em A. platensis
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Legenda: Os pigmentos ficocianina (PC), ficoeritrina (PE) e aloficocianina (APC) constituem o ficobilissoma, que
¢ um complexo macromolecular situado na superficie das membranas tilacoides, que absorvem luz (L) e
proporcionam a fotossintese em A. platensis.

Fonte: Adaptado de VERNES et al., 2015.

A ficocianina, ficoeritrina e aloficocianina possuem absor¢do maxima a 620 nm, 540

nm e 650 nm, respectivamente. Sdo pigmentos soliveis em agua, de facil extracdo e apresentam
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bastante fluorescéncia. Dentre as ficobiliproteinas a ficocianina ¢ a mais abundante e pode
representar 20% do peso seco da biomassa de A. platensis produzida. A ficocianina tem sido
utilizada amplamente nos setores de cosméticos e farmacéuticos devido as suas propriedades
anti-inflamatoérias. O mercado anual de ficocianina alcangou cerca de 5 a 10 milhdes de dolares
em 2015, sendo um pigmento de elevado valor agregado (US$ 500/Kg), (VERNES et al., 2015;
(LIMA et al., 2018).

Além das ficobiliproteinas, a A. platensis pode acumular cerca de 2% de sua massa seca
em clorofila. Esse acimulo em clorofila é cerca de 10 vezes maior em relacao a clorofila
produzida pelos vegetais terrestres, devido a elevada eficiéncia fotossintetizante das
cianobactérias. As cianobactérias também acumulam carotenoides como beta caroteno,
zeaxantina e beta criptoxantina (Figura 6). Os carotenoides sdo pigmentos naturais com
propriedades lipofilicas e possuem uma variedade em sua coloracdao: vermelha, laranja e
amarela. Esses pigmentos, quando purificados, possuem um elevado valor agregado (3-25%$/mg)
e sdo utilizados como corantes naturais no ramo alimenticio devido as suas propriedades

nutricionais (LIMA et al., 2018; MARZORATI et al., 2019).

Figura 6 — Carotenoides produzidos por Spirulina platensis
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Legenda: Estruturas dos carotenoides Zeaxantina, beta-criptoxantina e beta-caroteno

Fonte: Adaptado de MARZORATI et al., 2019.
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No entanto, como pode ser observado, as aplicagdes mais usuais das ficobiliproteinas e
dos carotenoides sdo ligadas ao ramo alimenticio, cosmético e farmacéutico. Como a proposta
do presente estudo envolve a produgdo de biomassa de A. platensis a partir de efluentes
industriais essas aplicagdes seriam restringidas. Por outro lado, devido a problematica
ambiental do uso de corantes sintéticos para fabricacdo de tintas, utilizadas no setor téxtil por
exemplo, hd uma crescente busca pelo uso de corantes naturais para essa finalidade (PATEL,
2011). Um exemplo ¢ a empresa americana Living Ink que produz embalagens com logomarcas
impressas a partir de tintas produzidas por microalgas. Outro exemplo consiste no Algaemy
Project, que ¢ um projeto que visa incentivar o uso, por empresas alemas, de pigmentos
produzidos por microalgas no setor téxtil.

Dessa forma, a produgdo de pigmentos por microalgas cultivadas em efluentes
industriais € promissora. Considerando o fato das ficobiliproteinas serem pigmentos proteicos,
uma elevada assimilagdo de nitrogénio amoniacal pode favorecer seu acimulo nas
cianobactérias. Além disso, seu percentual em proteinas totais favorece seu uso como
fertilizantes sustentaveis de liberagdo lenta. Outro potencial de A. platensis, como também da
Synechocystis sp. utilizada no presente estudo, ¢ a producdo de biopolimeros precursores da
produgdo de plésticos biodegradaveis. O potencial da producdo dos polihidroxialcanoatos
(biopolimeros) pelas cianobactérias serd explanado nos tdpicos a seguir (KOUTRA;
GRAMMATIKOPOULOS; KORNAROS, 2017; COSTA et al., 2018; KAEWDAM et al.,
2019).

1.6 A producio potencial de biopolimeros pelas cianobactérias: implicacdes do uso de

polimeros obtidos por rota petroquimica para producao de plasticos

Segundo Thakur et al. (2018), plasticos sdo polimeros sintéticos com diferentes tipos de
estrutura como poliestireno, polietileno, poliuretano, polipropileno, polietileno tereftalato,
poliolefinas, entre outros. Devido as propriedades dos plasticos obtidos por rota petroquimica,
como por exemplo, baixa densidade, durabilidade, baixo custo, serem facilmente moldaveis,
esses polimeros tém sido amplamente utilizados na sociedade, nos setores de eletronicos,
embalagem de materiais, agricultura e automobilistico, por exemplo. Por conta disso, o uso de

plésticos na vida cotidiana tem crescido em taxa significativa mundialmente: 1,65 a 311 milhdes
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de toneladas no periodo de 1950 a 2014, respectivamente. (THAKUR et al., 2018; LASKAR;
KUMAR, 2019).

Os plasticos que tém como matéria-prima os compostos fosseis desempenharam um
papel importante no estabelecimento de processos e produtos que transformaram a sociedade
moderna. Por outro lado, vém trazendo inimeros problemas ambientais como consequéncia de
sua baixa biodegradabilidade. Sua baixa biodegradabilidade ¢ consequéncia de suas
caracteristicas estruturais que dificultam a acdo das enzimas despolimerases, excretadas por
micro-organismos presentes nos meios onde sao depositados. Desta forma, podem permanecer
no ambiente por mais de 2000 anos e ja ocupam cerca de 20% do volume de aterros. Além
disso, ¢ estimado um actimulo nos oceanos de 4,8 a 12,7 milhdes de toneladas por ano e um
aumento de uma ordem de grandeza em 2025 (ROSTKOWSKI, 2012; BANO et al., 2017;
CORDIER; UEHARA, 2019).

Visando evitar tal problematica, as alternativas visando diminuir o acimulo de artefatos
plasticos ap6s seu consumo incluem a reciclagem, a pirdlise e a incineragao. Paises como Brasil,
que possuem a menor taxa de reciclagem entre os materiais que podem ser reciclaveis, ainda
ndo possuem uma gestao eficiente dos residuos solidos, sendo descartados inadequadamente,
agravando os impactos negativos destes materiais ao meio ambiente (CAMPOS, 2016;
OTTONI, 2016).

A pirdlise, apesar de ser uma tecnologia avancada de tratamento térmico e passivel de
ser aplicada para a degradagdo dos polimeros presentes nesses materiais plasticos, necessita de
uma gestao prévia e adequada desses residuos para separagdo desses compostos. Essa gestao
prévia ¢ necessdria ja que plasticos com diferentes caracteristicas podem afetar de forma
significativa as caracteristicas dos produtos desse processo (liquidos, solidos e gasosos). Além
disso, a pirélise demanda um elevado custo tanto operacional para o seu estabelecimento € uma
logistica ¢ necessaria para o transporte desses residuos. Esses fatores tém dificultado a
implementagdo da pirdlise em paises em desenvolvimento ou subdesenvolvidos. J& a
incineracdo desses polimeros faz com que seu processo de combustio resulte na liberacao de
clorodibenzodioxinas (dioxinas) e clorodibenzofuranos (furanos), componentes de elevada
toxicidade, sendo, inclusive, carcinogénicos (VANAPALLI et al., 2019).

Sendo assim, os impactos ambientais proporcionados pela sua utiliza¢ao, ao longo dos
anos, muitos irreversiveis, ¢ a instabilidade do preco do barril de petrdleo por fatores
geopoliticos, tém mobilizado ampla conscientizagdo nos setores académicos, sociais €
governamentais, resultando na busca pela inclusdo de meios mais sustentdveis nesta almejada

mudanga de paradigma. Desta forma, mudangas no inicio da cadeia produtiva de plésticos sdo
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necessarias, sendo a substitui¢do gradativa do uso de polimeros obtidos por rota petroquimica
por biopolimeros biodegraddveis uma promissora alternativa (MARTINS et al., 2014;
PAVLIUKH et al., 2020; FOUAD, 2022).

Os biopolimeros sdo polimeros sintetizados por diferentes tipos de organismos. Na
natureza, hd uma ampla variedade de biopolimeros com diferentes caracteristicas moleculares
e propriedades funcionais. Sdo categorizados em dois grupos abrangentes sendo biopolimeros
biodegradaveis ou nao biodegradaveis (NIAOUNAKIS, 2014; SMITH; MOXON; MORRIS,
2016).

Biopolimeros biodegradaveis podem ser definidos por suas caracteristicas estruturais
serem suscetiveis a a¢do enzimdtica de micro-organismos ou suscetiveis a degradacdo em
processos de fotodegradagdo, oxidacdo e hidrolise. Os biopolimeros decompdem-se,
principalmente em dioxido de carbono, metano e compostos inorganicos em um curto periodo
de tempo (em comparacdo ao longo periodo de degradabilidade dos polimeros petroquimicos).
Virios tipos de biopolimeros sdo produzidos a partir de fontes renovaveis a curto periodo, ao
contrario dos polimeros obtidos por rota petroquimica. Dentre esses, podem ser exemplificados
plésticos, produzidos a partir de biomassas agricolas, como acetato de celulose, ésteres de
amido, e o PLA (pléastico de polidcido lactico), produzido a partir de milho (VERMA;
FORTUNATI, 2019).

No entanto, o uso dessas biomassas agricolas, de alta importancia para a dieta alimentar
ou para a producao de biocombustiveis, faz com que o custo desses biopolimeros (produzidos
a partir dessas biomassas) seja influenciado pelo mercado desses produtos. Além disso, ha
preocupagdes que concernem o uso da area agriculturavel para estes fins. Outra preocupagao é
a intensa utilizagdo da dgua potavel, ja que a irrigacdo, nos paises desenvolvidos, ja consome
mais de 60% dos recursos hidricos disponiveis (VELASCO-MUNOZ et al., 2018; VERMA;
FORTUNATI, 2019).

Diante disso, os estudos que envolvem a produgdo de polihidroxialcanoatos (PHA) tem
se destacado. Os polihidroxialcanoatos sao biopolimeros que podem ser produzidos por micro-
organismos, como cianobactérias por exemplo, através do consumo de gas carbonico
atmosférico durante a fotossintese (COSTA et al., 2018c¢). Isso faz com que ndo haja, nesse
cenario, as implica¢des inerentes, mencionadas previamente, do uso de biomassas vegetais para

produgdo de biopolimeros.
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1.7 Principais caracteristicas dos polihidroxialcanoatos

Os polihidroxialcanoatos (PHA) sdo biopolimeros sintetizados por micro-organismos
em formas granulares e intracelulares como forma de armazenamento de energia. A estrutura
geral dos PHA pode ser visualizada na Figura 7. Ao se observar a Figura 7, quando a posi¢ao
“R” ¢ substituida por um radical metil, tem-se o poli-3-hidroxibutirato, P3HB (RAZA; ABID;
BANAT, 2018).

Este ¢ o PHA mais estudado e comercializado mundialmente por suas caracteristicas
termoplasticas e mecanicas serem muito similares as do polipropileno. Dependendo do nimero
de atomos de carbono presente na unidade monomérica, os PHA podem ser divididos em grupos
com polimeros de cadeia curta, quando a unidade monomeérica possui menos de cinco atomos
de carbono, polimeros de cadeia média, com 5 a 14 4tomos ou de cadeia longa com mais de 14
atomos. Justificado por tal variedade, mais de 150 diferentes tipos de mondmeros ja foram
observados quando sintetizados por diferentes micro-organismos (RAZA; ABID; BANAT,
2018).

Figura 7 — Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos

“100-30000
Tamanho da cadeia

Legenda: Dois principais exemplos de PHA podem ser demonstrados a seguir. Onde se n=1e¢ R=metil tem se poli
(-3-hidroxibutirato); se R = hidrogénio: poli (-3-hidroxipropionato).

Fonte: Adaptado de RAZA et al., 2018.

Esses biopolimeros sdo insoliveis em agua, possuem resisténcia a hidrolise, sendo
também resistentes a luz ultravioleta. Atingem profundidades em agua que facilitam sua
biodegradagao anaerobica em sedimentos. Os PHA, dependendo de suas caracteristicas
estruturais, sdo completamente degradados até agua e didoxido de carbono em condigdes

aerobicas ou metano e didxido de carbono em condi¢cdes anaerdbicas por micro-organismos
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produtores de PHA-depolimerases, presentes nos mais diversos ambientes. Em ambientes
aquaticos, tem sido reportada a biodegradabilidade em 254 dias, em temperaturas até 60°C. Os
PHA também sdo biocompativeis, o que caracteriza auséncia de produgao de compostos toxicos
resultantes da biodegradagao (ANJUM et al., 2016; RAZA; ABID; BANAT, 2018).

A temperatura de transi¢do vitrea dos PHA varia de -50 a 4°C. Essa propriedade ¢
importante para o processamento dos polimeros e suas posteriores aplicagdes, ja que consiste
em uma faixa entre o estado rigido ou fluido do polimero. Abaixo da temperatura de transi¢ao
vitrea, a energia disponivel € insuficiente para permitir a mobilidade coordenada das moléculas,
caracterizando sua rigidez. J4 acima dessa temperatura, hd mobilidade nas moléculas e
flexibilidade dos polimeros. A temperatura de fusdo varia de 40 a 180°C, enquanto outros
fatores como a temperatura de termodegradacdo variam de acordo com o tipo de polimero
produzido e a composi¢ao de sua unidade monomérica (RAZA; ABID; BANAT, 2018).

Em relagdo as possiveis aplicacdes, estima-se que os PHA possam ser utilizados na
produgdo de artefatos plésticos convencionais como frascos, filmes, recipientes, garrafas,
sacolas, emulsificantes, borrachas e itens de higiene descartaveis, por exemplo. Podem,
também, ser matéria prima para a producao de tintas e adesivos. Ressaltam-se, também, outras
diversas aplicagdes industriais, tais como transportadores biodegraddveis para liberagdo
controlada de fertilizantes, fungicidas, herbicidas e inseticidas, etc. Observa-se, com isso, nao
somente a disponibilidade de um vasto mercado para producao dos PHA, mas, principalmente,
a necessidade de uma maior inclusao de polimeros biodegradaveis na cadeia produtiva, como
resultado dos dados impactantes de acumulo dos plésticos petroquimicos (CAMPOS, 2016;

GARCIA, 2016; KUSHWAH; KUSHWAH; SINGH, 2016; LAM et al., 2017).

1.8 O estado da arte da producio dos polihidroxialcanoatos

Os polihidroxialcanoatos sdo produzidos e armazenados de forma intracelular por
diferentes espécies de bactérias, como forma de armazenamento de energia. Normalmente, sao
inclusdes esféricas, com diametro de 0.2-0.7 pum, envoltas por membranas compostas por,
aproximadamente, 2% de proteinas e 0,5% de lipidios (RAZA; ABID; BANAT, 2018;
ARUMUGAM, 2020).

O Poli(3-hidroxibutirato), tipo de PHA mais conhecido e estudado, foi o primeiro a ser

descoberto, em 1926, pelo microbiologista Maurice Lemoigne do Instituto Pasteur em Paris.
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Durante os 30 anos seguintes, havia interesse em pesquisas acerca de métodos para estimar a
concentragdo dos PHA produzidos e as melhores condi¢des para o cultivo dos microrganismos
produtores. Nos anos 70, houve pesquisas e insercoes de patentes referentes a diferentes
processos de produgao de PHA. Atualmente, estima-se que microrganismos de mais de 90
géneros sejam capazes de acumular esses poliésteres (ALBUQUERQUE; MALAFAIA, 2018).

A Tabela 1.1, adaptada de Albuquerque e Malafaia (2018) e Costa et al. (2019),
exemplificam aciimulos de polihidroxialcanoatos obtidos por diferentes espécies de bactérias e
cianobactérias, em diferentes condi¢gdes utilizadas para producdo de biomassa. Pode-se
observar que resultados proximos a 80% de acimulo podem ser alcangados por determinadas
espécies produtoras em metabolismo heterotrofico. Diante disso, atualmente, a producdo de
polihidroxialcanoatos ja se encontra em escala comercial, sendo produzidos e comercializados

por diferentes empresas.

Tabela 1.1- Exemplos de estudos acerca do acimulo de PHA por microrganismos em diferentes
condigoes de cultivo

Grupo Microreanismo Condic¢do de cultivo e Acumulo Referéncia
P & fonte de carbono (%) bibliografica
Adicdo de glicerol bruto e ]
Cupriavidus necator hidrolisado de farinha de 556 GARCIA et al.,
P colza. Cultivo em batelada ’ 2013
alimentada
Cupriavidus . Adicdo de glicose. Cultivo ZHANG et al.,
necator geneticamente . 77,4
. em batelada alimentada 2015
modificada
A
Zobellella Adicio de glicerol. Cultivo IBRAHIM,
o . 66,9 STEINBUCHEL,
denitrificans em batelada alimentada 2009
Adicdo de soro de queijo.
E. coli geneticamente  Cultivo em  batelada
modificada alimentada em limitagao de 80 KIM, 2000
oxigénio
Synechococcus sp. Qultlvo em deficiéncia (je NISHIOKA et
MA19 fosforo, aerado em Z.A) 55 al. 2001
(v/v) de COz a 100 mL/min °
B
Spirulina platensis Adicdo de acetato ¢ CO» 10 TOH et al., 2008
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s " fis s Cultivo em deficiéncia de 1 PANDA et al.,
VRECROCYSHS SP. fosforo e nitrogénio 2006

Cultivo agitado por
Nostoc muscorum aeracdo e em deficiéncia de 69
fosforo

BHATI;
MALLICK, 2015

Cultivo agitado por
Spirulina sp. LEB-18  aeracdo e em deficiéncia de 12
nitrogénio

COSTA etal.,
2018

Legenda: Grupo A ¢ constituido por bactérias e Grupo B por cianobactérias. O acimulo (%) corresponde ao peso
de PHA/peso de biomassa. Fonte: Adaptado de ALBUQUERQUE & MALAFAIA, 2018 e COSTA et al., 2019.

As seguintes empresas produtoras de PHA sdao exemplificadas: Bio-on (Italia),
Biological Mate-rial Polyone (China), Ianjin Green Bioscience Co. (China), Ltd., Jiangsu
NantianGroup (China), Metabolix (EUA), Procter & Gamble Co., Ltd. (EUA) e Goodfellow
Cambridge, Ltd., empresa situada no Reino unido (ALBUQUERQUE; MALAFAIA, 2018).
No entanto, plasticos constituidos de polihidroxialcanoatos ainda apresentam custo cerca de
cinco vezes mais elevado (US$2.25-2.75/b) do que plasticos compostos por polipropileno.

Justifica-se esse custo elevado para producdo pelos PHA serem produzidos
comercialmente por bactérias heterotroficas, que requerem fontes de carbono custosas como
glicose, por exemplo, em elevadas quantidades, como também sais minerais. Esse fator ¢
responsavel por aproximadamente 50% dos custos totais necessarios para produgdo dos PHA.
Dessa forma, quando comparada a producao de plasticos produzidos por polimeros obtidos em
rota petroquimica, a produgdo de polihidroxialcanoatos ainda ¢ limitada por seu custo elevado
(KOURMENTZA et al., 2017; COSTA et al., 2019).

Além disso, essas fontes de carbono organico (como glicose por exemplo), utilizadas
para produgdo de bactérias produtoras de PHA, sdo obtidas a partir de biomassas agricolas,
sendo seu uso atrelado a problematica, mencionada previamente, da utilizacdo de biomassas
agricolas para essa finalidade. Dessa forma, estratégias para produ¢ao de PHA em meios de
baixo custo, principalmente relativo ao valor da fonte de carbono utilizada, sdo essenciais para
manter a viabilidade econdmica de sua producdo. Nesse contexto, a producdo de PHA a partir
da producdo de cianobactérias tem sido proposta. Justifica-se a produ¢do de PHA por
cieanobactérias por serem capazes de produzir PHA, utilizando fontes de carbono inorgénicas

menos custosas, como CO» atmosférico (MEIXNER et al., 2018; COSTA et al., 2019).
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Recentemente, alguns estudos tém sido publicados acerca da producdao de
polihidroxialcanoatos por micro-organismos heterotroficos cultivados em efluentes industriais.
Os estudos de Heepkaew e Suwannasilp (2020), Almeida et al. (2021); Conca et al. (2020);
Mulders et al. (2020) e Passanha et al. (2013) alcangcaram acumulos promissores de PHA na
biomassa produzida de 21,8%; 30,8%; 46,8%; 61%e 90%, respectivamente. No entanto, nesses
estudos, ndo hd um bioprocesso desenvolvido para remog¢do concomitante de nitrogénio
amoniacal em elevadas concentragdes. Isso faz com que sejam necessarios estudos que aliem
as duas propostas. Para que o bioprocesso do presente estudo pudesse ser desenvolvido foi
necessario entender a rota metabolica da producdo dos PHA pelas cianobactérias e os fatores
influentes para o aumento do seu acimulo em PHA. Ambas as abordagens serdo explanadas

nos topicos a seguir.

1.9 Principais aspectos de um bioprocesso para producido de polihidroxialcanoatos e

principais rotas metabdlicas envolvidas em sua producio por cianobactérias

A produgao de polihidroxialcanoatos envolve varias etapas, resumidas na Figura 8, que
representa um exemplo de bioprocesso que pode ser utilizado para producao de PHA.
Inicialmente, ocorre o ajuste de pardmetros influentes para o crescimento da biomassa celular
e para o acimulo de PHA. Podem ser exemplificados como pardmetros a disponibilidade de luz
e o tipo de fonte de carbono utilizada para produgdo, ja que influenciam na producao de
biomassa por metabolismo autotréfico, heterotrofico ou mixotréfico (ALBUQUERQUE;
MALAFAIA, 2018).

Numa primeira etapa ¢ produzida biomassa em menor escala, para obtencao de indculo
para posterior producdo de biomassa e PHA em maior escala. Apds a produgao da biomassa
nesta maior escala ¢ necessario que haja um processo eficiente para separagao da biomassa do
meio de producdo utilizado, como a filtragdo por exemplo. Apds a recuperacao da biomassa e
sua secagem, ¢ necessaria a ruptura celular, para proporcionar a extragdo dos
polihidroxialcanoatos, por métodos quimicos, enzimaticos ou fisico-quimicos. Apesar do uso
de solventes organicos como cloroféormio serem tradicionalmente utilizados para posterior
solubilizacdo dos PHA (entre 60-80°C), iniciativas vém crescendo em alguns estudos, que

avaliam a utilizacdo de compostos alternativos e menos toxicos para extracdo desses
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biopolimeros. Ap6s o processo de solubilizagdo e extragdo dos PHA ocorre a evaporagdo do
solvente. Posteriormente, utiliza-se dlcoois para precipitagdo dos biopolimeros de modo a
possibilitar sua recuperacao, posterior, por secagem (COSTA et al., 2018; JIANG et al., 2018;
MANNINA et al., 2020).

Figura 8 — Esquema de um bioprocesso para produgao de polihidroxialcanoatos a partir de

cianobactérias
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Legenda: Resumo das principais etapas envolvidas de um bioprocesso para producdo de polihidroxialcanoatos a
partir de cianobactérias.
Adaptado de: ALBUQUERQUE; MALAFAIA, 2018 e KAMRAVAMANESH; LACKNER; HERWIG, 2018.
De modo a se obter um maior acimulo de PHA por cianobactérias ¢ necessario um
entendimento da bioquimica de producao de polihidroxialcanoatos pelas mesmas e os fatores
influentes para sua producao. Um dos pardmetros que favorece a via metabdlica para producao
de polihidroxialcanoatos em cianobactérias ¢ a limitagcdo nutricional no meio de cultivo.
Principalmente, quando se atinge concentragcdes baixas (limitantes) de nitrogé€nio. Nessas
condi¢des, no entanto, ndo ha favorecimento de vias metabolicas que culminam em sintese de
proteinas e, consequentemente, em producdo de biomassa celular. Diante disso, pode haver
acumulo favordvel de polihidroxialcanoatos em baixas concentra¢des de biomassa celular

produzidas (TROSCHL et al., 2017).
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Em concentragdes limitantes de nitrogénio, ha uma queda da concentracio de coenzima
A e anecessidade de equilibrar a concentragado intracelular das formas reduzidas e oxidadas de
NADP+, o que favorece, portanto, vias de sintese de PHA (Figuras 9 ¢ 10). O metabolismo de
poli-3-hidroxibutirato (P3HB), tipo de PHA produzido por cianobactérias, € iniciado na fase
escura da fotossintese, em presenca de fontes organicas de carbono produzidas na fase clara da
fotossintese, oriundas do ciclo de Calvin-Benson, Figura 10 (COSTA et al., 2018a; COSTA et
al., 2018b; COSTA et al., 2019).

Esse ciclo ¢ favorecido pelarazao ATP/NADPH de 1,5, o que justifica a presenga dessas
vias metabolicas alternativas em microrganismos fotoautotréficos, de modo a manter a razao
favoravel entre ATP e NADPH. A biossintese de poli-3-hidroxibutirato (P3HB) tem como
precursor a molécula acetil-coenzima A, ocorrendo em trés estagios (Figura 10). Inicialmente,
a acetoacetil-CoA ¢ produzida a partir de duas moléculas de acetil-CoA em condensagao pela

acdo da enzima beta-cetotiolase.
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Figura 9- Exemplos de vias metabolicas de Synechocystis PCC6803 para produgdao de PHA
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Legenda: Visdo geral esquematica do metabolismo fotoautotrofico intermediario de Synechocystis PCC6803,
com indicagdo de produtos energéticos ¢ producdo de PHA.

Fonte: Adaptado de WIJFFELS; KRUSE; HELLINGWEREF, 2013 e CARPINE et al., 2015.
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O estagio seguinte consiste na redu¢do de acetoacetil-CoA pela enzima acetoacetil-CoA
redutase, formando D-3-hidroxibutiril-CoA. Posteriormente, a enzima PHB sintase cataliza a
incorporagao das unidades monoméricas de R-3-hidroxibutiril-CoA, desenvolvendo, portanto,
a cadeia do biopolimero. Como observado na Figura 9, além dos PHA o glicogénio também
pode ser sintetizado, nessas condi¢des, como forma de armazenamento de energia (SINGH et

al., 2017; TROSCHL; MEIXNER; DROSG, 2017; COSTA et al., 2018a).

Figura 10 — Vias de sintese e degradag@o do polihidroxibutirato

VIA DE SiNTESE DE PHB VIA DE DEGRADAI;EDDE PHB
| Acetil-CoA + Acetil-CoA | | \
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o NADH+H'
R-{-}-3-Hidroxibutiril-CoA NAD™
PHB sintase \t_. CoA-5H 3-Hidroxibutirato desidrogenase
PHE depolimerase
PHB R-{-}-3-Hidroxibutirato

Legenda: Via metabdlica que envolve a sintese e degradac@o do poli-3-hidroxibutirato (P3HB).

Fonte: Adaptado de SINGH et al., 2017.

1.10 Outros fatores que influenciam a producido de polihidroxialcanoatos por

cianobactérias

Como observado nas vias bioquimicas para producdo de polihidroxialcanoatos, o
fosforo ¢ um componente de grande importancia ja que a razao ATP/NADPH pode influenciar
no favorecimento de vias de sintese de PHA. Além de concentragdes limitantes de nitrogénio,
estudos também relatam a importancia de se manter fosforo em baixas concentragdes para o
acumulo de PHA. Como qualquer outro bioprocesso, a producao de PHA por cianobactérias ¢

influenciada por parametros utilizados durante a producao de células e pela disponibilidade de



60

nutrientes. Dessa forma, para que a producdo de biomassa celular em elevadas concentragdes
seja obtida ¢ necessdrio que haja alta disponibilidade de nutrientes, fontes de nitrogénio,
fosforo, enxofre, potassio, magnésio, ferro e tragos de micromoléculas, havendo, também,
variabilidade das concentragdes ideais desses componentes de acordo com a espécie de
cianobactéria produzida (KAMRAVAMANESH; LACKNER; HERWIG, 2018).

Pode-se inferir, portanto, que ha diferencas entre as condigdes ideais para producgdo de
biomassa celular (com maior disponibilidade de nutrientes) e para o actimulo de
polihidroxialcanoatos (em concentragdes limitantes de nitrogénio, por exemplo). Isso faz com
que acumulos favoraveis de PHA possam ser alcangados em baixas concentragdes celulares por
algumas espécies (KAMRAVAMANESH; LACKNER; HERWIG, 2018). Baseando-se nessa
problematica, a estratégia mencionada a seguir foi pensada para o presente estudo. Foi
mencionado previamente que a alimentagdo do nitrogénio amoniacal no bioprocesso por
batelada alimentada favorece a biorremediag@o pela cianobactéria. Além disso, utilizar uma
elevada concentracdo inicial de células também ¢ favoravel a biorremedia¢do do nitrogénio
amoniacal de meios amoniacais (MARKOU; VANDAMME; MUYLAERT, 2014).

Dessa forma, uma das hipoteses do presente estudo ¢ que quanto maior a concentragao
de células, maior a concentra¢do de nitrogénio amoniacal podera ser adicionada durante as
alimentagdes por batelada alimentada para sua biorremediacdo e, ainda assim, obter uma
concentragdo limitante em nitrogénio para a cianobactéria devido a elevada concentragdo de
células a competir pela fonte de nitrogénio. Dessa forma, talvez seja possivel aliar a
biorremediacdo de elevadas concentragdes de nitrogénio amoniacal a producdo de PHA.
Haveria, portanto, duas fases. Uma de producao do indculo concentrado necessario e outra de
biorremediacao do nitrogénio amoniacal simultanea a produ¢do de PHA.

Como mencionado previamente, os custos relativos aos nutrientes requeridos para
producdo de polihidroxialcanoatos tem influenciado de forma significativa o custo final dos
biopolimeros e a viabilidade do processo. Em relacdo a producdo de polihidroxialcanoatos por
cianobactérias, ressalta se o fato de serem biomassas ricas em proteinas (cerca de 40% a 70%)
em condi¢des nao limitantes de crescimento. Tal fato faz com que, apods as fontes de carbono,
as fontes nitrogenadas sejam as mais importantes nos meios de producao de cianobactérias,
implicando em seu custo (DE CARVALHO et al., 2019).

Por isso ha estudos quanto ao uso de efluentes como constituintes do meio de producao
de cianobactérias ja que as mesmas sao capazes de utilizar fontes nitrogenadas disponiveis em
efluentes. Essa possibilidade poderia aliar o desenvolvimento de um meio de producao de baixo

custo a necessidade de remog¢do de fontes nitrogenadas de efluentes, de modo a atingir
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concentragdes mais baixas, dentro das faixas permitidas pela legislacdo ambiental para
preservacdo  dos  corpos  hidricos (SOLETTO et al, 2005, KOUTRA;
GRAMMATIKOPOULOS; KORNAROS, 2017).

Outro parametro importante para a produgao de células e acimulo de PHA ¢ a fonte de
carbono utilizada. Por serem microrganismos fotossintetizantes, assimilam carbono na forma
de COxz. Por serem mantidos em meios com pH na faixa de 6,5 a 10, dependendo da espécie de
cianobactéria produzida, a forma carbonica dominante ¢ bicarbonato, baseando-se nas reagdes
de equilibrio. Por conta disso, essa fonte inorganica pode ser disponibilizada por aeragdo
enriquecida com COz ou pela adicdo de fontes de bicarbonato como bicarbonato de sodio e
bicarbonato de amodnio, por exemplo (MARKOU; VANDAMME; MUYLAERT, 2014).

Cianobactérias sao microrganismos autotroficos, no entanto, algumas espécies sao
capazes de crescer a partir de moléculas organicas por metabolismo heterotrofico ou
mixotroéfico (em que ocorre simultaneamente a fotossintese e a oxidacdo de compostos
organicos externos). Diante disso, fontes organicas como acetato, citrato, glicerol, glicose,
propionato, entre outros, tém sido avaliadas para a sintese de PHA. Singh e mallick (2017)
listam diferentes estudos relativos a produgcdo de PHA por cianobactérias, adicionando-se
fontes organicas, aonde se observa o aumento do rendimento em biomassa e do acumulo de
PHA na biomassa (acumulo de 38% de PHA por Synechocystis sp. PCC 6803, em adicao de
acetato e frutose, por exemplo).

Como foi previamente mencionado, a inser¢do de uma fonte organica de carbono no
efluente tem aumentado a assimilacao de nitrogénio amoniacal pelas cianobactérias envolvidas
na biorremedia¢do. Isso confere maior independéncia do aparato fotossintetizante das
cianobactérias prejudicado pela toxicidade do nitrogénio amoniacal. Dessa forma, estimular a
mixotrofia nas cianobactérias envolvidas no bioprocesso pode potencializar tanto a
biorremediacdo do nitrogénio amoniacal quanto a produgdao de PHA (LI et al., 2019c). Os
polihidroxialcanoatos sdo compostos de reserva energética e sdo acumulados pela cianobactéria
em presenca de abundancia de carbono organico (PHALANISONG; PLANGKLANG;
REUNGSANG, 2021). Dessa forma, no presente estudo, pensou-se na utilizacao do glicerol
bruto residual, coproduto da producao de biodiesel, como uma forma de inser¢ao de uma fonte
organica de baixo custo no bioprocesso. Além disso, hd um aspecto positivo de conferir um

destino ao glicerol bruto produzido através da cadeia produtiva do biodiesel.
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1.10 O potencial do uso de residuos como o glicerol bruto residual da produciao de
biodiesel e de efluentes da digestio anaerdbica para producio de cianobactérias e

producio de PHA

Como mencionado previamente, os custos relativos aos nutrientes necessarios para
producdo de polihidroxialcanoatos tém influenciado de forma significativa o custo final dos
biopolimeros e a viabilidade do processo. Em relagdo a producao de polihidroxialcanoatos por
cianobactérias, ressalta-se o fato de serem biomassas ricas em proteinas, sendo encontrados
percentuais proteicos na biomassa entre 40% e 70%. Tal fato faz com que, ap6s as fontes de
carbono, as fontes nitrogenadas sejam as mais importantes nos meios de producdo de
cianobactérias. Dessa forma, o custo das fontes nitrogenadas tem alta importancia para o custo
final do meio de produgdo das cianobactérias (CARVALHO et al., 2019).

Uma alternativa para diminuir o custo com o meio de produgdo das cianobactérias
consiste no uso de efluentes como fonte de nutrientes e constituintes do meio de produgdo, ja
que esses micro-organismos sdo capazes de utilizar fontes nitrogenadas disponiveis em
efluentes. A Tabela 1.2 apresenta exemplos de nutrientes, necessarios para o cultivo de
cianobactérias, disponiveis em diferentes efluentes industriais. O uso dos efluentes para compor
o meio de producdo de cianobactérias poderia aliar o desenvolvimento de um meio de produgao
de baixo custo a necessidade de remocao de fontes nitrogenadas de efluentes, de modo a atingir
concentracdes mais baixas, dentro das faixas permitidas pela legislagdo ambiental para
preservagao dos corpos hidricos, ja que diferentes tipos de efluentes municipais, agricolas e
industriais apresentam elevadas concentracdes de fontes nitrogenadas. (SOLETTO et al., 2005;
KOUTRA et al., 2017).

Nesse estudo, também pretende-se utilizar o glicerol bruto residual, coproduto da
produgdo de biodiesel, propondo um destino e agregando valor a forma bruta desse coproduto.
Pretende-se utilizar o glicerol bruto residual da produgdo de biodiesel como fonte de carbono
orgdnico para cianobactérias de modo a estimular a mixotrofia tanto para favorecer a
biorremediacdo do nitrogénio amoniacal quanto para estimular as vias de sintese dos PHA
(IBRAHIM; STEINBUCHEL, 2009; LI et al., 2019c; HEEPKAEW; SUWANNASILP, 2020).

O glicerol bruto residual ¢ um coproduto da producao de sabao, dcidos graxos, biodiesel
e oxido de propileno. Esse coproduto pode ser obtido apos o processo de transesterificacao

durante a produg¢do do biodiesel. Atualmente, a producao de biodiesel produz em torno de 10%



63

(m/m) de glicerol, o que significa que plantas produtoras de 100.000 toneladas, por ano, geram
cerca de 10.000 toneladas de glicerol bruto residual (CORREA; TEIXEIRA, 2021).

Algumas caracteristicas do glicerol bruto residual, do glicerol parcialmente refinado e
do glicerol puro e comercial, apos os processos de purificagdo da forma bruta, podem ser
observadas na Tabela 1.3. Percebe-se que a concentracdo de glicerol ¢ menor na forma bruta
em comparacdo a concentracdo do glicerol comercial, o que restringe suas aplicagdes. O
glicerol purificado pode ser utilizado na industria quimica, farmacéutica, de alimentos e em

diferentes tipos de bioprocessos (KUMAR et al., 2019; CHOZHAVENDHAN et al., 2020).

Tabela 1.2 — Exemplos de nutrientes presentes em diferentes efluentes tratados por digestao
anaerobica e seu potencial para compor meios de baixo custo para produgdo de microalgas e
cianobactérias. O simbolo (-) indica que ndo foi encontrada a informag¢ao do parametro no

estudo indicado.

Efluente da Efluente da Efluente da .
c .. .~ .~ .~ Vinhoto
Lixiviado de criacdo de criacdo de criacao de de cana-
Parametros aterro suinos tratado aves tratado gado tratado de-
sanitario por digestdo  por digestdo  por digestio R
T A A acucar
anaerobica anaerobica anaerobica
. Moretti; .
Cemeliing bertoncini; Locoli et al. Locoli et al. 08 (ot
Fonte baettker et al. . et al.
abreu-junior, (2019) (2019)
(2020) (2021) (2019)
pH 8,2-8.,4 7,8 7,55 8,06 4,9
DBO (mg.L") 2500105 400,3 - - -
Nitrogénio
- 1 2885432 1590 508 181 118
amoniacal (mg.L™)
Fosforo (mg.L) 26,9£5,6 49 52 40,8 140
Sulfato (mg.L") Inffggr a - 2344 212,4 2853
Cloreto (mg.L") 2600 - - - 2477
Ferro (mg.t") 40,9 2,2 - - 10600
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Zinco (mg.L") 0,97 1,2 - - 0,82

Potéssio (mg.L™") - 1096 - - 2498

Origem dos efluentes: O lixiviado foi proveniente do aterro sanitario da regido metropolitana de Curitiba cuja
coleta foi realizada em maio de 2018. O efluente da criag@o de suinos tratado por digestdo anaerdbica foi obtido
no centro de pesquisa e desenvolvimento da secretaria de agricultura e abastecimento de Sdo Paulo em 2016. O
efluente da criag@o de aves tratado por digestdo anaerdbica foi obtido em uma fazenda de produgdo de ovos em
Bahia Blanca, Buenos Aires. O efluente da criagdo de gado tratado por digestdo anaerdbica foi obtido através de
produtores de gado da provincia de Villarino, Argentina. O vinhoto foi obtido em 2016 de uma industria
sucroalcooleira localizada em Sao Paulo.

Fonte: O autor, 2022.

No entanto, o glicerol bruto residual, por conter diferentes impurezas como sabao,
metanol e alguns sais, ndo pode ser utilizado no setor alimenticio ou farmacé€utico e suas
aplicagdes biotecnologicas também sdo limitadas. Os processos de purificagdo do glicerol bruto
residual para atingir as caracteristicas comerciais sdo custosos para plantas industriais de
biodiesel de pequena e média escala. Diante disso, as aplicagdes limitadas do glicerol bruto
residual e o elevado custo para sua purificagdo faz com que esse coproduto seja altamente
disponivel, havendo buscas por cadeias produtivas que possam aproveitar a forma bruta de

modo a agregar valor a esse residuo (KUMAR et al., 2019; CHOZHAVENDHAN et al., 2020).

Tabela 1.3 — Caracteristicas do glicerol coproduto da produgdo de biodiesel na forma bruta,

parcialmente refinada e do glicerol puro e comercial.

Propriedades Glicerf)l bruto Glicerol parcialmente Glicerol puro e
residual refinado comercial
Cor Marrom escuro Amarelo Sem cor
pH 9,6 5 6,7

Densidade (kg/m?) 1,29 1,23 1,25
Carbono residual (%) 18 12 11,25

Cinzas (%) 11,26 0,14 Ausente
Percentual de glicerol (%) 10,43 42-44 95-99

Fonte: CHOZHAVENDHAN et al. 2020.

Dessa forma, o presente estudo ¢ inovador ao propor o uso do glicerol bruto residual de

biodiesel para biorremediacao do nitrogénio amoniacal por cianobactérias propondo destino a
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forma bruta desse coproduto. Um aspecto relevante ¢ que Corréa e Teixeira (2021) abordaram
que a inser¢do do glicerol bruto residual em um cultivo de 4. platensis proporcionou o
crescimento simultdneo de bactérias heterdficas oriundas do indculo ndo axénico da
cianobactéria. Dessa forma, pretende-se investigar, no presente estudo, se essas bactérias
também consomem nitrogénio amoniacal e produzem compostos de interesse industrial. Ha,
também, a hipotese de as bactérias heterotroficas também produzirem componentes acidos
capazes de diminuir o pH do meio e favorecer a prevaléncia de amonio em relagao a amonia.
Essa seria uma forma de baixo custo de controlar o pH do sistema e diminuir a toxicidade da
amonia para os micro-organismos envolvidos na biorremediagdo do nitrogénio amoniacal.
Além disso, também pretende-se investigar a influéncia da inser¢ao do glicerol bruto residual

da producao de biodiesel para o aumento da produgao de PHA.
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2 PROPOSICAO

2.1 ESTRUTURA DA PESQUISA

O fluxograma a seguir apresenta as fases do presente estudo assim como as respectivas

publicagdes produzidas durante seu desenvolvimento.

Figura 11 — Esquema das etapas desenvolvidas no presente estudo

Etapas  Linha de pesquisa Publicagbes
Blorremed|agédo do nitrogénio Implicagdes dos processos
amoniacal de efluentes com produgdo | bioldgicos convencionais
de biopolimeros por cianobactérias e para remogéo do
bactérias heterotroficas N-amoniacal de efluentes
o Toxicidade do N-amonlacal para 0s Proceasos lenios I
al micro-organismos ¢ 9
= | Requerem diferentes g
) z o
E ESTRATEGIAS: blorreatores -
z Adicdo de Glicerol bruto residual; l, — ~
Aclimatacio celular Produgdo de nitrito e nitrato o
Aumento de Inbculo; intermedhdrios E
Comparar a eficiéncia de remogao do 1 <
N-amoniacal entre diferentes espécies I Geracdo de Lodo e
de clanobactérlas; w
Controle do pH; é
Condugdo por batelada alimentada =
Comparacdo da eficiéncia de remogdo de N-amoniacal entre diferentes espécies de cianobactérias (A. platensis,
- Synechocystis D202 e Splruling labyrinthiformis
o
1 Estudo comparativo das estratégias do aumento de indculo e de aclimatagdo celular em batelada simples e em
'i' autotrofia utilizando a cianobactéria mais eficiente da etapa anterior
&
s Avaliagdo da estratégia do aumento de indculo aliada 3 condugdo por batelada alimentada em autotrofia _—
= [}
Avallagdo da Influéncla da Insercdo do glicerol bruto residual de blodiesel e da suplementagdo de nutrientes para o g g
aumento da eficiéncia de remogao de N-amoniacal pelos micro-organismos 3 E
w g
Aumento da escala do bioprocesso desenvolvido para biorremediagao do N-amoniacal em meio amoniacal com 2
glicerol bruto residual por batelada alimentada e em indculo elevado de A. platensis, quantificagdo dos bioprodutos m
e caracterizagdo dos blopolimeros
Created in BioRender.com bio

Fonte: O autor, 2022.
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2.2 JUSTIFICATIVA

A sociedade tem vivenciado cada vez mais problemas de saude atrelados a
disponibilidade decrescente de recursos hidricos em condi¢des de gerar agua potavel. Isso faz
com que a garantia da qualidade dos corpos hidricos de modo a preservar a saude da populagao
seja o desafio do século para sociedade. Nesse contexto, paises como o Brasil enfrentam desafio
ainda maior, visto que apresentam uma producdo agroindustrial elevada, sendo a producdo de
bovinos, aves, suinos, bufalos e de destilarias geradora de volumes elevados de efluentes ricos
em nitrogénio amoniacal.

Além desses efluentes, ha uma produgdo crescente de lixiviado, resultante da gestdo de
residuos urbanos no mundo. Em comparagdo aos demais efluentes, o lixiviado apresenta a
concentracdo mais elevada de nitrogénio amoniacal e a auséncia de um processo eficiente e
economicamente viavel para remog¢ao de nitrogénio amoniacal desses diversos efluentes pode
levar a eutrofiza¢do de diferentes corpos hidricos e & mortandade dos organismos aquaticos
presentes nos mesmos.

Os processos biologicos tradicionais para o tratamento de efluentes exigem elevada
tecnicidade, tempo e custo para o tratamento do efluente. Além disso, os micro-organismos
produzidos durante o processo de biorremediacdo do nitrogénio amoniacal nos processos
convencionais possuem baixa aplicabilidade biotecnologica. Devido ao potencial
biotecnoldgico das cianobactérias e a rapidez de seu crescimento, ¢ necessario estudar
alternativas que garantam a viabilidade de um bioprocesso para biorremediacdo do nitrogénio
amoniacal pelas mesmas, devido a urgéncia por um processo viavel para tal finalidade.

As cianobactérias produzem carotenoides e ficocianina de elevado valor agregado, sdo
ricas em proteinas, com potencial de uso como biofertilizante, ¢ produzem biopolimeros
biodegradaveis (polihidroxialcanoatos), precursores da produgdo de plasticos biodegradaveis,
a partir de fontes inorganicas de carbono. Nesse contexto, aliar a biorremedia¢ao do nitrogénio
amoniacal de efluentes a producdo de polihidroxialcanoatos ¢ importante devido aos impactos
ambientais decorrentes da baixa biodegradabilidade dos plasticos compostos por polimeros
petroquimicos.

No entanto, o nitrogénio amoniacal em elevadas concentragdes ¢ toxico para as
cianobactérias. Pretende-se, portanto, desenvolver um bioprocesso utilizando estratégias para
diminuir a toxicidade do nitrogénio amoniacal para esses micro-organismos € para aumentar a
concentracdo de nitrogénio amoniacal removida em alta eficiéncia de remogdo. Pretende-se

avaliar a estratégia de aumentar a concentracao inicial de biomassa celular, de diminuir o pH
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do sistema, de conduzir o bioprocesso por batelada alimentada e da inser¢do de uma fonte
organica de carbono de baixo custo para indu¢do a mixotrofia, ja que estudos prévios relatam
que tais estratégias tém aumentado a assimilacdo de nitrogénio amoniacal por cianobactérias.
De forma inovadora, pretende-se utilizar o glicerol bruto residual, coproduto da cadeia
produtiva do biodiesel, para induzir a mixotrofia em cianobactérias e diminuir a toxicidade do
nitrogénio amoniacal para as mesmas. De forma inovadora serd desenvolvido um bioprocesso
sinérgico entre as propostas de biorremediacdo de nitrogénio amoniacal de meios amoniacais €
da producao concomitante de biopolimeros, proteinas e pigmentos de interesse industrial pelos
micro-organimos envolvidos no bioprocesso. Outro aspecto positivo do presente estudo ¢
propor uma aplicacdo ao glicerol bruto residual, como fonte de carbono organico para os micro-
organismos envolvidos na biorremediagdo do nitrogénio amoniacal, € um destino aos diferentes
efluentes industriais, ricos em nitrogénio amoniacal, como meios de baixo custo para produgdo

de cianobactérias com diversas aplicagdes biotecnologicas.

2.3 HIPOTESES DO PRESENTE ESTUDO

» A sinergia entre as estratégias da redugdo do pH do meio, indugdo do metabolismo
mixotréfico as cianobactérias, conducdo do bioprocesso por batelada alimentada e
elevada concentragdo inicial de biomassa, em um unico bioprocesso, implica em um
aumento da eficiéncia da remoc¢do do nitrogénio amoniacal pelas cianobactérias e

bactérias heterotroficas envolvidas na biorremediagao do nitrogénio amoniacal;

» O suprimento de nitrogénio amoniacal ofertado por batelada alimentada para as
cianobactérias e bactérias heterotroficas cultivadas em um inoculo elevado e em

mixotrofia pode favorecer o acimulo de biopolimeros.

» As bactérias heterotroficas que crescem junto as cianobactérias mediante a presenga da
fonte organica produzem compostos acidificantes capazes de diminuir o pH do meio,
favorecem a prevaléncia de amonio em relagdo a amoénia e diminuem a toxicidade do

nitrogénio amoniacal.
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O fator motivador para avaliagdo da primeira hipdtese consiste na auséncia de
estudos que avaliam as diferentes estratégias em sinergia e em um Unico bioprocesso
para biorremediagdo do nitrogénio amoniacal de efluentes. A segunda hipdtese ¢
explicada pelo uso do indculo elevado possibilitar a alimentacdo no bioprocesso de
concentragdes cada vez mais elevadas de nitrogénio amoniacal e ainda assim
proporcionar uma concentracdo limitante em nitrogénio para as cianobactérias e para as
bactérias heterotroficas envolvidas na biorremediacdo do nitrogé€nio amoniacal. Isso
pode ser entendido pelo fato de haver muitas células competindo pela fonte nitrogenada.

A terceira hipdtese seria justificada pela diversidade de componentes
acidificantes produzidos por bactérias heterotroficas. Isso consistiria em uma alternativa
de baixo custo para controlar o pH do sistema e para diminuir a prevaléncia de amodnia
em relacdo ao ion amonio e a sua toxicidade para os micro-organismos envolvidos na

biorremediacdo do nitrogénio amoniacal.

2.4 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um bioprocesso para a assimilacdo de nitrogénio amoniacal e para
producdo concomitante de biopolimeros e pigmentos de interesse industrial por um cultivo
misto de cianobactérias e bactérias heterotroficas em meios amoniacais contendo glicerol bruto

residual.

2.5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Dentre diferentes espécies de cianobactérias avaliadas quanto a eficiéncia de remogéo
do nitrogénio amoniacal, produtividade em biomassa e producdo de bioprodutos,
selecionar a espécie mais promissora;

v' Avaliar diferentes estratégias para aumentar a eficiéncia de remogdo do nitrogénio
amoniacal e a producdo de compostos de interesse industrial pela cianobactéria em

autotrofia em sinergia a estratégia de conduzir o bioprocesso por batelada alimentada;
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Avaliar a influéncia da insercdo de glicerol bruto residual para produgdo de
biopolimeros e para o aumento da eficiéncia de remocgao do nitrogénio amoniacal pelos
micro-organismos envolvidos no bioprocesso;

Propor uma estratégia de baixo custo de controle do pH do sistema de modo a diminuir
a toxicidade do nitrogénio amoniacal para os micro-organismos envolvidos no
bioprocesso;

Desenvolver um bioprocesso para biorremediacdo do nitrogénio amoniacal de meios
amoniacais contendo glicerol bruto residual e para producdo de biopolimeros por
cianobactérias e bactérias heterotréficas utilizando as melhores estratégias avaliadas;
Avaliar o potencial biotecnologico das biomassas de cianobactérias e de bactérias
heterotroficas produzidas durante o bioprocesso bem como a estratégia de separagao
dos diferentes bioprodutos produzidos;

Caracterizar os biopolimeros (polihidroxialcanoatos) produzidos na condi¢do que

proporcionar o maior acimulo de biopolimeros na biomassa.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas
(LABIM) situado no Instituto Nacional de Tecnologia. As andlises para caracterizacdo dos
polihidroxialcanoatos foram realizadas através da colaboragdo com outros laboratorios,

mencionados nos topicos a seguir respectivos a cada analise.

3.1 Manutencao das cianobactérias

A cianobactéria Arthrospira platensis ¢ proveniente da colecdo de microalgas e
cianobactérias da professora Elizabeth Aidar, do Departamento de Biologia Marinha da
Universidade Federal Fluminense (UFF). As cianobactérias Spirulina labyrinthiformis e
Synechocystis D202 sdao originarias do Banco de Microalgas do Laboratorio de Ambientes
Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIM) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB). As cepas foram mantidas em meios liquidos, em tubos de ensaio, armazenadas em
camara de germinacdo Novatecnica NT 708 a 21°C, no Laboratorio de Biotecnologia de
Microalgas (LABIM) do Instituto Nacional de Tecnologia (INT), onde os experimentos foram
conduzidos.

Para manutencdo da cepa de Synechocystis D202, utilizou-se o meio BG-11 (Tabela
3.1), desenvolvido por Stanier et al. (1971) com pH proximo a 7. O meio Zarrouk modificado
por George (1976), em pH préoximo a 9,2, foi utilizado para manutencdo de Spirulina

labyrinthiformis e Arthrospira platensis. Sua composi¢do encontra-se na Tabela 3.2.



Tabela 3.1 - Composi¢ao do meio BG-11

Composto Concentracio (g/L) | Composicio da solugiio de metais-traco
NaNO; 1,5 Composto Conc(g;{t)‘agﬁo
K>HPO4 0,04 H;BO; 2,86
MgS04.7H,O 0,075 MnCl,.4H,O 1,81
CaClL.2H,O 0,036 ZnS04.7TH,0O 0,222
Acido citrico 0,006 Na;Mo004.2H,O 0,39
Citrato de amonio e ferro 111 0,006 CuS0,.5H,0 0,079
EDTA 0,001 Co(NO:3),.6H,O 0,0494
NaxCO3 0,02
Solucdo de metais-trago 1 mL/litro

Fonte: Stanier et al., 1971.

Tabela 3.2 — Composi¢do do meio Zarrouk modificado por George (1976)

Composto Concentracio (g/L) | Composicio da solucio de microelementos
NaHCO3 13,61 Composto Concentracio (g/L)
NaxCOs 4,03 ZnS04.7H20 0,001
K>HPO4 0,5 CuS04.5H,0 0,000005
NaNO; 2,5 H3BO3 0,01
K2S0Oq4 1 Co(NOs3)2.6H,0 0,001
NaCl 1 NaxMo04.2H,0 0,001
MgS04.7H,0 0,2 MnSO4.4H>0O 0,002
Na;EDTA-2H,0 0,08 FeSO4.7H.0 0,7
FeSO4.7H20 0,01 Na,EDTA-2H>0O 0,8
CaCl.2H;0O 0,04
rsn(;ggz?eﬂfentos > mL/L

Fonte: George, 1976.
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3.2 Comparacio do cultivo de cianobactérias em diferentes concentracées de nitrogénio

amoniacal

As condigdes de cultivo de Arthrospira platensis, Spirulina labyrinthiformis e
Synechocystis D202 foram propostas por Costa et al. (2001) e Khazi, Demirel e Dalay, (2018).
No presente estudo, o meio de crescimento padrdo foi modificado substituindo a fonte de
nitrogénio por uma fonte de nitrogénio amoniacal. Assim, no meio de Zarrouk modificado
(George, 1976) o nitrato de sddio foi substituido por sulfato de amonio (padrao analitico, P.A.,
99% de pureza, Isofar).

Foram utilizadas as seguintes concentracdes de sulfato de amonio: 0,147; 0,194 e 0,5
(g.L"). As solugdes de sulfato de amonio adicionadas durante o preparo do meio foram
esterilizadas por filtracdo a vacuo utilizando membranas de éster de celulose de 0,22 pm.
Optou-se por esse método para evitar a evaporacdo de amodnia por autoclavacdo. Foram
realizados ensaios controle em meio Zarrouk modificado por George (1976) sem fontes de
nitrogénio amoniacais e contendo nitrato de sdédio. Buscou-se utilizar concentragdes em
nitrogénio dos ensaios controle proximas as utilizadas para as condi¢des experimentais em
fontes amoniacais.

Os cultivos para produgdo de indculo, bem como para as avaliagdes, foram realizados
em frascos Erlenmeyer de 500 mL com volume util de 200 mL, em mesa agitadora (agitagao a
150 rpm). A densidade de fluxo fotonico (DFF) ficou entre 260 e 372 fétons m?2s!. A
metodologia utilizada para a estimativa da densidade de fluxo fotonico foi descrita na segdo de
determinagdes analiticas. A temperatura média de 24°C foi utilizada em todos os cultivos.

O indculo necessario para o experimento foi produzido em meio de Zarrouk modificado
(George, 1976) com nitrato de sddio. Apos o periodo de producao do indculo, a cultura foi
centrifugada a 4500 rpm por 20 min a 10°C para remover o meio nitrato de sodio utilizado para
sua produgdo. A concentragio inicial de biomassa dos ensaios foi proxima a 0,2 g.L"!. Também
foram realizados ensaios controle ndo inoculados, utilizando o mesmo meio de cultura dos
experimentos. Esses ensaios foram conduzidos com o intuito de diferenciar a perda de amodnia
por evaporagao da consumida pelas cianobactérias avaliadas. Um resumo dos experimentos esta

ilustrado na Figura 12.



Figura 12 - Resumo da metodologia utilizada para estimativa da producao de Arthrospira platensis, Synechocystis D202 e Spirulina
labyrinthiformis em diferentes concentragdes de nitrogénio amoniacal

Etapa de produciao de
inoculo em meio Zarrouk

(com nitrato de sédio)

Centrifugacio a 4500 rpm/20 min/10°C

24°C/150 rpm/ 6 a 7 dias

(&

Retirada do meio de cultivo e indéculo (D.O inicial de 0,2)

!
LOL|| ALK | DAL

l Amostragem de 3 mL

ADL

Estimativa da concenfrac¢io em
biomassa por espectrofotometria
visivel
(Arthrospira platensis e
Svnechocystis D202 )

Ensaios Ensaios Ensaios Controles Amostragem de 3 mL l
0,147 g/L.de 0, 194g/L.de 0.5g/L de 0.25e0.128g/L Centrifugacio a 6000 rpm/6
sulfato de sulfato de sulfato de de nitrato de minutos
amonio amonio amonio sodio
¢ l
‘ Separacioda biomassa do meio de cultivo ‘ Quantificacdo de nitrogénio
l amoniacal (Alfakit)

‘ Congelamento e liofilizacio ‘

|

Estimativa da concentracio em biomassa
(Spirulina labyrinthiformis)

Fonte: O autor, 2022
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No inicio e fim do experimento, foi realizada a quantificacdo do nitrogénio amoniacal
(Secao 3.8.4). Para recuperacdo da biomassa de A. platensis e Spirulina labyrinthiformis, a
cultura foi filtrada em tela de Nylon de 5 pm (Tegape). Como o tamanho de Synechocystis D202
inviabiliza a filtragdo, a cultura desta cianobactéria foi centrifugada a 4500 rpm, por 20 minutos,
a4°C, para recuperagdo da biomassa. As biomassas recuperadas foram congeladas e liofilizadas
(liofilizador modelo Enterprise II, marca Terroni). A biomassa liofilizada foi guardada em
congelador para posteriores determinagoes.

Todas estas condigdes foram utilizadas para os cultivos posteriores, exceto quando
indicado de outra forma. Foram avaliados os seguintes parametros: concentra¢do final em
biomassa, produtividade volumétrica em biomassa (Qx), eficiéncia de remoc¢ao de nitrogénio
amoniacal NRE (%) e teor de carotenoides totais na biomassa. Foram feitas curvas de
correlagdo (apresentadas na se¢do de determinagdes analiticas) para estimativa da concentragao

em biomassa das cianobactérias ao longo do cultivo.

3.3 Comparacio de estratégias para melhor aproveitamento do nitrogénio amoniacal

por Arthrospira platensis: aumento de indculo e aclimatacao celular

As condigdes utilizadas para aclimatagdo das células foram baseadas em Tian et al.
(2018) e Wang et al. (2018). A aclimatagdo foi realizada previamente a inoculagdo de
Arthrospira platensis em meio de Zarrouk modificado pela substitui¢ao do nitrato de so6dio por
0,6 g.L"! de sulfato de amodnio. De acordo com os resultados do presente estudo, a concentragio
de 0,6 g.L'! de sulfato de amonio é toxica para cianobactéria. Dessa forma, a aclimatacio foi
realizada para avaliar a possibilidade de aumento da eficiéncia de remocdo do nitrogénio
amoniacal em concentracdo da fonte nitrogenada considerada toxica.

A aclimatacao de Arthrospira platensis foi previamente realizada por meio de cultivos
sucessivos com um aumento gradual da concentragdo de sulfato de amonio. Essa aclimatagado
foi realizada em cinco ciclos com as seguintes concentragdes de sulfato de amdnio: 0,194;
0,252; 0,31; 0,369; 0,427 g.L"!. Cada ciclo durou 6 dias. No tultimo ciclo de aclimatacio, as
células foram transferidas para o meio de Zarrouk com a concentragdo inibitoria de nitrogénio

amoniacal (0,6 g.L"! de sulfato de aménio).
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Todos esses ensaios foram realizados com uma concentragdo inicial de biomassa
proxima a 0,2 g.L”!. Nessa concentragdo inibitéria de sulfato de aménio, foram realizados
ensaios de controle com Arthrospira platensis nao aclimatada. Esses ensaios de controle foram
realizados com indculo produzido em meio de Zarrouk com nitrato de sodio (0,25 g.L™).

Em seguida, avaliou-se a influéncia do aumento da concentragdo inicial de biomassa
para o consumo de nitrogénio amoniacal pela cianobactéria. Foram realizados, portanto,
cultivos com maior concentracao inicial de biomassa. Neste experimento (em meio de Zarrouk
com 0,6 gL' de sulfato de amodnio), em niveis toxicos de nitrogénio amoniacal para
cianobactéria, a concentragio inicial de biomassa foi aumentada para 0,5 g.L"'. Foram utilizadas
culturas aclimatadas e ndo aclimatadas. Esses resultados foram comparados com os obtidos
com uma concentragdo inicial de biomassa de 0,2 g.L'!. O resumo desse experimento esta
descrito na Figura 13. Também foram realizados ensaios controle ndo inoculados, cujas
condi¢des foram descritas na secdo 3.8.5, para avaliar a perda de amodnia por evaporagdo
utilizando o mesmo meio de cultura dos experimentos.

A concentragao de nitrogénio amoniacal foi avaliada no inicio e no fim do cultivo. Os
cultivos foram realizados em frascos do tipo Erlenmeyer de 500 mL, em um volume 1til de 200
mL, com densidade de fluxo fotonico (D.F.F.) entre 260 e 372 fotons m™ s™!, a 150 rpm, entre
24°C. Ao final do cultivo, foram determinadas a concentragdao em biomassa e a concentragao
em nitrogénio amoniacal; de posse destes resultados, foram calculadas a eficiéncia de remocao

de nitrogénio amoniacal NRE (%) e a produtividade volumétrica de biomassa (Qx).



Figura 13: Resumo da metodologia de aclimatag¢do de Arthrospira platensis em concentragdes crescentes de N-amoniacal
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Fonte: O autor, 2022.
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3.4 Avaliacio do efeito da conducio do bioprocesso por batelada alimentada na

assimilacdo do nitrogénio amoniacal por A. platensis

Para este experimento, as concentragdes iniciais de biomassa adotadas foram baseadas
nos dados experimentais deste estudo e nos de Sankaran e Premalatha (2018). As condigdes
utilizadas para o experimento conduzido por batelada alimentada (pH do cultivo, concentragao
de nutrientes e de nitrogénio amoniacal nas alimenta¢des por pulso) foram baseadas nos estudos
de Soletto et al. (2005), Markou (2015) e Li et al. (2019).

Os experimentos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 500 mL com volume
inicial de 200 mL, com indéculo de 0,5 e 1 g.L!. Os experimentos foram realizados em meio de
Zarrouk modificado (pH inicial de 8,5, ajustado com HCI 1M) em triplicata, substituindo o
nitrato de sodio por 0,3 g.L"! de sulfato de amédnio (aproximadamente 50 mg.L!' de NH3). Apos
o consumo desta fonte de nitrogénio pela cianobactéria, e quando foram atingidas
concentragdes abaixo de 20 mg.L'! de NH; (limite permitido pela legislacio brasileira), a
alimentagdo por pulso foi realizada nos experimentos com uma solugdo de sulfato de amonio,
visando restabelecer a concentragdo inicial de nitrogénio amoniacal (em torno de 58+6 mg.L-
1). Trés alimentacdes por pulso (F1, F2 e F3) foram realizadas nas duas condi¢des analisadas
(com in6culo de 0,5 1 g.L').

O meio de Zarrouk modificado (20 mL) foi usado como solu¢do de alimentacao (FS1,
FS2 e FS3), substituindo o nitrato de sddio por sulfato de amonio e acidificado com HCI 1M
para atingir o pH desejado: FS1(pH 6,8), FS2 (pH 6,0) ¢ FS3 (pH 4,0). No décimo primeiro dia,
proximo ao final do experimento (13 d), e quando as células atingiram a fase estacionaria, o pH
das culturas foi ajustado para 8,5 visando distinguir os resultados de crescimento mediante a
inibicao pela amdnia em pH alcalino e mediante ao ndo crescimento por limita¢do nutricional
da cianobactéria.

O indculo necessario para o experimento foi produzido em meio de Zarrouk modificado
(biomassa ndo aclimatada). Ao final da producdo do inoculo, as suspensdes celulares foram
filtradas em tela de nylon de 5 um para recuperacdo de biomassa. Apds a lavagem da biomassa
com agua destilada autoclavada para remogao do nitrato de so6dio, em condi¢des assépticas, o
in6culo foi utilizado nos experimentos. Experimentos controle foram realizados em meio de
Zarrouk modificado com nitrato de sodio. Nesses ensaios controle, utilizou-se a concentracao

de 0,386 g.L"! de nitrato de sédio equivalente em nitrogénio a 0,3 g.L-1 de sulfato de aménio.
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Os experimentos foram realizados em agitador rotativo com agitacdo a 150 rpm. A
densidade de fluxo fotonico (PFD) ficou entre 250 e 389 fotons m?s! e a temperatura média
foi de 24°C. Também foram realizados ensaios controle ndo inoculados, utilizando o mesmo
meio de cultura dos experimentos.

A concentracdo final de biomassa e a produtividade volumétrica de biomassa (Qx)
foram determinadas. A concentrag¢ao de nitrogénio amoniacal também foi avaliada diariamente
para calcular a eficiéncia de remog¢do de nitrogénio amoniacal, NRE (%), e a eficiéncia de
conversdo de nitrogénio amoniacal em biomassa de Arthrospira platensis, CE (%). Ao final do
experimento, avaliou-se o teor de pigmentos de interesse industrial como carotenoides totais e

ficobiliproteinas.

3.5 Avaliacao da influéncia da insercao de glicerol bruto residual e da suplementacao de
nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilacao de nitrogénio amoniacal e

producio de compostos de interesse industrial

As condigdes utilizadas para o desenvolvimento deste bioprocesso foram baseadas nos
estudos citados a seguir. A concentracdo do inoculo foi baseada em Sankaran e Premalatha
(2018) e nos resultados do presente estudo. Os pardmetros utilizados para batelada alimentada
foram baseados em Li et al. (2019). As condi¢des de cultivo mixotréfico de A. platensis em
glicerol bruto residual foram baseadas em Corréa e Teixeira (2021).

Quatro condi¢des experimentais, detalhadas a seguir, foram comparadas (Figura 14).
Condigdo 1: presenga de glicerol bruto residual e solucdo de alimentagdo por pulso com
menores concentracdes de nutrientes; condi¢do 2: presenga de glicerol bruto residual e solucao
de alimentag¢do por pulso com maiores concentragdoes de nutrientes; condigdo 3: auséncia de
glicerol bruto residual e solugcdo de alimentacdo por pulso com menores concentragdes de
nutrientes e condi¢cdo 4: auséncia de glicerol bruto residual e solu¢do de alimentagdo por pulso
com maiores concentragdes de nutrientes.

Inicialmente, o indculo necessario para os experimentos foi produzido em meio de
Zarrouk modificado. O in6culo foi produzido em frascos Erlenmeyer, com 200 mL de volume
atil, com concentragdo inicial de biomassa proxima a 0,1 gL' e nas mesmas condigdes

experimentais mencionadas a seguir. A biomassa produzida apds 7 dias foi recuperada por
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filtracao (tela de nylon de 5 pum), sob condi¢des assépticas, lavada com agua destilada

autoclavada para remog¢ao do nitrato de sddio e inoculada nos experimentos.

Figura 14- Esquema dos experimentos realizados para avaliar a influéncia da inser¢ao do
glicerol bruto residual e da concentracao de nutrientes para assimilagdo do nitrogénio amoniacal
por A. platensis

GRUPOT |~ GRUPOj{\

GRUPO CONTROLE

(\

C Condigoes ) C Condigdes )

Solugao de alimentagao:

Meio Zarrouk modificado
com nitrato de sédio e

Menores concentragoes de
nutrientes

Fonte de carbono organico:
Glicerol bruto residual

GRUPO 3 M\

C Condigoes )

Solugao de alimentagao:
Menores concentragoes de
nutrientes

Fonte de carbono organico:
Ausente

Solugdo de alimentagao:
Maiores concentragoes de
nutrientes

Fonte de carbono organico:
Glicerol bruto residual

GRUPO 4~

C Condigoes )

Solugao de alimentagao:
Maiores concentragoes de
nutrientes

Fonte de carbono organico:

Meio Zarrouk modificado
com nitrato de sédio e sem

Glicrol bruto residual

Mixotrofia

GRUPO CONTROLE

Glicrol bruto residual

Autotrofia

Ausente Created in BioRender.com bio

Fonte: O autor, 2022.

Os experimentos foram realizados em frascos Erlenmeyer (volume 1til inicial de 150
mL) nas seguintes condi¢gdes: mesa agitadora com agitacdo a 150 rpm; densidade de fluxo
fotonico (PFD) a 319+90 fotons m™s™!; temperatura média de 24°C e concentragdo inicial de
biomassa de 1,43+0,04 g.L! (Figura 15). O experimento foi realizado em meio de Zarrouk
modificado (pH inicial de 8,5 ajustado com HCI 1M).

O nitrato de sédio foi substituido por 0,3 g.L"! de sulfato de amédnio (padrio analitico
P.A, 99% de pureza da Isofar) o que gera aproximadamente 50 mg.L™! de NH3. Apds o consumo

de nitrogénio amoniacal pela cianobactéria, a alimentacao foi realizada nos experimentos com
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as solugdes de alimentacdo (pH 4,0), contendo o nitrogénio amoniacal e demais nutrientes,

visando restabelecer a concentragio inicial de nitrogénio amoniacal (entre 40 e 50 mg.L!).

Figura 15 — Disposic¢ao dos experimentos na mesa agitadora com iluminagao e reunido da
biomassa utilizada como inéculo.

Created in BioRender.com bio

Legenda: Foi feito um rodizio aleatério entre as posi¢cdes na mesa agitadora para alcangar as densidades de fluxo
fotonico desejadas. Foto realizada no inicio do experimento com concentragdo inicial de biomassa em torno de 1
gL'

Fonte: O autor, 2022.

Os experimentos foram alimentados com 25 mL da solug¢do de alimentagdo. As
composigdes das solugdes de alimentacao foram baseadas na composi¢cdo do meio de Zarrouk
modificado. A solugdo de alimentagdo utilizada para ensaios com menor suplementacao de
nutrientes teve a seguinte composicdo: NaHCO3, 10 g.L!; KH2PO4, 0,39 g.L!'; K2SO4, 1 g LY
NaCl, 1 g.L''; MgS04.7H20, 0,2 g.L'!; Na,EDTA-2H,0, 0,08 g.L"'; FeSO4.7H,0, 0,01 g.L'!;
CaClh.2H20, 0,04 g.L'! e uma solugiio de metal trago, 5 mL.L"\. A composi¢io da solugio de
metal trago foi a seguinte (g.L"): ZnSO4.7H,0, 0,001; CuSO4,5H20, 0,000005; H3BO3, 0,01;
Co(NOs3y,6H20, 0,001; NaxMo00O4.2H,0, 0,001, MnSO04.4H>0, 0,002, FeSO4.7H20, 0,7 e
Na;EDTA2H-0, 0,8.
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A solugdo de alimentagdo utilizada nos experimentos com maior suplementagdo de
nutrientes foi 3x mais concentrada que a solucdo anterior, com exce¢ao do bicarbonato de sédio,
que foi mantido a 10 g.L!. As solugdes de alimentacio foram acidificadas com HCI 1M para
atingir o pH desejado de 4,0. O total de quatro alimentagdes de glicerol bruto residual foram
realizadas nos experimentos (a cada dois dias). Nas duas primeiras alimentagdes foram
adicionados 12 g.L"! de glicerol bruto residual e nas demais alimentagdes 6 g.L".

Os seguintes parametros foram avaliados diariamente: a concentracdo de nitrogénio
amoniacal (mg.L!); eficiéncia de remoc¢do de nitrogénio amoniacal, NRE (%); pH e
concentracdo de biomassa, através de dados de densidade Optica obtidos por andlise de
espectrofotometria do visivel (730 nm). Ao final do experimento (apds 10 d) a biomassa foi
recuperada por centrifugacao a 5000 rpm por 20 min (Excelsa II, FANEM). As biomassas
recuperadas foram congeladas e liofilizadas (liofilizador Terroni modelo Enterprise II) para as
analises subsequentes. Os produtos de interesse industrial produzidos pela biomassa foram
quantificados na biomassa liofilizada: polihidroxialcanoatos (mg.g™!), ficocianina (mg.g™),
carotendides totais (mg.g™!) e proteinas (%).

Os experimentos controle foram realizados em meio de Zarrouk modificado com nitrato
de sodio (0,386 g.L "), equivalente em nitrogénio a 0,3 g.L"! de sulfato de amédnio, concentragio
utilizada no inicio dos experimentos. O controle da perda de amonia nos experimentos por
evaporagio foi avaliado de acordo com Alvarez e Otero (2020) através de ensaios nao

inoculados.

3.6 Avaliacio da influéncia do aumento de escala do bioprocesso desenvolvido, em
batelada alimentada, para o consumo de nitrogénio amoniacal por uma cultura mista de
A platensis e bactérias heterotroficas, com glicerol bruto residual: experimentos em

garrafas de S L

As condigdes utilizadas nesta fase do estudo foram baseadas em Dos santos et al. (2019)
e Corréa e Teixeira (2021). Os experimentos, realizados em triplicata, bem como as culturas
utilizadas para a producdo do inéculo, foram realizados em frascos plasticos transparentes
(tereftalato de polietileno) com volume de 5 L e volume util inicial de 1 L. O in6culo foi

produzido em meio de Zarrouk modificado, com concentracao inicial de biomassa proéxima a
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0,1 gL', nas mesmas condi¢cdes experimentais mencionadas a seguir. A recuperacio da
biomassa e sua transferéncia para os experimentos foi semelhante ao experimento anterior.

As culturas foram mantidas a uma temperatura média de 24°C e sob constante aeragao
com ar atmosférico filtrado, fornecido por um compressor de ar. Os experimentos foram
mantidos sob iluminagdo constante com densidade de fluxo fotdnico (DFF) a 319+90 f6tons m
257l (dosimetro: Biospherical Instrument, QSL 2100) por lampadas Plafon LED brancas
(20cmx20 cm/18V). A medicao da densidade de fluxo fotonico encontra-se na secao de
determinagdes analiticas. A concentracgdo inicial de biomassa utilizada foi de 1,55+0,04 g.L!
(Figura 16).

O meio de Zarrouk modificado (pH inicial de 8,5 ajustado com HCI 1M) sem nitrato de
sodio e com sulfato de amonio foi usado neste experimento. A concentragdo inicial de
nitrogénio amoniacal foi em torno de 50 mg.L!' de NH3. Apds o consumo total de nitrogénio
amoniacal, foi realizada a alimentacdo nas culturas com a solu¢do de alimentagdo (pH 4,0),
visando restabelecer a concentra¢do de nitrogénio amoniacal para valores em torno de 50 mg.L-
!, nas primeiras quatro alimenta¢des, e 100 mg.L!, nas trés ultimas alimentacdes. As
alimentacoes foram realizadas diariamente com 100 mL da solu¢cdo com a menor concentragao
de nutrientes do experimento anterior. Foram realizadas trés alimentagdes, a cada dois dias,
com 6 g.L! de glicerol bruto residual nas culturas.

Ao final do experimento (8 d), 65% do volume da cultura foi filtrado (em tela de nylon
de 5 um) para reter apenas as cianobactérias e avaliar os compostos de interesse industrial
produzidos pelas mesmas. Os 35% restantes da cultura foram centrifugados a 5000 rpm por 20
min para recuperar, além da cianobactéria, as bactérias heterotréficas produzidas e avaliar sua
influéncia para o aumento da producdo de compostos de interesse industrial.

Os seguintes parametros foram avaliados diariamente: a concentracdo de nitrogénio
amoniacal, (mg.L'); eficiéncia de remog¢do de nitrogénio amoniacal, NRE (%); pH e a
concentragdo de biomassa através de analise de peso seco, (g.L ). As quantificagdes de nitrito,
nitrato e glicerol no meio foram realizadas no inicio e ao final do experimento. Ao final do
experimento (apos 8 d), a biomassa foi recuperada por filtragdo ou centrifugagdo, congelada e
liofilizada (liofilizador Terroni modelo Enterprise I1) para as analises subsequentes.

Os seguintes compostos de interesse industrial produzidos pela biomassa foram
quantificados na biomassa liofilizada recuperada por filtragdo ou centrifugacao:
polihidroxialcanoatos (mg.g™), ficocianina (mg.g™!), carotendides totais (mg.g™!) e percentual

em proteinas totais na biomassa (%). O consumo total de nitrogénio amoniacal pela biomassa
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produzida foi calculado a partir da andlise da porcentagem de nitrogénio na biomassa liofilizada

(composta por 4. platensis e bactérias heterotroficas) pela analise C:H:N.

Figura 16 — Esquema dos experimentos em garrafdes com volume qtil inicial de 1L
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Legenda: Disposicdo dos garrafoes na estante iluminada por Plafons em LED branco para alcangar as densidades
de fluxo fotonico desejadas. Os garrafdes foram agitados por aeragdo com ar filtrado suprido através de um
compressor de ar. Fotos realizadas no inicio do experimento.

Fonte: O autor, 2022.

Foi realizado um experimento controle para analisar a producao de PHA por 4. platensis
em autotrofia e com nitrato de sddio como fonte de nitrogénio. O experimento também foi
realizado em garrafas aeradas, em meio Zarrouk modificado por George, nas mesmas condig¢des
previamente mencionada e em duplicata. Utilizou-se a densidade de fluxo fotdnico de 395
fotons m2.s™!. O experimento foi conduzido por batelada sequencial de modo a induzir a sintese
de PHA para cianobactéria. Houve o cultivo da cianobactéria por 14 dias em meio Zarrouk
contendo nitrato de sédio (2,5 g.L'') e com concentragio inicial de biomassa proxima a 0,2 g.L-
!. No décimo quarto dia e em condigdes assépticas toda biomassa foi transferida para o meio

Zarrouk sem nitrato de sodio de modo a induzir a sintese dos PHA pela cianobactéria. Esse
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experimento foi comparado aos experimentos em meio amoniacal contendo glicerol bruto
residual de modo a avaliar a infuéncia da inser¢@o da fonte orgéanica e do cultivo misto para o

acumulo de PHA.

3.7 Caracterizac¢io dos polihidroxialcanoatos

3.7.1 Difratometria de Raios-X (DRX)

A andlise foi realizada no Laboratdério de Difracdo de Raios X, situado no Instituto
Militar de Engenharia (IME-RJ). Utilizou-se a técnica de difratometria de Raios-X visando
obter informagdes acerca do grau de cristalinidade do biopolimero produzido. O difratdmetro
de raios X (X'Pert PRO MRD da PANalytical) foi utilizado para analise. O equipamento foi
operado a 40 kV, 40 Ma, utilizando um filtro de Fe. Utilizou-se uma escala 26 entre 5° ¢ 60°

para obtencao dos dados.

3.7.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A andlise foi realizada no Laboratorio Multiusuario de Caracterizacdo de Materiais
LMCM do departamento de Engenharia Metalurgica e de Materiais - COPPE - POLI — UFRJ.
Realizou-se a andlise de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier e
refletdncia atenuada — FTIR-ATR para determinacao da composi¢ao quimica dos biopolimeros
produzidos durante o bioprocesso. Para isto, utilizou-se o equipamento Spectrum 100 — Pekin-
Elmer. O espectro foi obtido na faixa de comprimento de onda entre 4000 a 400 cm™' com 32

corridas por amostra.

3.7.3 Calorimetria exploratoria de varredura — DSC.
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A analise foi realizada no Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo de Materiais
LMCM do departamento de Engenharia Metalurgica e de Materiais - COPPE - POLI — UFRJ.
As transi¢oes térmicas caracteristicas do polimero produzido foram caracterizadas por DSC.
Para andlise foi utilizado o equipamento Hitachi -DSC 7020 Analysis System. Realizou-se dois
ciclos de aquecimento e um de resfriamento usando 10 mg de amostra, aproximadamente, em
vazao de 10 °C/min, sob atmosfera de nitrogénio e usando fluxo de 50 mL/min. O primeiro
ciclo de aquecimento foi realizado em uma faixa de temperatura compreendida desde -20 até
200 °C, seguido de uma isoterma de 200 °C por 1 min. Em seguida, houve resfriamento até -80

°C, seguido de um aquecimento até 200 °C (AGUIAR et al., 2021).

3.7.4 Analise Termogravimétrica — TGA

A analise foi realizada no Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo de Materiais
LMCM do departamento de Engenharia Metalurgica e de Materiais - COPPE - POLI — UFRJ.
A estabilidade térmica e a perda de massa da amostra polimérica sintetizada foram avaliadas
por analise termogravimétrica usando um equipamento Shimadzu TGA-50 com faixa de

aquecimento de 40°C a 700°C e taxa de aquecimento de 10°C/min sob atmosfera de No.

3.7.5 Cromatografia de permeacio em gel - GPC

A andlise foi realizada no Laboratorio Multiusuario de Caracterizacdo de Materiais
LMCM do departamento de Engenharia Metalurgica e de Materiais - COPPE - POLI — UFRJ.
Para avaliacdo da massa molar ponderal, da massa molar numérica e da polidispersdo das
cadeias do polimero, foi realizada a Cromatografia de permeacdo em gel — GPC utilizando-se

o equipamento Shimadzu LC Solution e 6 mg do material extraido, aproximadamente.

3.8 Determinacdes analiticas
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3.8.1 Determinacido da concentracio de biomassa

A concentra¢io de biomassa (g.L!) foi determinada utilizando uma relagio linear entre
os dados de densidade optica (DO), obtidos por andlise espectrofotométrica, € os da analise de
massa seca, conforme visto nos Graficos 1 e 2 para Synechocystis D202 e Arthrospira platensis
respectivamente. Para obter as equagdes dos graficos, inicialmente foi realizada a quantificacao
da biomassa por massa seca para cada espécie. Posteriormente, diluigdes desta suspensao
celular foram feitas em agua destilada e entdo analisadas utilizando o espectrofotometro
Spectrum Modelo SP-1105 para obter a faixa de densidade optica em 730 nm. Os graficos foram

elaborados pela relacdo entre os valores de densidade Optica e os resultados de massa seca.

Grafico 1 - Correlacao entre os dados obtidos pelas analises por espectrofotometria visivel e

por massa seca da cianobactéria Synechocystis D202
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Fonte: O autor, 2022.

Para determinar a massa seca, 20 mL e 10 mL da suspensdo celular de Arthrospira
platensis e Synechocystis D202, respectivamente, foram filtrados através de membranas de fibra
de vidro de 0,7-1,2 um (Macherey-Nagel) com uma etapa de lavagem. As membranas foram
entdo secas a 105°C em uma balanca Ohaus, modelo MB45. A massa seca foi entdo

determinada por gravimetria.
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Como a Spirulina labyrinthiformis produz aglomerados celulares, ndo foi possivel
retirar aliquotas com a mesma concentragdo. Assim, a determinacdo da concentracdo de
biomassa foi realizada pesando a biomassa liofilizada a partir de suspensdes celulares com
mesmo volume, em triplicata. A produtividade volumétrica de biomassa, Qx (g.L'.d"), foi
entdo determinada de acordo com a Eq. (1), onde t representa o tempo de cultivo (d); Xf¢é a

concentracio final de biomassa (g.L™!), e Xi é a concentragio inicial de biomassa (g.L ™).

Qx (g.Lh.dh=X-Xit (1)

Grafico 2 - Correlagao entre os dados obtidos pelas andlises por espectrofotometria visivel e

por massa seca da cianobactéria 4. platensis
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Fonte: O autor, 2022.

3.8.2 Determinacao da concentrac¢ao de ficocianina

A determinagdo da concentragdo de ficocianina foi realizada com base em Lima et al.

(2018). Para anélise, adicionou-se 10 mL de tampao fosfato-salino (PBS), pH 7,48, em 0,01 g
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de biomassa liofilizada, recuperada por filtracdo ou centrifugagcdo. A mistura foi levada ao
vortex por 30 segundos e mantida a -4°C por 24 h. Posteriormente, as amostras foram
descongeladas. Os extratos foram separados da biomassa por centrifugacao a 4500 rpm, por 20
min a 4°C. O sobrenadante foi retirado e sua absorvancia medida em um espectrofotometro
Genesys 10S UV-Vis (Thermo Scientific).

No pellet contendo a biomassa remanescente, 10 mL de PBS foram adicionados para
realizar um segundo ciclo de congelamento-descongelamento. A mistura foi mantida a -4°C
durante 24 h. Depois disso, as amostras foram descongeladas. Os extratos foram entdo obtidos
seguindo os mesmos procedimentos mencionados previamente.

Todos esses procedimentos foram realizados ao abrigo da luz. Os seguintes parametros:
concentragdo de ficocianina no extrato (C-PCe; mg.mL™); na biomassa (C-PC; mg.g') e a
produtividade de ficocianina (C-PCp; mg.L!.d"!) foram obtidas através das equacdes 2, 3 e 4,

respectivamente, com base em Bennett e Bogorad (1973).

C —PCe = (Ag1s — 0.474 * Ags,)/5.34 )
C—PC=(C—-PCexV)/m (3)
C—PCp=(C—PC*X)/t 4)

A soma dos valores de concentracdo da ficocianina na biomassa (mg.g!), obtidos no
primeiro e no segundo ciclos de extracdo, foi calculada para considerar a concentragdo total de
ficocianina na biomassa. A615 e A652 sdo absorvancias em 615 e 652 nm, respectivamente; V
é o volume usado na extragdio (mL); X ¢ a concentracio final de biomassa (g.L™!) e t é o tempo

de cultivo (d).

3.8.3 Determinacio da concentracao de carotenoides totais

A metodologia utilizada para quantificar os carotenoides totais foi baseada em Dos
santos et al. (2019) com pequenas modificagdes. Primeiramente, 6 mL de acetona foram

adicionados a 0,2 g de biomassa liofilizada recuperada por liofilizacdo ou centrifugagao.
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Posteriormente, a mistura foi agitada em vortex por 30 s e o ensaio foi sonicado por 5 min
usando um banho de ultrassom (marca tnica 1800 USC-3,8L). Em seguida, o ensaio foi
mantido a -4°C por 2 h.

O primeiro extrato foi entdo obtido por centrifugagao a 4500 rpm por 20 minutos a 10°C.
O extrato (sobrenadante) foi lido em um espectrofotometro Thermo ScientificTM Genesys 10S
UV-Vis. Posteriormente, os pigmentos restantes no pellet foram extraidos. Essa etapa foi
realizada pela adi¢dao de acetona (6 mL) ao pellet para obtencdo do segundo extrato apos
homogeneizagao e centrifugacao nas mesmas condi¢des mencionadas anteriormente. O terceiro
extrato foi obtido seguindo o mesmo principio citado anteriormente. Todas as etapas para a
extragdo dos pigmentos foram realizadas em local escuro para evitar sua possivel foto-oxidagao.
As seguintes equagoes foram usadas para obter a concentracao de carotendides totais de acordo

com Lightenthaler (1987): Eq. (5), (6) e (7).

Chl,=10.81*Ass1.6 (5)
Care=(1000*A470-1.9*Chla)/214 (6)
Carr=) CarexV/m (7)

Onde a Chl, é a concentragdo de clorofila-a no extrato (mg.L™!), Car. é a concentragdo
dos carotendides totais no extrato (mg.L!), e Carr é a concentragio de carotendides na biomassa
(mg.g). Ass1.6€ Asaz0 s30 as absorbancias em 661,6 e 470 nm, respectivamente. V é o volume

de solvente utilizado na extracao (L), e m ¢ a massa usada para a extragao (g).

3.8.4 Determinacio das concentragdes de nitrogénio amoniacal, nitrito e nitrato

Para analisar a concentragao de nitrogénio amoniacal presente no meio foi utilizado o
kit Spectro Ammonia Indotest (Cod.2542), Alfakit, baseado no método do azul de indofenol.
Inicialmente, foram realizadas andlises de diferentes diluigdes de uma solucdo padrdao de
amonia com o kit para fazer uma curva de correlagdo entre as absorvancias, obtidas pela analise
espectrofotométrica, e a concentracdo de nitrogénio amoniacal. O padrdo utilizado para
preparar as dilui¢des e elaborar a curva foi o seguinte: cloreto de amonio (pureza acima de 99%)

com 100 £ 0,06 mg/L de NH3 — Alfakit. As leituras foram obtidas a 630 nm (espectrofotdmetro
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Thermo Scientific™ Genesys 10S UV-Vis). A Eq. (8) descreve a curva de correlagdo, onde N-

NH; ¢ a concentracdo de nitrogénio amoniacal em mg.L™! e A3 é a absorbancia em 630 nm.

N-NH;3=(As30-0.0889)/0.6472 (R*=0.9957) (8)

Posteriormente, a concentracdo do nitrogénio amoniacal presente na cultura foi
quantificada realizando, previamente a centrifugacao de aliquotas de 2 mL de cultura, a 6000
rpm por 10 min e a 10°C para separagdo entre o meio de cultura e a biomassa. O sobrenadante
foi entdo usado para as etapas subsequentes. A amostra foi diluida (10-100x) antes de ser
analisada com o kit, pois contém componentes do meio de Zarrouk (como bicarbonato de s6dio)
em concentracdes que interferem negativamente as reacdes do kit. Essa faixa de diluicdo
fornece concentragdes de HCOs™ abaixo de 2.000 mg.L™!, concentragdo que impossibilita as
reacdes do kit segundo Tzollas et al. (2010).

Nos experimentos realizados em frascos agitados, ensaios de controle da perda de
amonia por evaporagdo foram realizados. A metodologia utilizada para realizacdo desses
ensaios controle serdo detalhadas no tdpico seguinte. Para esses experimentos, a subtragdo entre
a amonia perdida por evaporagdo (mg.L') e a concentragdo de NH3 no inicio do experimento
foi feita para obter a concentragao de NH3 disponivel, que € representada como a concentragao
inicial de NH3 (Ci). Com base nisso, a eficiéncia de remog¢ao de nitrogénio amoniacal, NRE
(%), foi calculada de acordo com a Eq. (9). Nos experimentos conduzidos por batelada
alimentada, Ci foi considerado como a soma entre as concentragdes de NH3(mg.L™!) no inicio
do cultivo e as concentragdes de nitrogénio amoniacal adicionadas através das solugdes de

alimentacdo ao longo do cultivo. Cf é a concentragio final de nitrogénio amoniacal (mg.L™).

NRE=((Ci — Cf)/Ci) * 100 9)

Um outro parametro calculado no presente estudo foi a eficiéncia de conversao do
nitrogénio amoniacal em biomassa de A. platensis CE (%). Esse parametro foi determinado de
acordo com Liu et al. (2015) sendo mostrado na Eq. (10), onde Xf ¢ a concentragdo final de
biomassa (g.L'!); X, é a concentragio inicial de biomassa (g.L™!); N-NH; ¢ a reducio de NH;
no meio (mg.L!) onde é Ci subtraido de Cf, e PN (%) ¢ a porcentagem de nitrogénio na
biomassa de 4 platensis. Este método utiliza uma formula tipica de Arthrospira, Cios H263 O110
Nis P, segundo os estudos de Thorbergsdottir e Gislason (2004), em que o valor de PN ¢ de
6,3%.

Xf—-Xo
N—-NH3

CE (%) =

x PN (10)
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Nos experimentos realizados em garrafdes aerados e em mixotrofia, o nitrogénio
amoniacal total consumido foi calculado usando os resultados da porcentagem do nitrogénio
total presente na biomassa produzida pelo bioprocesso. A estimativa foi feita dessa forma
devido a possibilidade do controle da perda de amodnia por evaporagao por meio de ensaios nao
inoculados ser comprometido pela contaminag¢ao de microrganismos na presen¢a de uma fonte
de carbono organico em garrafoes aerados.

Assim, optou-se por uma estimativa mais precisa do nitrogénio amoniacal total
consumido realizando uma anélise elementar da biomassa produzida (C:H:N). A eficiéncia de
remog¢ao do nitrogénio amoniacal pelos micro-organismos foi calculada, nesse caso, a partir da
porcentagem do nitrogénio amoniacal total consumido pela biomassa produzida em relacdo ao
total do nitrogénio amoniacal adicionado no sistema.

As quantifica¢des de nitrito e nitrato foram realizadas utilizando o sobrenadante da
cultura centrifugada, nas mesmas condi¢des citadas anteriormente, ap6és o cultivo dos
experimentos em garrafoes aerados e em mixotrofia. Para andlise de nitrito e nitrato, a amostra
foi diluida 20x para evitar interferéncia com os componentes do meio de Zarrouk modificado
na analise. Para quantificagdo de nitrito, foi utilizado o Spectro kit nitrite ntd, Alfakit. O
resultado da analise por espectrofotometria a 535 nm foi multiplicado pelo fator 3,28 para obter
a concentracdo de nitrito em mg.L™!, conforme as instrugdes do kit. O nitrato foi analisado por
espectrofotometria utilizando o Spectro kit nitrate-nitrite ntd, Alfakit. O resultado da andlise
por espectrofotometria em 535 nm foi multiplicado por 4,428 para obter a concentracao de

nitrato em mg.L™! seguindo as instru¢des do kit.

3.8.5 Estimativa da perda da amoénia por evaporacio

A estimativa da perda de amonia do meio de cultura por evaporagdo foi realizada de
acordo com Alvarez e Otero (2020) em ensaios ndo inoculados em Erlenmeyer (500 mL)
contendo 200 mL de meio de Zarrouk modificado com sulfato de aménio. As concentragdes de
sulfato de aménio de 0,3 e 0,6 g.L'! foram utilizadas nestes ensaios nio inoculados com a
intencdo de estimar a perda de amodnia por evaporacdao. O pH do meio ndo inoculado foi
aumentado para valores de pH proximos aos dos experimentos inoculados, através da adicao de
NaOH IM. Aumentou-se o pH desses controles para avaliar a perda de amonia devido a

evaporagdo relacionada ao aumento do pH das culturas ao longo do cultivo. O pH dos
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experimentos e dos ensaios de controle de evaporacao foi monitorado diariamente por meio da
analise com o pHmetro Digimed, modelo DM-22, Brasil.

O Erlenmeyer contendo o meio ndo inoculado, em triplicata, foi agitado a 150 rpm e
mantido a uma temperatura em torno de 24°C, sob a mesma intensidade de luz utilizada nos
experimentos anteriores. A diferenca entre a concentragdo inicial e final de nitrogénio

amoniacal nos ensaios nao inoculados foi considerada como a amoénia perdida por evaporagao.

3.8.6 Quantificacido de proteinas totais e nitrogénio (N) na biomassa

Para determinar o percentual de proteinas totais na biomassa liofilizada, foi utilizado o
seguinte kit: Total Protein Kit, Micro Lowry, Onishi & Barr Modification (Sigma-Aldrich).
Inicialmente, foi feita uma curva de correlacdo entre as absorvancias das analises
espectrofotométricas e a concentragao de proteinas utilizando a albumina sérica bovina (100

png.mL™1) como padrdo. A curva pode ser observada no Grafico 3.

Grafico 3 — Correlagdo entre as absorvancias, obtidas pelas analises espectrofotométricas a

750 nm, e a concentragao de proteinas totais
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Fonte: O autor, 2022.

Para extrair as proteinas contidas na biomassa liofilizada, misturou-se 0,02 g a 5 mL de
agua destilada. Posteriormente, foi feita a dilui¢do de 5x em NaCl (0,85%) na mistura. As etapas

do kit foram, entao, realizadas para lisar a biomassa em NaOH (94 Mm) e extrair o conteudo
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proteico da biomassa. Os extratos obtidos foram analisados por espectrofotometria visivel a 750
nm (espectrofotometro Thermo ScientificTM Genesys 10S UV-Vis) para estimar a
concentracdo de proteinas totais através da curva de correlagdo. Posteriormente, o percentual
de proteinas totais na biomassa foi obtido multiplicando-se a concentragdo de proteina por 100
e dividindo pela concentragdo de biomassa liofilizada utilizada na extragao.

O teor de nitrogénio foi analisado na biomassa produzida no experimento de cultivo
mixotréfico de cianobactérias em garrafdes aerados. O teor de nitrogénio na biomassa
liofilizada recuperada por centrifugacdo (A. platensis e bactérias heterotroficas) foi analisado
pela Analise Elementar por Combustdo (analisador de elementos: Leco Corporation - Série
CHN 628). Esta andlise permite obter os resultados da proporg¢ao total de carbono, hidrogénio
e nitrogénio (C:H:N) na biomassa. Utilizou-se, nessa analise, 0,1 g de biomassa liofilizada. O
Detector de Condutividade Térmica foi utilizado para obtengdo do percentual de nitrogénio na
amostra. A temperatura de digestdo foi de 1000°C e o hélio (99,99%) foi usado como gés de

arraste sob atmosfera de O». A andlise foi realizada em triplicata.

3.8.7 Quantificacio de glicerol e caracterizaciao do Glicerol Bruto Residual

O glicerol bruto coproduto da producao de biodiesel foi doado pelo Laboratério de
Combustiveis e Lubrificantes — LACOI, INT/RJ. O glicerol bruto residual foi obtido a partir da
produgdo de biodiesel por meio da transesterificagdo de uma mistura composta por 60% de dleo
de soja e 40% de sebo. Este residuo foi mantido em um funil de separacdo até a separacdo
completa das duas fases. Apenas a fracdo menos densa foi utilizada para nao aumentar
significativamente a turbidez do meio e evitar a dispersdo da luz. A determinacdo dos teores de
carbono, hidrogénio e nitrogénio do glicerol bruto foi realizada de acordo com o método padrao
ASTM D5453 no analisador elementar CHN628, LECO (CORREA; TEIXEIRA, 2021). Para
determinagdo do teor de cinzas, 1 g de glicerol bruto residual foi colocado em um cadinho para
queima em um forno mufla (Fornitec, Brasil) a 750 °C por 3 h. O glicerol bruto residual
utilizado no presente estudo € constituido de 29,92% de carbono, 0,02% de nitrogénio e 3,99%
de cinzas (CORREA; TEIXEIRA, 2021).

Um método espectrofotométrico foi utilizado para quantificar o glicerol no meio de
cultura baseado em Abomohra et al. (2018) e Bondioli e Della bella (2005). Inicialmente, foi

elaborada uma curva de correlagdo entre os valores de absorvancia obtidos pela andlise



95

espectrofotométrica e os valores das concentracdes de glicerol (Grafico 4). Foram utilizadas
dilui¢des de uma solucdo padrdo de glicerol (padrdo analitico, P.A, Alphatec, >99,5%) com a
concentracdo de 0,03 g.L™! em solugio de etanol (47,5%). O mesmo solvente foi utilizado para
realizar as diluigdes com volume final de 2 mL para elaboracao da curva. As mesmas etapas,
mencionadas a seguir, foram utilizadas para analisar as amostras oriundas dos experimentos.
Para a quantificagdo de glicerol na cultura, foi realizada a centrifugac¢ao da cultura (4500
rpm por 20 minutos a 10°C) no inicio e ao final do experimento para proporcionar a separacao
entre 0 meio ¢ a biomassa. As amostras do inicio do bioprocesso (30 puL) foram diluidas em
4970 pL de agua destilada e as amostras finais (1 mL) foram diluidas em 4 mL de agua
destilada. Posteriormente, em ambos os casos, foram adicionados 5 mL de uma solugdo de
etanol (47,5%). Em seguida, adicionou-se 1,2 mL de uma solucdo de periodato de sddio (10
mM). Essa solugao foi preparada dissolvendo o periodato de sdédio em 25 mL de uma solugao

de acido acético (1,6 M) e 25 ml de acetato de amodnio (4 M).

Grafico 4 — Correlagdo entre as absorvancias, obtidas pelas analises espectrofotométricas a

410 nm, e a concentracao de glicerol
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Fonte: O autor, 2022.

Os ensaios foram agitados por 30s. Subsequentemente, adicionou-se 1,2 mL de uma
solugdo de acetilacetona (0,2 M). Para preparar essa solu¢do, misturou-se 1 mL de acetilacetona
a 25 mL de 4cido acético (1,6 M) e 25 mL de acetato de amonio (4 M). Apds a adicdo de

acetilacetona, os ensaios foram mantidos a 70°C por 1 min com agitagdo manual.
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Posteriormente, os ensaios foram colocados em banho a 10°C por 10 s visando interromper a
reacdo. Por fim, foi realizada a leitura a 410 nm (espectrofotdmetro Thermo Scientific™
Genesys 10S UV-Vis) para obtenc¢ao dos valores de absorvancia e das concentragdes de glicerol
por meio da curva de correlacdo. A solugdo composta por 5 mL de etanol (47,5%) e 5 mL de

agua destilada foi utilizada como branco.

3.8.8 Quantificaciao de biopolimeros (polihidroxialcanoatos)

A extragdo de polihidroxialcanoatos (biopolimeros) foi realizada de acordo com Costa
et. al. (2018) com pequenas modificagdes. Apesar de ainda nao ser um método para extragao
de biopolimeros ambientalmente correto pelo uso de solventes organicos, optou-se por essa
metodologia por ser um método padrdo para extracdo e quantificacdo dos PHA, ja que o

presente estudo ndo teve foco no aprimoramento dessa metodologia.

A primeira etapa consistiu na lise celular com hipoclorito de sddio (4-6%). O hipoclorito
de sodio (30 mL) foi misturado a 1 g de biomassa liofilizada, recuperada por centrifugagdo ou
liofilizagdo. A mistura foi agitada em vortex por 1 min, até que a mudanga de cor de verde para
amarelo fosse observada. A mistura foi entdo incubada a 45°C por 20 min.

Posteriormente, foi realizada a centrifugagdo para remog¢ao do hipoclorito a 6000 rpm
por 15 min a 10°C e uma etapa de lavagem foi realizada em 4gua destilada nas mesmas
condi¢cdes mencionadas anteriormente. Subsequentemente, 30 mL de cloroférmio (padrao
analitico, P.A) foram adicionados ao pellet contendo a biomassa e os biopolimeros. A mistura
foi condicionada a 80°C por 3 h em sistema de refluxo para proporcionar a extragao dos
biopolimeros (Figura 17). A biomassa residual foi separada do solvente contendo os
biopolimeros por filtragdo a vacuo (membranas de fibra de vidro de 0,7um-Macherey-Nagel).
O filtrado foi rotoevaporado a 50°C, a 150 rpm, até¢ que aproximadamente 5 mL do solvente
contendo os biopolimeros fossem retidos. Em seguida, os biopolimeros foram precipitados com

45 mL de metanol refrigerado (padrao analitico, P.A) por 10 min em banho de gelo.
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Figura 17- Etapas para extra¢do de polihidroxialcanoatos da biomassa do cultivo misto de A.
platensis e bactérias heterotroficas

Lise da biomassa com
hipoclorito de sédio

Apé6s 3 h de extragao
com solvente organico

Created in BioRender.com bio

Legenda: Fotos dos resultados das principais etapas envolvidas na metodologia de extracdo de biopolimeros
(polihidroxialcanoatos) utilizada no presente estudo. Fonte: O autor, 2022.

Os biopolimeros foram, entdo, recuperados por centrifugacio (6000 rpm, 15 min, 10°C)
e secos em estufa de circulacao de ar a 60°C por 24-48 h. Os polihidroxialcanoatos produzidos
foram quantificados por gravimetria. A concentracdo de polihidroxialcanoatos na biomassa
(mg.g") foi estimada de acordo com a Eq. (11). PHA é a massa de polihidroxialcanoatos (mg)
por massa de biomassa (g), mp ¢ a massa de PHA (g) e m ¢ a massa de biomassa utilizada na
extragdo (g).

PHA= (mp/m)*1000 (11)

3.8.9 Estimativa da Densidade de Fluxo Fotonico (D.F.F) dos experimentos

Para os ensaios em frascos agitados, inicialmente, foram feitas 5 medigdes externas a
cultura dos micro-organismos, descritas na Figura 18, nas 5 posi¢des de cada garra da mesa
agitadora. Utilizou-se o dosimetro da marca Biospherical Instrument, QSL 2100. A média entre

essas medicdes permite obter uma estimativa da densidade de fluxo fotonico média de cada
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garra (aonde ficou situado cada Erlenmeyer com as culturas do experimento). Posteriormente,
foi calculada a média da densidade de fluxo fotdnico de todas as garras da mesa agitadora,
obtendo, assim, a estimativa da densidade de fluxo fotonico utilizada no experimento. Essa
estimativa pode ser realizada ja que, a cada dia, os frascos Erlenmeyer ocupavam posi¢des
aleatorias, em sistema de rodizio, na mesa agitadora. A metodologia utilizada foi desenvolvida
no LABIM-INT.

O posicionamento utilizado para dosimetria dos experimentos realizados em garrafoes
de 5L encontra-se na Figura 19. Foram feitas medi¢des externas ao cultivo, na propria face do
garrafdo em contato com a luz do Plafon. Foram feitas medi¢des em cinco posi¢des: posi¢ao
superior esquerda, superior direita, inferior esquerda, inferior direita e meio. Calculou-se
posteriormente a média da densidade de fluxo fotonico obtidas nessas posi¢des para estimativa

da D.F.F dessa condi¢gdo experimental.

Figura 18 — Esquema das posigdes utilizadas para medi¢do da densidade de fluxo fotonico dos
ensaios em frascos agitados
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N\ O — 7__’_:—1
e
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. para medigao 4

Created in BioRender.com bio

Legenda: Baseou-se nos vértices da garra da mesa agitadora para determinar as posi¢des para

dosimetria sendo realizadas 5 medi¢des com as posi¢des descritas na imagem.
Fonte: O autor, 2022.
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Figura 19- Esquema das posi¢des utilizadas para medicao da densidade de fluxo fotdnico dos
ensaios em garrafoes de 5 L
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Fonte: O autor, 2022.

3.9 Analises estatisticas

O software StatSoft STATISTICA 7.0 foi utilizado para realizar a analise de variancia
unidirecional (ANOVA). O nivel de significincia adotado foi de 95% (p<0,05). O GraphPad

Prism 8 e o Origin 2020 foram utilizsdos para elaborar os graficos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Comparacio do cultivo de cianobactérias em diferentes concentracdes de nitrogénio
amoniacal

Para o estudo comparativo do desempenho de crescimento das trés espécies de
cianobactérias em nitrogénio amoniacal, foram selecionadas diferentes concentragdes de
nitrogénio amoniacal com base nos estudos apresentados na Tabela 4.2. Nao houve crescimento
significativo de Arthrospira platensis, Synechocystis D202 e Spirulina labyrinthiformis na
concentragio de 0,5 g.L! de sulfato de amonio (Tabela 4.1). Os resultados de crescimento, nas
demais concentragdes de sulfato de amonio avaliadas, foram apresentados na Tabela 4.1. Os
graficos referentes as andlises estatisticas dos dados da Tabela 4.1 encontram-se no Anexo A.
Os experimentos controle foram realizados em 0,25 g.L"! de nitrato de sddio (equivalente em
nitrogénio a 0,194 g.L"! de sulfato de amonio) e 0,128 g.L! de nitrato de sddio, que é em torno
de 30% menor que o equivalente em nitrogénio da concentracao de sulfato de amonio de 0,147
g.L'!. Essa estratégia foi utilizada para diferenciar a possivel diminui¢do do crescimento devido
as baixas concentragdes de nitrogénio da queda de crescimento relacionada a toxicidade do
nitrogénio amoniacal.

As produtividades em biomassa de Arthrospira platensis em sulfato de amdnio (0,147
e 0,194 g L'!) e nas duas concentracdes correspondentes de nitrato de sodio (culturas controle)
ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (0,190; 0,197; 0,178; 0,175 g.L'l.d"l) apos
6 dias de cultivo. Esse dado corrobora com o perfil similar de crescimento de A. platensis nessas
condig¢des (Grafico 5). Por outro lado, para Spirulina labyrinthiformis, houve diferenca entre os
dados da produtividade em biomassa nas duas concentracdes de sulfato de amodnio analisadas
(0,130; 0,197 g.L'1.d"") e entre o sulfato de amdnio com concentracio de 0,194 g.L™! (0,197 g.L-
I.d") e o controle com nitrato de sodio a 0,25 g.L"! (0,113 g.L-1.d™").

A Synechocystis D202 apresentou uma baixa produtividade de biomassa € a menor em
comparac¢do as demais cianobactérias, nas duas fontes de nitrogénio avaliadas (Grafico 6). As
maiores produtividades em biomassa foram 0,045 e 0,047 g.L".d"! em nitrato de sédio a 0,128
e 0,25 g.L'!, respectivamente. Arthrospira platensis e Spirulina labyrinthiformis se destacaram

em relacdo a Synechocystis D202 apresentando maiores produtividades em biomassa.
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Tabela 4.1 - Produtividade em biomassa e eficiéncia de remocdo de nitrogénio amoniacal das trés cianobactérias estudadas em diferentes

concentragdes de sulfato de amodnio e condicdo de controle em nitrato de sddio. Os dados da tabela sdo mostrados com desvio padrdo. As letras

diferentes de uma mesma coluna indicam diferengas estatisticamente significativas entre os dados analisados pelo teste de Tukey (alfa de 0,05).

Fonte de Produtividade Eficiéncia de remocao Produtividade Eficiéncia de Produtividade Eficiéncia de remocio
nitrogénio (g.L”') em biomassa Qx de N- amoniacal (%) em biomassa Qx remocio de N- em biomassa Qx  de N- amoniacal (%)
(g.L'.dh Arthrospira platensis (g.L.d™ amoniacal (%) (g.L'.dh) Spirulina
Arthrospira Synechocystis Synechocystis Spirulina labyrinthiformis
platensis D202 D202 labyrinthiformis
Sulfato de amonio 0,190 +0.007* 99,6 +0.2° 0,015 +0.004°* 100 +0° 0,130 £0,009° 99,8 +0.*
(0,147 gL'
Sulfato de amdnio 0,197 £0.006* 99,4 +£0.3° 0,0004 £0.0006¢ 18,39+9,8 0,197 0,018 99,7 £0.°
(0,194 gL'
Nitrato de s6dio a b be
(0.128 ¢ L) 0,178+0.004 _ 0,045+0,001 _ 0,157+0,015 _
Nitrato de sodio 0,175 £0.015° 0,047£0,001° 0,113 +£0,009¢

(0,25 gL

Fonte: O autor, 2022.
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Grafico 5 — Perfil de crescimento de A. platensis em diferentes concentra¢des de nitrogénio

amoniacal e em culturas controle com nitrato de sdédio

A. platensis

-~ Sulfato de aménio (0,147 g.L™)
B Sulfato de aménio (0,194 g.L™)
-k Nitrato de sodio (0,128 g.L™)
% Nitrato de sodio (0,25 g.L™)

Tempo de cultivo (d)

Fonte: O autor, 2022.

Grafico 6 — Perfil de crescimento de Synechocystis D202 em diferentes concentracdes de

nitrogénio amoniacal e em culturas controle com nitrato de so6dio
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Concentracao de biomassa (g.L'1)

¥~ Sulfato de aménio (0,147 g.L™")
-8 Sulfato de aménio (0,194 g.L™")

- Nitrato de s6dio (0,128 g.L"™)
© Nitrato de sodio (0,25 g.L™)

Fonte: O autor, 2022.
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Tabela 4.2 — Exemplos de estudos relacionados a remocgao de nitrogénio amoniacal por microalgas e cianobactérias.

. . . . Concent.rag:ao Produtividade em N-Amoniacal removido ..
Micro-organismo Meio de cultivo final em biomassa . 1 a4 1 Referéncia
1 biomassa Qx( g.L"'.d™") (mg.L™")
(gL
Meio Zarrouk Auséneia d 50 d
Spirulina platensis substituindo o nitrato 0,081 - usencta dafermotdo €€ 1OSTA etal., 2001
‘1 nitrogénio amoniacal
de sodio por sulfato de
amonio (0,66 g.L ™)
Meio Schlosser R 5o total d
S. platensis UTEX 1926 substituindo o nitrato 0,64 0,048 JOmoGRo TR T SOLETTO et al., 2005
L1 nitrogénio amoniacal
de sodio por sulfato de
amonio (0,07 g.L'™h)
Meio Schlosser
substituindo o nitrato
. de sédio por sulfato de _
S. platensis UTEX 1926 . 1,2 0,06 SOLETTO et al., 2005
amoénio em batelada
alimentada
(concentragdo final de
0,33 g.L")
Spirulina platensis (UTEX . 0.04 Remocgao total de CONVERTI et al.,
1926) Meio Schlosser ’ nitrogénio amoniacal 2006

substituindo o nitrato
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de sddio por cloreto de
amonio (0,058 g.L)

Arthrospira (Spirulina)

Meio Schlosser
substituindo o nitrato

de sodio por sulfato de 2,9 0,179 B RODRIGUES et al.,
platensis amoénio em batelada 2011
alimentada (total
adicionado 0,99 g.L")
. _ 0.23 + 0,04 152 FRANCHINO et al.,
Chlorella vulgaris Efluente da producdo 2013a
de bovinos diluido
(10x)
Meio Zarrouk MARKOU:
. . . . —_ — % b
A. platensis SAG 21.99 Sub’Stl.tUIIldO 0 nitrato 60 VANDAMME:
de sodio por cloreto de MUYLAERT, 2014
amonio
Efluent a _
, , uente da producao 1,51938 128% MARKOU, 2015a
Arthrospira platensis

de suinos diluido (10x)
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Spirulina platensis

Efluente sintético
simulando as
concentragoes dos
compostos presentes
em um efluente
municipal

0,32

Parachlorella kessleri

Mistura de efluentes
da digestdo anaerdbica
da industria de queijo,
suinos, aves € bovinos

1,1

20,58
ZHAl et al., 2017
KOUTRA;
49,7 GRAMMATIKOPOU
LOS; KORNAROS,
2017

Arthrospira platensis

Meio Zarrouk
substituindo o nitrato
de sddio por cloreto de
amonio (1,53 g.Lh)

Auséncia da
produgdo de
biomassa

Auséncia da remogao de

o . KHAZI; DEMIREL;
nitrogénio amoniacal

DALAY, 2018

Fonte: O autor, 2022.
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Todas as condigdes foram satisfatdrias para Arthrospira platensis, e para Spirulina
labyrinthiformis, a melhor condicdo foi sulfato de aménio a 0,194 g.L'!, seguido por nitrato de
sodio a 0,128 g.L"!. Portanto, tanto a cianobactéria Arthrospira platensis quanto a Spirulina
labyrinthiformis mostraram-se promissoras para o cultivo em meio amoniacal. A Tabela 4.1
também relata a eficiéncia de remocdo de nitrogénio amoniacal (NRE) por Arthrospira
platensis, Spirulina labyrinthiformis e Synechocystis D202 nas condigdes avaliadas. Na
concentracdo mais alta de sulfato de amonio, nenhuma das cianobactérias foi capaz de consumir
o nitrogénio amoniacal devido a auséncia de crescimento. Eficiéncias semelhantes de remocao
de nitrogénio amoniacal de quase 100% foram observadas para Arthrospira platensis e
Spirulina labyrinthiformis em todas as condi¢des (exceto para sulfato de amonio a 0,5 g.L!,
como mencionado previamente). Por outro lado, Synechocystis D202 s6 atingiu este valor na
menor concentracdo de sulfato de amonio avaliada (0,147 g.L').

De acordo com o potencial de Arthrospira platensis e Spirulina labyrinthiformis para a
produgdo de carotenoides, buscou-se avaliar o teor desses compostos nas biomassas. O Grafico
7 mostra o conteudo de carotenoides totais nas biomassas de Arthrospira platensis e Spirulina
labyrinthiformis produzidas no meio de Zarrouk com sulfato de amodnio. A analise estatistica
realizada nesse grafico encontra-se no anexo A. Houve diferenga significativa (alfa de 0,05)
entre o maior teor de carotendides totais (3,91 £ 0,04 mg.g™') em Spirulina labyrinthiformis e
Arthrospira platensis (3,01 £11 mg.g'!) em meio de Zarrouk com 0,147 gL' ¢ 0,194 g.L"! de
sulfato de amodnio, respectivamente.

E importante destacar que severas condi¢des de cultivo foram utilizadas para o cultivo
das trés cianobactérias avaliadas no presente estudo. O pH do meio de Zarrouk (préximo a 9,2)
proporciona a presenga de uma grande parcela do nitrogénio amoniacal, oriundo do sulfato de
amonio, na forma de amonia, devido a constante de dissociagdo idnica (pKa) entre NH4+/NH3,
que ¢ 9,25 (MARKOU; MUYLAERT, 2016; TIAN et al., 2018).

Markou, Vandamme e Muylaert (2014) relataram que o pH do meio ao longo do cultivo
pode atingir valores acima de 9,2 e que essa faixa de pH leva a perda de amodnia por
volatiliza¢do. Em contraste, essa perda de amonia pode ser diminuida porque a amdnia ¢ solavel
em lipidios e atravessa as membranas celulares por difusdo, aumentando a assimilagdo de NH3
pela cianobactéria. Isso explica como o nitrogénio amoniacal atinge concentragdes toxicas em

meio com pH acima de 9,2.



107

Grafico 7 — Producdo de carotenoides totais por Arthrospira platensis e Spirulina
labyrinthiformis em meio de Zarrouk com sulfato de amdnio. As barras de erro representam o
desvio padrdo. As letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os

resultados analisados pelo teste de Tukey (alfa de 0,05).
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Fonte: O autor, 2022.

Por outro lado, o ion amonio, espécie presente em pH mais baixo, ndo ¢ assimilado por
difusdo e sua assimilagdo ¢ por transporte ativo, gerando, portanto, menor toxicidade devido ao
melhor controle de sua entrada pela cianobactéria. Além do pH relativamente alto no inicio do
cultivo, ele tende a aumentar ao longo do cultivo, o que requer estratégias para lidar com a
toxicidade da amoénia e promover a producdo de biomassa (MARKOU; VANDAMME;
MUYLAERT, 2014; SANKARAN; PREMALATHA, 2018).

A primeira estratégia abordada neste estudo para remog¢ao de nitrogénio amoniacal foi
realizar um levantamento utilizando diferentes espécies de cianobactérias em relacdo a sua
capacidade de crescer em meios contendo nitrogénio amoniacal. As espécies escolhidas sdao
promissoras quanto ao seu potencial biotecnoldgico, além de aspectos positivos relacionados a
facilidade de cultivo e do potencial para producdo de biomassa em elevada produtividade

(quando comparada as demais microalgas). As cianobactérias Arthrospira platensis e Spirulina
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labyrinthiformis também apresentam a vantagem da facilidade de recuperag¢do, pois sdo
filamentosas.

Dentre as trés espécies estudadas, o género Synechocystis foi selecionado por diversos
autores como Ansari ¢ Fatma (2016), Meixner et al. (2018), Kamravamanesh et al. (2017),
Kovalcik et al. (2017) e Carpine et al. (2019) relatarem essas cianobactérias como um género
promissor para produzir biopolimeros biodegradaveis (polihidroxialcanoatos). Existem poucos
relatos usando Synechocystis sp. além dos estudos de Neilson e Larsson (1980) e Drath e
colaboradores (2008), que mostraram que este género apresenta alta sensibilidade a toxicidade
de compostos amoniacais. No entanto, a sensibilidade depende da linhagem de cianobactéria e
a linhagem estudada no presente trabalho apresentou um crescimento satisfatério em meio
convencional, o que sugeriu sua escolha para o presente estudo.

Em relacdo a Synechocystis sp., houve consumo de amodnia (100%) apenas em 0,147
g.L"! de sulfato de amonio; em maiores concentragdes de sulfato de aménio (0,194 ¢ 0,5 g.L'"),
o crescimento foi bastante afetado e ndo houve consumo. Neilson e Larsson (1980) observaram
que a concentracdo de nitrogénio amoniacal de 2.000 pM (0,264 g.L'!) é toxica para
Synechocystis sp.

Ao comparar o desempenho de crescimento das trés espécies de cianobactérias em meio
amoniacal, o cultivo com 0,194 g.L"! de sulfato de amdnio produziu Arthrospira platensis com
produtividade superior a obtida em Soletto et al. (2005) e Converti et al. (2006) (Tabela 4.2). A
maior produtividade em biomassa obtida pode ser atribuida a diferengas nas condi¢des de
cultivo, como o meio de cultura e a intensidade luminosa utilizados no presente estudo, em
comparacdo as utilizadas em Soletto et al. (2005) e Converti et al. (2006), bem como a cepa
utilizada. Vale ressaltar que, até onde sabemos, este ¢ o primeiro estudo publicado sobre o uso
biotecnologico de Spirulina labyrinthiformis.

Além de consumir nitrogé€nio amoniacal e produzir biomassa, a produgdo de compostos
de alto valor agregado a partir da cianobactéria € estratégica, por isso, alguns compostos de
interesse comercial foram analisados no presente estudo. Os primeiros, os carotenoides, sao
compostos de interesse industrial devido a sua vasta aplicagdo como compostos bioativos,
especialmente em sua atividade antioxidante. Isso justifica o mercado esperado de US$ 1,4
bilhdo em 2018 de B-caroteno e astaxantina (PATIAS et al., 2017). Espécies de microalgas
como Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis tém sido amplamente estudadas para a
producdo de carotenoides. Pereira e Otero (2019), Moura et al. (2020) e Zhao et al. (2019) sao

alguns exemplos de estudos em que elevadas concentragdes de carotenoides sdo alcancadas
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(120 mg.g"!, 52,0£7,2 mg.g!, 21,5 mg.g!, respectivamente) por Dunaliella salina e
Haematococcus pluvialis.

Apesar das concentragdes de carotenoides totais produzidas por Spirulina
labyrinthiformis e A. platensis serem mais baixas, essas espécies de cianobactérias sao de facil
recuperagao através do uso de processos menos onerosos como a filtragao (SINGH; PATIDAR,
2018). Além disso, o meio de cultura para Spirulina labyrinthiformis e A. platensis, ndo ¢
constituido de 4gua do mar. Dependendo da localizagao da industria pode haver a complexidade
do uso de 4gua do mar em produgdes em larga escala (GEORGE, 1976).

Neste estudo, em condigdes de cultivo ndo otimizadas, maiores concentracdes de
carotendides totais foram alcangadas por A4. platensis (3,01+0,11 mg.g') em comparagdo com
os relatados por diferentes estudos: Rodrigues et al. (2014), Rodrigues et al. (2015), Ismaiel;
El-ayouty e Piercey-normore (2016), Guan et al. (2017) e Patias et al. (2017). O acamulo de
carotendides totais (3,91+0,04 mg.g™) por Spirulina labyrinthiformis, foi ainda maior do que o
alcancado por 4. platensis, e ndo foram encontrados relatos sobre a producdo de carotenoides
por essa espécie.

Para os experimentos seguintes com o objetivo de avaliar estratégias para aumentar o
consumo de nitrogénio amoniacal por cianobactérias, a cianobactéria Arthrospira platensis foi
escolhida devido a produtividade em biomassa e ao teor de carotenoides satisfatorios em fontes
amoniacais. Em geral, a Spirulina labyrinthiformis apresentou resultados similares a
Arthrospira platensis, mas devido a formagao de aglomerados celulares, ao longo do cultivo,
dificultarem a avaliagdo do crescimento e a quantificacdo da biomassa, optou-se, portanto, por

dar prosseguimento ao presente estudo com A. platensis.

4.2 Comparacio de estratégias para melhor aproveitamento do nitrogénio amoniacal

por Arthrospira platensis: aumento de indculo e aclimatacao celular

A produtividade em biomassa das células aclimatadas foi comparada as ndo-aclimatadas
realizadas com in6culo produzido no meio de Zarrouk (com nitrato de sddio). Essa estratégia
de aclimatacdo também foi comparada a estratégia do aumento da concentracdo inicial de
biomassa. Como pode ser observado na Tabela 4.3 e no Grafico 8, a aclimatagdo nao

influenciou no crescimento de Arthrospira platensis em 0,6 g.L™! de sulfato de amonio.
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Grafico 8 — Comparacao de estratégias para o aumento da produgao de A. platensis em meio

amoniacal
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Fonte: O autor, 2022.

Tabela 4.3 - Pardmetros da producio de Arthrospira platensis em 0,6 g.L"! de sulfato de aménio
ap6s 6 d de crescimento. Diferentes concentragdes iniciais de biomassa foram comparadas
avaliando-se também o efeito da aclimatagdo na produtividade da biomassa e no consumo de
nitrogénio amoniacal. X representa a concentracdo final de biomassa e Qx a produtividade
volumétrica de biomassa. Os resultados de cada parametro (X, Qx, NH3 consumido e eficiéncia
de remog¢ao de NH3) com desvio padrdao foram analisados separadamente pelo teste de Tukey
(alfa de 0,05). Letras diferentes de um mesmo pardmetro representam diferencas
estatisticamente significativas entre os dados analisados.

Eficiéncia de

Condicoes remocao de NH;
cigoes X (g/L) Qx (g.Lldh sa Consumido
experimentais N-amoniacal (mg.L)
(%) &
Biomassa aclimatada com a a a a
inéeulo de 0,20,003(.L) 0,48+0,02 0,044+0,002 23,30+0,88 18,2+0,4
Biomassa nao-aclimatada com a a a a
inéeulo de 0,2:0,004(g. L) 0,4574+0,005¢ 0,04291+0,0008% 23,63+0,93 19+1
Biomassa aclimatada com b b b b
inéeulo de 0,52+0,01(¢.L) 1,64+0,08 0,187+0,011 99,67+0,15 78+1
Biomassa nao-aclimatada com 1,89-40,02° 0.225+0,004° 92,49+1,01¢ 7127

inéculo de 0,530+0,001(g.L")

Fonte: O autor, 2022.




111

Quando foi utilizada a menor concentragio inicial de biomassa (0,2 g.L'), as
concentragdes finais de biomassa das culturas utilizando inoculos aclimatados € nao
aclimatados (0,48+0,02 gL' e 0,457+ 0,005 gL respectivamente) ndo apresentaram
diferencas significativas. O mesmo foi observado para os seguintes parametros avaliados:
produtividade de biomassa, NH3; consumido e eficiéncia de remogao de nitrogénio amoniacal.
Vale ressaltar que a eficiéncia de remocao do nitrogénio amoniacal foi inferior a 50% e para
essas situagdes ainda permaneceu no meio em torno de 60 mg.L™' de NHs.

A outra estratégia foi avaliar o aumento da concentragdo inicial de biomassa, uma vez
que a biomassa, em maiores quantidades, poderia levar a uma maior assimilagdo inicial de
nitrogénio amoniacal. Assim, foi utilizada a condi¢do com a concentragao inicial de biomassa
de 0,52 = 0,01 g.L"!. Conforme mostrado na Tabela 4.3, diferentemente das demais condi¢des
analisadas, a eficiéncia de remoc¢do do nitrogénio amoniacal foi alta, proxima de 100%, e o
maior consumo de nitrogénio amoniacal foi de 78,0 £ 1,3 mg.L‘l. Além disso, foram alcancadas
maiores produtividades em biomassa (0,225+0,004 ¢ 0,187 + 0,011 g.L"!.d"!) nos ensaios com
maiores concentragdes iniciais de biomassa. Os experimentos com maior inodculo tiveram as
seguintes concentragdes finais de biomassa:1,89 £ 0,2 e 1,64 + 0,08 g.L'..

Wang et al. (2018) utilizaram a estratégia de aclimatacdo de Chlorella vulgaris em
concentragdes crescentes de 4-clorofenol presente no lodo do sistema de tratamento através de
sucessivos ciclos de cultivo com aumento gradual da concentragdo deste composto. Apos
analise protedmica da biomassa, observaram a menor expressao de proteinas relacionadas ao
estresse metabolico e obtiveram maiores concentragdes da biomassa que passou por ciclos de
aclimatacdo quando comparada a biomassa ndo aclimatada. No entanto, observou-se que, nas
condi¢cdes analisadas do presente estudo, a aclimatacdo celular ndo promoveu o aumento na
produtividade em biomassa quando na concentragao inibitéria de nitrogénio amoniacal nos
experimentos com indculos de 0,2 g.L!. Por outro lado, a terceira estratégia de aumentar a
concentragdo inicial de biomassa potencializou o consumo de nitrogénio amoniacal e a
produtividade da biomassa.

Em relagdo a estratégia de aumentar a eficiéncia de remog¢ao do nitrogénio amoniacal
através do aumento do inoculo, Markou et al. (2014) relataram resultados extremamente
satisfatorios. A cianobactéria A. platensis SAG 21.99 foi cultivada em meio de Zarrouk
substituindo nitrato de sddio por cloreto de amonio e utilizando inéculos de 0,125, 0,25 e 0,5
g.L'!. Além de citarem uma menor inibi¢do da cianobactéria pelo nitrogénio amoniacal devido
a sua rapida assimilagdo e ao aumento do in6culo, concluem que, em condigdes com maior

in6culo, houve menor perda de amoénia por volatilizagdo. Este fato pode ser explicado pela
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maior concentragdo de biomassa inicial poder levar a um aumento da difusdo da amonia através
das membranas celulares, impedindo que parte da amonia seja volatilizada.

Markou et al. (2014) relataram que, em 0,5 g.L"! de inéculo de 4. platensis SAG 21,99
em 100 mg.L' de nitrogénio amoniacal, considerando 40% de perdas de amédnia por
volatilizagdo, aproximadamente 60 mg.L-1 de nitrogénio amoniacal foi consumido. Um fato
importante que justifica a diferenca de nitrogénio amoniacal consumido entre o estudo de
Markou et al. (2014) e o presente estudo, no qual, aproximadamente, 77,9+1,3 mg.L"! foram
consumidos em batelada simples por A. platensis, ¢ que em experimentos aerados, como o
citado, ha maior perda de amonia devido a volatilizagdo quando comparado aos experimentos
mecanicamente agitados, realizados no presente estudo. Talvez a intensidade da luz também
tenha influenciado nesse resultado, pois em Markou et al. (2014), foram utilizadas intensidades
de luz menores em comparagao as utilizadas no presente estudo.

A Tabela 4.2 resume alguns estudos de producdo de microalgas e cianobactérias em
fontes de nitrogénio amoniacal. No presente estudo, o experimento em batelada simples e com
concentragio inicial de biomassa de 0,5 g.L! proporcionou a remogao de nitrogénio amoniacal
em maiores concentracdes € em maior produtividade em biomassa em comparacdo aos
resultados alcangados nos seguintes estudos que avaliaram a produgdo de Spirulina platensis e
Arthrospira platensis em batelada simples: Costa et al. 2001; Soletto et al. 2005; Converti et al.
2006; Markou et al. 2014; Zhai et al. 2017. Diante disso, optou-se por utilizar a estratégia do
aumento de indculo em sinergia a condug¢dao do bioprocesso por batelada alimentada no

experimento seguinte.

4.3 Avaliacio da mudang¢a do modo de conduciio do bioprocesso para batelada alimentada

para assimilag¢do do nitrogénio amoniacal por A. platensis

A Figura 20 retrata os experimentos realizados com elevada concentragio inicial de
biomassa em um bioprocesso conduzido por batelada alimentada. Antes desses experimentos
serem realizados, foi realizado um experimento em batelada alimentada e utilizando-se uma
concentragio inicial de 100 mg.L"! de NH; para alimentagdo de 100 mg.L"' de NH3 nas duas
condicdes avaliadas (inéculo de 0,5 ¢ 1 g.L'!). No entanto, 4 medida que o pH do meio aumentou

ao longo do cultivo, a toxicidade de 100 mg.L™' de NH3 no inicio do experimento (no qual o pH
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¢ 9,2) foi menor que a toxicidade dessa mesma concentracdo de NH3z durante a primeira
alimentagdo , em que o pH do cultivo aumentou para valores proximos de 10. Por isso ndo
obtivemos sucesso neste experimento (dados nao apresentados). Portanto, optamos por realizar
este experimento com 50 mg.L™! de NH3 em um pH inicial de 8,5 (esperando um consumo mais
rapido) e uma diminui¢do do pH da cultura através de alimentacdes mais frequentes com as
solugdes de alimentagdo acidificadas e contendo nitrogénio amoniacal.

Os resultados desse experimento sdo mostrados no Grafico 9 e Tabela 4.4. Até o sexto
dia de crescimento, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os experimentos
em meio de Zarrouk com sulfato de amonio e seus respectivos controles em nitrato de sodio
(equivalente em nitrogénio a concentragdo inicial de sulfato de aménio de 0,3 g.L!). As
concentracoes finais de biomassa de 4. platensis, no sexto dia, nos experimentos em nitrogénio
amoniacal com inéculo de 0,5 gL' e 1 gL' foram 1,52 + 0,06 e 2,15 + 026 gL,
respectivamente (Grafico 9A). Ao final do experimento (13 d), foram alcangadas concentragdes
finais de biomassa de 1,77 £ 0,26 e 2,04 + 0,08 g.L-1 para os experimentos com indculo de 0,5

e 1 gL'l respectivamente.

Figura 20 — Conjunto de experimentos com elevada concentragdo inicial de 4. platensis (0,5 e
1 gL!) e conduzido por batelada alimentada em fonte amoniacal, além de ensaios nio
inoculados de controle de evaporacao da amdnia. Foto tirada no inicio do experimento.

Fonte: O autor, 2022.
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Grafico 9 — Perfil de crescimento de 4. platensis com indculos de 0,5 e 1 g.L! e concentracio
inicial de NH3; em torno de 50 mg.L™! (0,3 g.L"! de sulfato de aménio). Experimentos controle
em nitrato de sodio com concentragdes equivalentes de nitrogénio também foram realizados.
Dois simbolos do grafico no mesmo dia representam a concentragao de biomassa antes e depois
da alimentacdo por pulso (A); a figura (B) representa o comportamento do pH das culturas ao
longo do cultivo e do pH do ensaio controle ndo inoculado para avaliar a perda de amonia

evaporacao.
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Tabela 4.4 - Parametros de produgdo de Arthrospira platensis e de pigmentos (carotenoides e

ficocianina) nos experimentos conduzidos por batelada alimentada. Os simbolos de erro

representam o desvio padrdo. CE (%) ¢ a eficiéncia de conversdo de nitrogénio amoniacal em

biomassa de 4. platensis e EF ¢ a eficiéncia de remog¢ao de nitrogénio amoniacal.

Fonte: O autor, 2022.

Condicdes experimentais Alimentacio Dia Qx (g.L1dh CE (%)
Inoculo: 0.5 gL', NH;
inicial. 50 mg.L!; Batelada 0ao2 0,226+0,024 5,73+0,63
alimentada
Primeira 2a05 0,193+0,002 14,86+0,22
Segunda 5a08 0,157+0,014 28,98+4,71
Terceira 8ao 13 0,084+0,006 21,28+0,94
Total de NH3 _rlemowdo 170,209
(mg.L7)
EF (%) 86,27+0,02
Ficocianina nehblomassa 139,09418,12
(mg.g’)
Carptenmdes total_? na 1.25+0,06
biomassa (mg.g™)
Condig¢des experimentais  Alimentac¢ao Dia Qx (g.L1dh CE (%)
Inoculo: 1 g.L'!; NHj; inicial.
50 mg.L!; Batelada 0ao2 0,331+0,030 7,60+0,05
alimentada
Primeira 2a04 0,216+0,062 19,28+3,13
Segunda 4a08 0,120+0,014 14,15+2,95
Terceira 8ao 13 0,072+0,003 20,70+1,09
Total de NHgf_{lemovido 165.141.8
(mg.L™)
EF (%) 89,97+0,02
Ficocianina nehblomassa 180,50+11,67
(mg.g")

Carotenoides totais na
biomassa (mg.g")

1,5240,11

Fonte: O autor, 2022.
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Em relacdo a comparagdo da produtividade em biomassa entre os experimentos com
diferentes indculos (0,5 e 1 g.L'!), houve diferenca estatisticamente significativa apenas durante
o inicio do experimento (até o dia 2), em que a produtividade dos experimentos com 1 g.L"! de
indculo foi superior a 0,5 g.L! (0,331+0,030 e 0,226+0,024 g.L!.d"! respectivamente). Do Dia
2 até o final do cultivo, as produtividades em biomassa dessas duas condi¢des avaliadas foram
estatisticamente semelhantes (Tabela 4.4).

Portanto, para observar se a diferenga entre a diminui¢do da produtividade em biomassa,
no décimo primeiro dia de experimento, foi causada pelos efeitos inibitorios da amonia, em
relagdo ao aumento do pH das culturas, ou pela deficiéncia nutricional no décimo primeiro dia
de cultivo, todos os experimentos foram ajustados ao pH inicial (8,5), visando conter os efeitos
inibitorios da amonia. As células permaneceram em fase estaciondria até o décimo terceiro dia
indicando que, nesse periodo, poderiam estar sob deficiéncia nutricional (Grafico 9).

Com relagdo ao consumo total de nitrogénio amoniacal ao longo do experimento, os
resultados entre as concentragdes iniciais de biomassa de 0,5 g.L! e 1 g.L"! no apresentaram
diferencas estatisticamente significativas (Grafico 10). A eficiéncia de conversao de nitrogénio
amoniacal em biomassa de 4. platensis CE (%) aumentou ao longo das sucessivas alimentagdes
(Tabela 4.4). Ao comparar a CE (%) dos experimentos com inéculo de 0,5 ¢ 1 g.L!, ndo houve
diferenca significativa durante a fase simples, a primeira e a terceira alimentagdo (Tabela 4.4).
Portanto, o consumo total de NH3 alcangado ao final da terceira alimentagdo (Grafico 10),
utilizando-se o indculo de 0,5 g.L!' foi estatisticamente semelhante ao indculo de 1 g.L!
(170,2+0,9 e 165,1+1,8 mg.L" !, respectivamente). Apos 13 dias de cultivo, 36,1+0,8 mg.L"! de
NH? foram removidos por evaporagio.

A estratégia da condugdo do bioprocesso por batelada alimentada associada ao indculo
de 0,5 g.L"! proporcionou o consumo de NH3 em maiores concentragdes (Grafico 10) quando
comparadas a remoc¢ao de nitrogénio amoniacal alcancada em batelada simples, em que
aproximadamente 78+1,32 mg.L"! de NH; foram consumidos. A eficiéncia de remogdo de
nitrogénio amoniacal, EF (%), dos experimentos em batelada alimentada foi préxima a 90%
(89,97+0,02%, nos experimentos com indculo de 1 gL' e 86,29+0,02% alcangado nos

experimentos com indculo de 0,5 g.L'!).
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Grafico 10 - Parametros dos experimentos em batelada alimentada com concentragdo inicial de
biomassa de 0,5 e 1 g.L"!. As barras de erro representam o desvio padrdo. Os simbolos iguais
do mesmo parametro analisado indicam que nao ha diferencas estatisticamente significativas

entre os resultados analisados pelo teste de t de Student (alfa de 0,05).
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Fonte: O autor, 2022.

Em relagao a producao de pigmentos de interesse industrial como os carotenoides totais,
ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os experimentos com inoculo de 0,5 e
1 gL' em meio amoniacal, que tiveram concentragdes de carotenoides totais na biomassa de
1,25+0,06 e 1,52 + 0,11 mg.g"' respectivamente, ao final da batelada alimentada. As
concentracgoes de carotenoides totais alcancadas no meio amoniacal € os experimentos controle
em 0,39 g.L"! de nitrato de s6dio ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas.
Houve a producio de 1,35+0,02 mg.g' de carotenoides totais na biomassa nos experimentos
com concentragio inicial de biomassa de 0,5 g.L "' e 1,21 + 0,01 mg.g"' nos experimentos com
concentragio inicial de biomassa de 1 g.L™!.

Em relagio a producio de ficocianina, observou-se que ambos os inoculos de 0,5 g.L™!

e 1 gL' ndo apresentaram degradacio do pigmento ao final do experimento. Antes da primeira
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alimentac¢do (ao final da fase simples), em 2 dias de cultivo de 4 platensis, houve um acimulo
de 134,07 + 0,82 mg.g!, em produtividade de 71,39 + 0,44 mg.L".d"!, nos experimentos com
concentragio inicial de biomassa de 0,5 g.L e 149,50 + 2,73 mg.g”!, em produtividade de
133,05 £ 2,43 mg.L"'.d"!, nos experimentos com concentracdo inicial de biomassa de 1 g.L"\.

Ao final do experimento, apds as alimentagdes, o acimulo de 139,09+18,12 e
180,52+11,67 mg.g' foi alcancado nos experimentos com inoculo de 0,5 e 1 gL'
respectivamente (Grafico 10). Além disso, os acumulos de ficocianina na biomassa nos
experimentos em fonte amoniacal foram superiores aos alcangados pelos experimentos controle
em 0,39 g.L! de nitrato de sodio (40,42 +6,05¢ 72,44+ 1,72 mg.g"' em inéculo de 0,5 .e 1 g.L-
! respectivamente).

Ao realizar o bioprocesso para producdo de Arthrospira platensis SAG 21.99 por
batelada alimentada, Markou (2015) atingiu o consumo de aproximadamente 128 mg.L! de
nitrogénio amoniacal (com a eficiéncia de remocdo de nitrogénio amoniacal de 40%) em uma
alimentagdo diaria de 30 mg.L' de NH;. Essa estratégia permitiu o consumo de maiores
concentracgoes de nitrogénio amoniacal, diminuindo o efeito inibitério da amonia ao inserir essa
fonte de nitrogénio periodicamente e em baixas concentragdes. Como o aumento do indculo
proporciona vantagens como uma menor perda de amonia por volatilizagdo, além da
possibilidade de consumir maiores concentragdes de nitrogénio amoniacal (MARKOU, 2015b),
a terceira estratégia adotada neste estudo foi conduzir um bioprocesso para remog¢do do
nitrogénio amoniacal por batelada alimentada utilizando um in6culo elevado de 4. platensis.

Os resultados mostraram que, no metabolismo fotoautotréfico, a concentragao inicial de
biomassa de 0,5 g.L"! foi suficiente para atingir a eficiéncia de remogdo préxima a 90% com
remocdo de 170,2 mg.L! de NH;. O consumo de nitrogénio amoniacal alcancado no presente
estudo foi superior aos seguintes estudos relacionados a producao dos géneros Spirulina e
Arthrospira através da inser¢do de nitrogénio amoniacal por batelada alimentada: Soletto et al.
2005; Rodrigues et al. 2011; Markou 2015 e Li et al. 2019.

Li et al. (2019) avaliaram a producgdo de Spirulina platensis FACHB-431 inserindo
glicose e nitrogénio amoniacal por batelada alimentada. Apds o segundo dia de cultivo e em
concentragdes de aproximadamente 200 mg.L™! de NHs, observou-se a queda na produgio de
biomassa. Este fato pode ser atribuido a baixa concentra¢io do indculo utilizado (0,2 g.L'!), o
que interferiu na tolerancia da biomassa a elevadas concentragdes de nitrogénio amoniacal,

conforme demonstrado no presente estudo.
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Posteriormente, Sankaran e Premalatha (2018) também avaliaram a estratégia de
aumentar o indéculo em mixotrofia para produzir Spirulina sp. em efluentes de digestdo
anaerdbica. Concentragdes iniciais, entre 1 a 5 g.L"! de Spirulina sp., foram avaliadas. Nesse
estudo, houve producgdo de biomassa com indculo de 5 g.L"!, embora elevadas concentragdes
iniciais de biomassa pudessem prejudicar a dispersao da luz durante a fotossintese. Observou-
se, também, que concentra¢des acima de 1000 mg.L™! de nitrogénio amoniacal nio foram letais
para esta espécie ao utilizar esta estratégia. Li et al. (2019) mencionam que a mixotrofia também
pode ser uma estratégia importante, pois a presenca de uma fonte de carbono organico pode
melhorar a assimila¢do do nitrogénio amoniacal.

No entanto, ao utilizar essa estratégia, ¢ importante avaliar quais produtos de interesse
industrial pretende-se produzir, pois Li et al. (2019) observaram uma diminui¢do na produgao
de carotenoides com a inser¢do de uma fonte de carbono organico. Eles mencionaram que a
disponibilidade de uma fonte de carbono faz com que ndo haja uma dependéncia direta do
aparato fotossintetizante da biomassa. Com isso, a concentragdo dos pigmentos
fotossintetizantes ¢ diminuida em comparacdo as concentracdes alcancadas em cultivo
fotoautotréfico (LI et al., 2019). Por outro lado, a mixotrofia pode favorecer a produgao de
compostos de reserva energética, como lipidios e polihidroxialcanoatos (SINGH et al., 2017;
LI et al. 2019).

Além disso, houve o questionamento, nesta etapa do presente estudo, se em
metabolismo mixotrofico, em que ha mais independéncia da fotossintese, a cianobactéria seria
menos afetada pela menor dispersao da luz devido as elevadas concentracdes de biomassa.
Dessa forma, em mixotrofia e com a otimizagdo da concentragdo dos componentes do meio,
questionou-se quanto a possibilidade de se observar um aumento no consumo de NHj3 utilizando
concentragdes de indculo superiores a 0,5 g.L.

A maior eficiéncia de remogao de nitrogénio amoniacal observada no presente estudo,
em comparagdo a Markou (2015), pode ser atribuida ao aumento do pH ao longo do cultivo.
Além disso, outro fator relacionado pode ser a perda de amoénia por evaporagdo no
fotobiorreator aerado utilizado em Markou (2015), bem como as menores concentragcdes de
nutrientes como o fosforo presentes no efluente avaliado no estudo citado. Estudos que visam
compreender as necessidades nutricionais das cianobactérias em meios definidos sdo muito
importantes para definir estratégias satisfatorias para suplementagao de efluentes.

Este estudo relatou que a maior produtividade em biomassa em fontes amoniacais pode
estar relacionada a disponibilidade de nutrientes em autotrofia. No inicio do cultivo, quando ha

maior disponibilidade de nutrientes, observou-se uma maior produtividade em biomassa nos
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experimentos com maior inéculo (1 g.L™!) em relagdo aos experimentos com menor indculo
(0,5 g.L'"). Posteriormente, no décimo primeiro dia de cultivo, quando o pH dos experimentos
foi ajustado para 8,5 para conter os efeitos da toxicidade do NHs, observou-se que a fase
estacionaria foi mantida, ndo sendo observado o crescimento adicional. Provavelmente, a
privacdo nutricional limitou o crescimento da cianobactéria e uma otimizagdo das
concentragdes da solugdo de alimentacdo seja necessaria.

Além da conducdao do bioprocesso por batelada alimentada ser uma estratégia que
permite o consumo de maiores concentragdes de nitrogénio amoniacal, esse modo de condugao
também pode reduzir significativamente o custo com o meio de produgdo em comparacio a
batelada simples (SONEGO et al., 2018). Para remogdo de 170 mg.L™! de nitrogénio amoniacal
obtida em batelada alimentada neste estudo, seriam necessarios mais de dois bioprocessos em
batelada simples de acordo com os resultados do presente estudo. Considerando os resultados
do presente estudo, dois bioprocessos em batelada simples removeriam aproximadamente 156
mg.L! de nitrogénio amoniacal. Considerando também o volume ttil de 1L, o custo dos
nutrientes que compdem o meio de producdao (exceto a fonte de nitrogénio que estaria
disponivel no efluente) corresponderia a aproximadamente R$ 14,60 em batelada simples. Ao
realizar o bioprocesso por batelada alimentada o custo com o meio de produgdo corresponderia
a um total de R$ 9,84. Levou-se em consideragdo o custo dos componentes do meio da fase
simples e das solucdes de alimentagdo acidificadas no bioprocesso conduzido por batelada
alimentada. Para o calculo, considerou-se os valores dos reagentes em padrao analitico. Obteve-
se uma redu¢do de custo com o meio de producdo de 33% ao conduzir o bioprocesso por
batelada alimentada.

Em relacdo ao uso biotecnologico das cianobactérias produzidas a partir de fontes
amoniacais, embora haja producdo satisfatoria de pigmentos proteicos, existem questdes
regulatodrias e legislativas sobre sua aplicacao na industria alimenticia. Mesmo assim, o alto teor
de pigmentos proteicos, como a ficocianina, torna a biomassa rica em nitrogénio, além de
fosforo, podendo ser utilizada como fertilizante sustentavel de liberacdo lenta, segundo
Manirafasha et al. (2018) e Koutra et al. (2017). Além disso, Patel (2011) relata o crescente
interesse na utiliza¢do de corantes naturais em outros setores da industria, como no setor téxtil
ou na fabricagdo de tintas para diversas aplicagdes, uma vez que os corantes sintéticos nao sao
biodegradaveis e podem afetar o meio ambiente e a saide humana.

Como a ficocianina ¢ um pigmento protéico e devido a grande disponibilidade de
nitrogénio nos experimentos em batelada alimentada, optou-se por avaliar a producdo deste

pigmento na biomassa produzida. Um teor de 180,52+11,67 mg.g”! foi alcangado nos
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experimentos com 1 g.L! de indculo em comparacio com alguns estudos citados a seguir.
Alvarez e Otero (2020) avaliaram a produgdo de ficocianina por Arthrospira sp. usando
efluentes industriais contendo nitrogénio amoniacal e alcangou 87,1+7,1 mg.g™!' de ficocianina
na biomassa cultivada no meio de Zarrouk e 73,7+7,7 mg.g”! na biomassa cultivada nos
efluentes industriais. Manirafasha et al. (2018) relataram a producio de 56,536+0,184 mg.g™!
de ficocianina por Arthrospira platensis cultivada sob a adi¢do de glutamato e com a insercao
de nitrato como fonte de nitrogénio por batelada alimentada.

Assim, observou-se, neste estudo, que aliar a estratégia do aumento do indculo de 0,2
para 0,5 g.L"!" a condugio do cultivo por batelada levou a um aumento tanto da concentragio de
nitrogénio amoniacal consumido (em eficiéncia proxima a 90 %), mas, também, na producao
potencial de pigmentos de interesse industrial como a ficocianina. Tais conclusdes, até entao,
possibilitaram o desenvolvimento das etapas seguintes do presente estudo, que teve por objetivo
avaliar a sinergia entre o aumento do inoculo, a condugdo do bioprocesso por batelada
alimentada e a mixotrofia. A mixrotrofia tem se mostrado uma estratégia promissora, conforme
os exemplos de estudos citados, tanto para o aumento da assimilagdo do nitrogénio amoniacal
quanto para produgdo de compostos de reserva energética, como 0s biopolimeros

(polihidroxialcanoatos), pelas cianobactérias.

4.4 Avaliacio da influéncia da insercio de glicerol bruto residual e da suplementacio de
nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilacao de nitrogénio amoniacal e

producio de compostos de interesse industrial

Os perfis de consumo de nitrogénio amoniacal pelos micro-organismos cultivados nos
experimentos dessa fase do estudo podem ser observados nos Graficos 11 e 12. A inser¢ao de
glicerol bruto residual aumentou significativamente a taxa de assimilagdo em ambas as
condig¢des avaliadas (com baixa e alta suplementacio de nutrientes), consumindo 40-50 mg.L!
de nitrogénio amoniacal diariamente (Grafico 11). Ao observar os experimentos sem glicerol
bruto residual (Grafico 12), observa-se um consumo mais lento, em funcdo dos efeitos
inibitorios do nitrogénio amoniacal. Apds 10 dias de cultivo, os bioprocessos com glicerol bruto
ainda se mantiveram estaveis, havendo um consumo didrio total do nitrogénio amoniacal

adicionado nos experimentos.
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Grafico 11 — Perfil de consumo de nitrogénio amoniacal por A. platensis nos experimentos com

glicerol bruto residual em batelada alimentada.

Cultivo com Glicerol bruto residual e solugao de alimentagao com menor
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Cultivo com Glicerol bruto residual e solugao de alimentagao com maior
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Fonte: O autor, 2022.

Grafico 12 — Perfil de consumo de nitrogénio amoniacal por 4. platensis nos experimentos sem

glicerol bruto residual em batelada alimentada.

Cultivo sem Glicerol bruto residual e solugao de alimentagao com menor
suplementacao de nutrientes

Cultivo sem Glicerol bruto residual e solugao de alimentagao com menor
suplementagao de nutrientes

NH; (mg/L)

Tempo (d)

Fonte: O autor, 2022.
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Houve um consumo total estatisticamente semelhante (411+2 e 421,18 mg.L! de
nitrogénio amoniacal), com eficiéncia de remocao de 100 %, nos experimentos com glicerol
bruto residual, conduzidos por batelada alimentada, com solugdes de alimentacao contendo
menor ¢ maior suplementagdo de nutrientes, respectivamente (Tabela 4.5). O aspecto das
culturas nessas condigdes ao final do experimento também foi semelhante (Figura 21). Houve
diferengas estatisticamente significativas (Tabela 4.5) entre esses resultados em relagdo ao
consumo total de nitrogénio amoniacal alcancado pelos experimentos sem glicerol bruto
residual (106+2 e 159+8 mg.L"! de nitrogénio amoniacal).

Em relacdo a produgdo de biomassa, o crescimento simultineo de bactérias
heterotroficas e cianobactérias prejudicou o monitoramento diario do crescimento por
espectrofotometria visivel. Além disso, o monitoramento didrio da produ¢do de biomassa por
massa seca foi inviavel devido ao pequeno volume util dos frascos agitados. Embora sucessivas
alimentag¢des, com solugdes contendo nutrientes e nitrogénio amoniacal, tenham aumentado o
volume final do sistema e, portanto, diminuido a concentracdo final de biomassa, a
concentracdo final de 4. platensis, Tabela 4.5, nos experimentos com glicerol bruto residual
(3,43+0,38 € 4,27+0,43 g.L'"), com alta produtividade de biomassa (0,198+0,04 e 0,283+0,045
g.L'1.d ™), foi superior aos experimentos sem esta fonte organica (1,55+0,05 € 2,28+0,13 g.L'!).

A diferenca na suplementacdo de nutrientes ndo influenciou a concentragdo final de
biomassa (Tabela 4.5). Embora o bioprocesso com glicerol bruto residual tenha comeg¢ado com
uma elevada concentracgdo inicial de 4. platensis (proxima a 1,4 g.L'!) para conter o efeito
inibitorio do nitrogénio amoniacal, com a massa inicial de 0,225 g, houve um aumento de massa
de 0,86+0,12 e 1,1+0,14 g nos experimentos alimentados com menor e maior suplementacao
de nutrientes, respectivamente. Houve, portanto, um aumento de quatro vezes,
aproximadamente, da massa inicial necessaria para o bioprocesso.

Para buscar respostas que explicassem a maior producao de biomassa e assimilagao de
nitrogénio amoniacal nos experimentos com glicerol bruto residual, analisou-se o pH ao longo
do cultivo. O pH final das culturas com glicerol bruto residual foi significativamente menor
(aproximadamente 9,2) quando comparado ao pH dos experimentos sem glicerol bruto residual
(aproximadamente 10,7) e os experimentos controle com nitrato de so6dio (aproximadamente
10,5). E possivel observar, na Tabela 4.5, a presenca de bactérias heterotroficas, que atingiram

a concentragdo final de aproximadamente 1 g.L"!, nos experimentos com glicerol bruto residual.



Tabela 4.5 — Parametros dos experimentos com 4. platensis conduzidos por batelada alimentada com e sem Glicerol bruto residual e em diferentes
concentragdes de nutrientes das solugdes de alimentagdo. Onde X ¢ a concentracdo final de biomassa e EF ¢ a eficiéncia de remog¢ao do nitrogénio
amoniacal. As letras diferentes dos dados de um mesmo parametro representam que ha diferencas estatisticamente significativas entre os dados

conforme o teste de Tukey.

124

Total de . Ficocianin AT . Proteinas
. . Bactérias Ficocianina Carotenoides . PHA na
. . . NH: o A. platensis A. platensis . ana . . totais na .
Condicdes experimentais . EF (%) 1 1 a1 heterotroéficas . na cultura  totais na biomassa . biomassa
Removido X: g.L'h) Qx (g.L7.d") (X: g.L-) biomassa (mg.L) (mg.g) biomassa (mg.g)

(mg.L") e (mg.g™) ) ’ (%) ’
Glicerol bruto residual e
solugdo de alimentagdo com 4145 . 10010a  3.43£038a  0,198£0,04ae  12540,02a  51,6+24a 17748 a 1,04+0,07 a 4043 ae 132419 a
menores concentracdes de
nutrientes
Glicerol bruto residual e
solugdo de alimentagdo com 4 11, 100r0a 4274043 a 00283+0,045a 1,04040,001b  39,8+0,7 b 17043 a 1,24+0,06 a 36,240,8¢  60+35a
maiores concentraqoes de
nutrientes
Sem Glicerol bruto residual
¢ solugdo de alimentagio 10642b  87402b  1,5540,05b 0,01140,001 b  Niodetectivel 61+l a 89+1 b 2,3240,22 b 49,3+0,1 b X
com menores concentracdes
de nutrientes
Sem Glicerol bruto residual
® SO (3 L imar g 15048 ¢ 82+lc  228:0,13b  0089:005b  Naodetectivel  11624¢c 2658 ¢ 2.82£0,02 b >4,4x0,6 X
com maiores concentragoes bC
de nutrientes
Controle com 0,39 g.L! de
NaNOs e Glicerol bruto X X 1,78£0,067 b  0,042+0,019 b X 3342 b 79+3 b 2,31£0,29 b 16,1£1,9d X
residual
Controle com 0,39 g.L'! de
NaNOs e sem Glicerol bruto x x 2380000 090003 98+5d  234=11d 2,91+0,06 b 45,112 x
residual ¢ ac
Ensaios nio inoculados com 20411 d

Glicerol bruto residual
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Ensaios nao inoculados sem
+
Glicerol bruto residual 34.3+0.4d

Fonte: O autor, 2022.
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Grafico 13 — Acompanhamento do pH ao longo do cultivo dos experimentos com A. platensis

conduzidos por batelada alimentada com e sem Glicerol bruto residual e em diferentes solu¢des

de alimentacgao
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Fonte: O autor, 2022.

Figura 21 — Aspecto dos experimentos ao fim do cultivo misto de 4. platensis e bactérias

heterotroficas em glicerol bruto residual e fonte amoniacal.
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Legenda: A representa os experimentos alimentados com solu¢des contendo menores
concentragdes de nutrientes e B os experimentos alimentandos com solugdes contendo maiores

concentragoes de nutrientes.

Fonte: O autor, 2022.
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A maior produtividade em biomassa e assimilacao de nitrogénio amoniacal em presenca
de glicerol bruto residual pode ser explicada por essa condi¢do ter proporcionado um pH mais
baixo, 0 que provavelmente permitiu uma menor prevaléncia de amonia no balango entre
amonia e amonio. Isso reduz a toxicidade do sistema, permitindo uma alta assimilacdo de
nitrogénio amoniacal e producdo de biomassa (SALBITANI; CARFAGNA, 2021). Em
seguida, buscou-se responder por que a presenca dessa fonte de carbono organico diminuiu o
pH do sistema.

A primeira possibilidade ¢ que em culturas autotroficas, sem o glicerol bruto residual,
as cianobactérias tendem a consumir abundantemente carbonato como fonte de carbono
inorganico, cujas reagdes resultam no aumento do pH da cultura. Além de aumentar a
prevaléncia de amonia e a toxicidade, quando o pH atinge valores superiores a 11, o equilibrio
entre carbonato e bicarbonato ¢ afetado, diminuindo a disponibilidade de bicarbonato, que ¢ a
fonte de carbono inorganico mais facilmente assimilavel pelas microalgas e cianobactérias
(POURJAMSHIDIAN et al., 2019; SALBITANI; CARFAGNA, 2021). Essas circunstancias
podem estar relacionadas a menor producdo de biomassa nos experimentos em autotrofia, sem
o glicerol bruto residual.

Quando hd uma fonte de carbono organico na cultura como o glicerol, que ¢
reconhecidamente um composto osmoprotetor (RAYMOND; MORGAN-KISS; STAHL-
ROMMEL, 2020), e em mixotrofia, o consumo de bicarbonato ¢ menor e mais lento, impedindo
o rapido aumento do pH do sistema (SALBITANI; CARFAGNA, 2021). A outra hipdtese € a
producao de compostos acidos que diminuiram o pH da cultura pelas bactérias heterotroficas,
que soO cresceram significativamente na presenga do glicerol bruto residual. Esta hipdtese pode
ser um exemplo dos efeitos benéficos dessa cultura mista no bioprocesso desenvolvido.

O pH dos experimentos deste estudo foi controlado através da inser¢do na cultura de
solucdes acidas contendo nitrogénio amoniacal e nutrientes, na conducao do bioprocesso por
batelada alimentada. O pH estavel e baixo nas culturas com glicerol bruto residual sugere que
pode ndo haver a necessidade do controle de pH por meio de solugdes acidas, o que reduz a
complexidade e o custo do bioprocesso. Os resultados anteriores do presente estudo mostraram
como a conducao do bioprocesso por batelada alimentada reduz significativamente o custo do
meio de cultura em comparagdo a batelada simples. Além disso, diante da analise da Tabela
4.5, os experimentos com maior disponibilidade de nutrientes foram comparados aos com
menor suplementacdo de nutrientes. Ambos apresentaram resultados semelhantes, o que indica,

comparando as duas condi¢des com baixa e alta suplementagdo de nutrientes avaliadas, que as



128

menores concentragdes de nutrientes podem ser utilizadas para alimentar este sistema, o que

sugere um menor custo com o meio de produgdo (Grafico 14).

Grafico 14 — Remocao de nitrogénio amoniacal dos experimentos com A. platensis conduzidos
por batelada alimentada com e sem Glicerol bruto residual e em diferentes solugdes de

alimentagao
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Fonte: O autor, 2022.

Como os experimentos desta fase do estudo foram realizados em frascos agitados e
devido ao seu pequeno volume util, toda a biomassa foi recuperada por centrifugagdo para a
analise de produtos de interesse industrial, havendo, portanto, uma mistura de bactérias
heterotroficas e cianobactérias na biomassa analisada. Provavelmente, se a recuperagdo de

cianobactérias e bactérias heterotroficas fossem separadas, com uma biomassa mais pura, a
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concentracdo de compostos de interesse industrial poderia ser ainda maior. Os compostos de
interesse industrial produzidos podem ser observados na Tabela 4.5 e no Grafico 15. A
producao de ficocianina foi maior nos experimentos com menor suplementacdo de nutrientes e
com adic¢do de glicerol bruto residual (51,6+2,4 mg.g™"). Houve uma diminui¢io na producio
desse pigmento devido a inser¢ao de glicerol bruto residual, uma vez que a maior produgao foi
de 11624 mg.g™! no ensaio sem glicerol bruto residual. Por outro lado, nos experimentos com
glicerol bruto residual houve produgdo de compostos de reserva energética como o0s
polihidroxialcanoatos (precursores da produgao de plastico biodegradavel), com produgao de
132+19 mg.g™! na biomassa cultivada com menor suplementacdo de nutrientes (Gréfico 15 e

Figura 22).

Grafico 15 — Produtos de interesse industrial produzidos por A. platensis e bactérias
heterotroficas durante o experimento para remog¢do de nitrogénio amoniacal, em batelada
alimentada, com glicerol bruto residual e solucdo de alimentagdo contendo menores

concentragoes de nutrientes.
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Figura 22 - Biopolimeros secos e extraidos da biomassa produzida durante o bioprocesso em
glicerol bruto residual e menor suplementacdo de nutrientes para assimilacdo de nitrogénio
amoniacal

Fonte: O autor, 2022.

Em relacao ao percentual de proteinas, a biomassa cultivada em glicerol bruto residual
com menor suplementacdo de nutrientes apresentou 40+3%. Os Ensaios sem glicerol bruto
residual apresentaram maior porcentagem em proteinas. No entanto, como houve maior
produgdo de biomassa cultivada em glicerol bruto residual, ao analisar a concentracdo de
proteinas na cultura, o resultado foi equacionado com 1,9+0,04 ¢ 1,24 g.L"! de proteinas (nos
ensaios com glicerol bruto residual contendo baixa e alta suplementacdo de nutrientes
respectivamente) e 1,24+0,01 e 1,050,001 gL' em ensaios sem glicerol bruto residual
(contendo baixa e alta suplementac¢do de nutrientes, respectivamente).

Por alguns fatores como a produ¢do de compostos de interesse industrial (Grafico 15) e
pela maior assimilagdo de nitrogénio amoniacal, considerou-se a condigao dos experimentos
com glicerol bruto residual e com menor suplementagao de nutrientes como a mais atrativa para
proceder a fase seguinte do presente estudo. Na fase seguinte, investigou-se houve o consumo
de glicerol a partir do glicerol bruto residual nesta condi¢do e se houve producao de nitrito e
nitrato como intermediarios pelas bactérias heterotroficas.

O objetivo, da fase seguinte do estudo, foi cultivar os micro-organismos em maior
volume util para obter a cinética de crescimento de bactérias heterotroficas e de 4. platensis. O

principal questionamento, até entdo, foi buscar respostas acerca de quem produziu os



131

biopolimeros, ja que pode ter sido produzido principalmente por A. platensis ou pelas bactérias

heterotroficas.

4.5 Avaliacao da influéncia do aumento de escala do bioprocesso desenvolvido, em
batelada alimentada, para o consumo de nitrogénio amoniacal por uma cultura mista de
A platensis e bactérias heterotroficas, com glicerol bruto residual: experimentos em

garrafas de S L

No Gréafico 16 pode-se observar a cinética de producdo de biomassa e o perfil de
consumo de nitrogénio amoniacal da cultura mista de 4. platensis e bactérias heterotroficas.
Como o bioprocesso foi operado em batelada alimentada, havendo a variagdo constante no
volume do sistema e, consequentemente, na concentragao de biomassa a cada alimentacao do
nitrogénio amoniacal e de glicerol bruto residual, os resultados de crescimento também foram
expressos na massa de 4. platensis (g) e bactérias heterotroficas (g).

Os resultados expressos no Grafico 16 indicam o rapido crescimento de 4. platensis até
o quarto dia de crescimento (4,53+0,16 g; 3,28+0,11 g.L!), totalizando, no sistema, a producio
de 5,75+0,04 g de biomassa entre 4. platensis e bactérias heterotroficas. Até esse momento, a
taxa diaria de alimentagdo e consumo de nitrogénio amoniacal foi proxima a 50 mg.L!.d™".
Devido a elevada produ¢do inicial de biomassa e para evitar a limitacdo de nitrogénio no
sistema, optou-se por aumentar a concentracao diaria de nitrogénio amoniacal para valores
proximos a 100 mg.L!. Surpreendentemente, houve consumo diario total dessa concentragio
de nitrogénio amoniacal.

Entre o quarto e o sétimo dia, houve o crescimento expressivo de bactérias
heterotroficas, chegando a 6,23+0,05 g (3,81+ 0,03 g.L!) no sétimo dia. No entanto, observou-
se uma tendéncia a fase estacionaria de crescimento de A. platensis entre 6 e 8 dias, atingindo
5,48+0,02 g (3,35+0,01 g.L'') no oitavo dia. Suspeitou-se do predominio de bactérias
heterotréficas afetar o consumo de glicerol por A. platensis e prejudicar a producdo de
biopolimeros e, por isso, o bioprocesso foi interrompido no oitavo dia. O bioprocesso foi
interrompido ainda que, aparentemente, as bactérias heterotroficas ndo tenham atingido a fase
estacionaria por ainda haver um consumo didrio total proximo a 100 mg.L'.d"! de nitrogénio

amoniacal.
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Grafico 16 — Perfil de crescimento e consumo de nitrogénio amoniacal pelo cultivo misto de 4.

platensis e bactérias heterotroficas em batelada alimentada e com Glicerol bruto residual
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Fonte: O autor, 2022.
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Ainda assim, o resultado da analise C:H:N da biomassa mista liofilizada de A. platensis

e bactérias heterotroéficas mostrou um percentual de nitrogénio na biomassa de 9,3%, o que

sugere um elevado consumo de 604+2 mg.L"! de NH3 pela biomassa total produzida por A.

platensis e bactérias heterotroficas. Diante disso, considerou-se a eficiéncia de remogao de

nitrogénio amoniacal como 100% nesta condi¢do, baseando-se em toda concentracdo de

nitrogénio amoniacal alimentado no sistema. Esse consumo total poderia ser ainda maior se o

bioprocesso nao fosse interrompido. A anélise do Grafico 17 também indica o baixo pH final

da cultura, em torno de 9, e a auséncia de nitrato e nitrito no meio de cultura, possiveis

intermediarios produzidos pelas bactérias heterotroficas.
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Grafico 17 — Assimilag@o de nitrogénio amoniacal pelo cultivo misto de 4. platensis e bactérias
heterotroficas e avaliagdo da presenga de nitrito e nitrato como intermedidrios no bioprocesso
conduzido por batelada alimentada em presenca de Glicerol bruto residual
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Fonte: O autor, 2022.

Para avaliar a produ¢@o de compostos de interesse industrial neste bioprocesso, parte do
volume da cultura foi utilizada para recuperar apenas A. platensis, realizando o processo de
filtracdo em membrana com porosidade de 0,7 um, na qual sua porosidade retém apenas as
cianobactérias devido ao seu maior diametro. A produgao de compostos a partir dessa biomassa
foi comparada a biomassa recuperada por centrifuga¢do, composta tanto pela biomassa de 4.
platensis quanto por bactérias heterotroficas. Surpreendentemente, observamos que houve uma
producdo majoritaria de polihidroxialcanoatos, que sdo os biopolimeros precursores da
producdo de plasticos biodegradaveis, pelas bactérias heterotroficas. A biomassa contendo
bactérias heterotroficas e A. platensis era composta por 70+7 mg.g”! de polihidroxialcanoatos
na biomassa, enquanto a biomassa contendo apenas A. platensis apresentou 15+2 mg.g™! desses

biopolimeros. Tal diferenca ¢ estatisticamente significativa (Tabela 4.6).
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Tabela 4.6 — Principais resultados do bioprocesso desenvolvido para assimilacdo de nitrogénio amoniacal pelo cultivo misto de 4. platensis e
bactérias heterotroficas e compostos de interesse industrial produzidos. Onde X ¢ a concentracdo final de células; Qx a produtividade volumétrica
em biomassa e EF ¢ a eficiéncia de remocao de nitrogénio amoniacal. Letras diferentes nos dados comparados de um parametro representa diferencga
estatisticamente significativa entre os dados. Resultados obtidos apds 8d de cultivo.

Total de NH; Glicerol A platensis A platensis Bactérias Bactérias
Condicoes experimentais consumido EF (%) consumido ()g L) Qxl(’ L.d") heterotréficas heterotroéficas
(mg.L") (e.L") ‘e L (X: gL (Qx:g.L.d")
Cultura mista de 4. platensis e bactérias
GEOITOigES or sEiR ks el 6042 1000 10,74%0,1  335£0,01  0,226+0,005 3,48+0,02 0,4350,004

em meio amoniacal e glicerol bruto
residual (volume util inicial: 1L)

Producao de compostos de interesse industrial

.. Carotenoides
.. Ficocinina . , PHA na
.~ . . Ficocianina na totais na Proteinas .
Condicoes experimentais . 1 na cultura . < o biomassa
biomassa (mg.g™") -1 biomassa totais (%) 1
(mg.L™) (mg.g") (mg.g™)

Biomassa recuperada por
centrifugacio (4. platensis e 29,7+1,4 a 1045 b 0,67+0,11 a 37,6£2,0 a 70+7 a
bactérias heterotroficas)

LSRR S DGR 0 L RGO 842428 b 2824108 1,6240,18b  36tla 1542 b
(A. platensis)

Producio de PHA em experimento controle conduzido por batelada sequencial em autotrofia e em meio Zarrouk com nitrato de sodio

A. platensis Crescimento de bactérias A. platensis Qx

-1
X:gL'hH 1,1320,02 heterotroficas: ndo identificado (g.Lldh) 0,047:£0,005 PHA (mg.g") 14.943,5

Fonte: O autor, 2022.
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Grafico 18 — Compostos de interesse industrial produzidos por A. platensis e bactérias
heterotréficas durante o bioprocesso desenvolvido para o aumento da assimilacao de nitrogénio

amoniacal em presenca de Glicerol bruto residual
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Fonte: O autor, 2022.

Um comportamento distinto ¢ observado durante a analise dos pigmentos. A biomassa
contendo apenas A. platensis foi composta por 84,2+2.8 mg.g”! de ficocianina na biomassa,
embora o metabolismo mixotréfico tenda a diminuir a concentracdo desse pigmento. Esse
acumulo de ficocianina foi maior quando comparado ao obtido na biomassa mista (Tabela 4.6).
Os dois tipos de biomassa analisadas apresentaram percentuais estatisticamente semelhantes de
proteinas na biomassa (38+2%, na biomassa contendo 4. platensis e 36+1%, biomassa mista).

Isso sugere que o processo de filtragdo foi uma forma eficiente de separar as biomassas
produzidas para sua aplicagao em diferentes finalidades e a aplicagdo biotecnologica de toda

biomassa produzida. Em relagdo ao consumo de glicerol bruto residual de biodiesel, nossa
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analise mostrou que em 6 g.L'! de glicerol bruto residual utilizado havia 3,58+0,1 g.L"! de
glicerol. Alimentacdes por pulso de 6 g.L"!' de glicerol bruto residual foram realizadas a cada 2
dias de cultivo, totalizando 3 alimenta¢des. Nao houve glicerol no meio de cultura ap6s 8 dias
de cultivo (Figura 23) e, portanto, assumimos que todo o glicerol disponivel foi consumido
(10,74+0,1 g.L'! de glicerol em 18 g.L'! de glicerol bruto residual do biodiesel utilizado).
Ressalta-se, também, que os produtos de interesse industrial produzidos foram obtidos a partir
de biomassas que cresceram em produtividade volumétrica satisfatoria (Tabela 4.6):

0,226+0,005 g.L'.d"! (4. platensis) e 0,435+0,004 g.L'.d"! (bactérias heterotroficas).

Figura 23 — Andlise colorimétrica para quantificacdo de glicerol na cultura de A. platensis e
bactérias heterotroficas em meio amoniacal contendo Glicerol bruto residual por batelada
alimentada

Legenda: Os trés tubos em amarelo s@o os resultados das analises colorimétricas das amostras iniciais
dos experimentos em garrafoes contendo Glicerol bruto residual. As trés tltimas sdo os resultados das
amostras ao fim do bioprocesso, indicando auséncia de glicerol no meio.

Fonte: O autor, 2022.

Em relagdo a caracterizagdo dos biopolimeros produzidos durante o bioprocesso
inicialmente foi feita a analise de DRX para avaliar o percentual da estrutura cristalina dos
biopolimeros produzidos. Os resultados (Grafico 19) indicam uma estrutura semicristalina com
os seguintes picos em 20: 15,57°; 19,5°; 25,29°; 29,35° e 31,42°. A porcentagem da area total
do grafico em relagdo a area cristalina indica o grau de cristalinidade na estrutura de 49,6%,
50% aproximadamente.

Costa et al. (2018) mencionam que os biopolimeros com percentual de cristalinidade
superior a 50% podem ter uma rigidez que possa interferir em suas aplicagcdes posteriores na

producao de plasticos biodegradaveis. O percentual obtivo foi similar ao obtido em Costa et al.
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(2018) por A. platensis, entre 50,15 e 51,65%. Costa et. al. (2018) cita o estudo de Campos et
al. (2014), que relatam o percentual entre 52.23 e 66.12% para PHA produzidos pela bactéria

heterotrofica Cupriavidus necator.

Grafico 19 — Resultado da analise de DRX do biopolimero extraido e produzido durante o

bioprocesso para remoc¢ao de nitrogénio amoniacal
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Legenda: A figura ilustra a caractetistica semicristalina do biopolimero produzindo, havendo regides amorfas e
cristalinas, identificadas através dos picos do grafico.
Fonte: O autor, 2022.

Em seguida, avaliou-se os resultados da analise de espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier com refletancia atenuada (FTIR-ATR) dos biopolimeros produzidos
durante o bioprocesso. Segundo a analise da Grafico 20 e da Tabela 4.7, pode-se deduzir que o

biopolimero produzido apresentou bandas caracteristicas e similares as do PHB.
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Grafico 20 — Espectrograma da analise de espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier com refletancia atenuada (FTIR-ATR) dos biopolimeros produzidos durante o

bioprocesso
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Fonte: O autor, 2022.

O biopolimero apresentou semelhancas as bandas referentes aos grupos funcionais
caracteristicos deste polimero (PHB) relatados na literatura, como, por exemplo, a banda
relacionada ao alongamento do carbonil (C=0) da ligacdo éster (1721 cm™) caracteristico dos
poliésteres, além de uma serie de bandas apresentadas na faixa compreendida entre 1000 a 1300
cm’!, que estdo relacionadas as ligacdes de alongamento da ligagdo C-O do grupo éster. Os
resultados sugerem a classificagdo quimica do material produzido neste trabalho ao
polihidroxibutirato (PHB). Baseou-se nos seguintes estudos para obtengdo das bandas
caracteristicas do PHB: SABARINATHAN et al., 2018; TRAKUNJAE et al., 2021;
SARATALE et al., 2021.
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Tabela 4.7 — Comparagdo das bandas resultantes da analise de FTIR do biopolimero produzido

no bioprocesso desenvolvido as bandas caracteristicas do PHB reportadas na literatura.

Valores do
PHB Valor medido na ;.
encontrados 1 Grupamento caracteristico
na literatura amostra [cm™]
[em™]
3443,70 3442,17 OH
2975,70 2976,97 Estiramento simétrico e assimétrico do CH3
Metileno CH> com vibragao simétrica e
2933,00 2933,52 assimétrica
1721,00 1720,32 C=0 Ester, estiramento
1454,50 1455,90 O — H, estiramento
1379,63 1374,60
1277,55 1279,64 -CH
1227,61 1231,76
1183,27 1184,68 C-0
1132,44 1130,41
1100,89 1096,11 —C—0O-C- Estiramento com vibragao
assimétrica
1055,81 1048,22
979,81 974,00

Fonte: O autor, 2022.

As transi¢des térmicas do polimero produzido neste trabalho foram avaliadas usando

analise calorimétrica exploratéria (DSC) com resultado mostrado na Grafico 21. Os valores

obtidos para a temperatura de fusdo (Tm) e entalpia de fusdo (AHf) do biopolimero foram

156,4°C € 93,6 (J/g).

As transic¢des térmicas encontradas por DSC para o biopolimero produzido no presente

estudo, corroboraram com as transi¢des caracteristicas do PHB. A temperatura de fusdo dos

cristalitos (Tm) a 156,5 °C, aproximadamente, concorda com o registrado por Cavalcante e

colaboradores (2017), que reportaram a temperatura de fusdo para os cristais formados (Tm)

pelo PHB entrel56 e 170 °C (CAVALCANTE et al., 2017).
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Grafico 21 — Termograma de DSC obtido diante do aquecimento do biopolimero extraido e

produzido durante o bioprocesso desenvolvido.
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Fonte: O autor, 2022.

A Grafico 22 ilustra o resultado da andlise termogravimétrica. Percebe-se um
comportamento padrdo de degradacdo para PHB em uma unica etapa sob atmosfera de
nitrogénio (240 — 400 °C) (TRAKUNIJAE et al., 2021; AGUIAR et al., 2021). A variagao de
massa apresentou uma rapida queda referente a degradacao para uma temperatura inicial de 286
°C até 310 °C.

Por outro lado, no termograma representado no Grafico 22, ¢ observado que ocorreu
uma perda de 74% da massa do biopolimero, aproximadamente. Isso indica que, além do PHB
produzido, hd 26% de impurezas e ou residuos no material extraido. Dessa forma, ha a
necessidade de avaliar outros métodos de extragdo do PHB ou de incluir uma metodologia de

purificagao dos PHB produzidos durante o bioprocesso desenvolvido no presente estudo.
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Grafico 22 — Termograma da analise de TGA do biopolimero produzido
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Fonte: O autor, 2022.

Segundo Higuchi-takeuchi et al. (2016), a massa molar dos polimeros ¢ uma das
propriedades mais importantes dos materiais poliméricos ja que pode afetar de forma
significativa suas propriedades fisicas € mecanicas. PHA que apresentam alta massa molar sdo
desejaveis para suas futuras aplicagdes praticas, principalmente pelos métodos de extra¢dao dos
biopolimeros possivelmente resultarem em uma diminui¢do de sua massa molar. Além disso,
PHA com elevada massa molar possuem melhores propriedades mecanicas. A analise de GPC
mostrou que o PHB produzido no presente estudo apresenta uma massa molar de 935x10°
g/mol. Considera-se, portanto, segundo Higuchi-takeuchi et al. (2016), que o polimero
produzido apresenta uma alta massa molar, sendo atrativo para sua aplicagdo posterior como
precursor da producdo de plasticos biodegradaveis.

Na presente fase do estudo, realizado em um maior volume 1til em comparagdo a fase
anterior, verificou-se a auséncia de nitrato e nitrito no meio apds 8 dias de bioprocesso. Isso
sugere a baixa complexidade para remocao do nitrogénio amoniacal por esse bioprocesso, que
pode ser realizado em um unico reator. Sabe-se que a auséncia da producao de nitrato e nitrito
pelas cianobactérias pode ser explicada pelo fato de incorporarem diretamente o nitrogénio
amoniacal nos esqueletos carbonicos e, consequentemente, na producao de biomassa pela via
GS-GOGAT (SALBITANI; CARFAGNA, 2021). Por outro lado, ndo conhecemos as vias

bioquimicas de assimilagdo do nitrogénio amoniacal das bactérias heterotroficas. Supde-se que,
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mesmo que as bactérias heterotréficas produzam nitrato e nitrito, ¢ possivel que tenham sido
consumidas por 4. platensis devido a versatilidade das fontes de nitrogénio que esta espécie ¢
capaz de consumir (RAHIMI; MODIN; MIJAKOVIC, 2020). Isso exemplifica outro aspecto
positivo da cultura mista entre bactérias heterotroficas e A. platensis.

Em relacdo a comparacdo da remocdo de nitrogénio amoniacal alcancada pelo
bioprocesso do presente estudo, a remogao de nitrogénio amoniacal total e a eficiéncia de
remog¢ao dessa fonte de nitrogénio foram superiores as alcangadas por diferentes estudos
publicados recentemente, que tém como proposta usar microalgas para remover nitrogénio
amoniacal de efluentes industriais, exemplificado na Tabela 4.8: Luo et al. (2018); (Alvarez;
Otero, 2020); Shen et al. (2020); Sayedin et al. (2020) e Jiang et al. (2021). O bioprocesso
desenvolvido na maioria desses estudos citados foi realizado por batelada simples e com baixa
concentragio inicial de microalgas (0,14 a 0,15 g.L'!), atingindo uma remogio total entre
65,93+0,98 a 210 mg.L! de nitrogénio amoniacal, com eficiéncia de remocdo entre 58,4 ¢
95,6%.

Chen et al. (2018) e Lee et al. (2021) alcangcaram avancos significativos relacionados a
biorremediacdo de nitrogénio amoniacal por microalgas. Chen et al. (2018), ao realizarem o
bioprocesso com C. sorokiniana FACHB-275 em modo continuo, obtiveram uma remoc¢ao
diaria de 18,1+0,6 mg.L! de nitrogénio amoniacal em 45 dias de bioprocesso, totalizando a
remog¢io de aproximadamente 814,5 mg.L™! (consumido ou removido por evaporagio). No
entanto, uma menor produtividade de biomassa foi alcangada quando comparada a
produtividade em biomassa do presente estudo. O produto de interesse industrial analisado foi
o conteudo em proteinas totais da biomassa (45,6=1,7%).

Mais tarde, Lee et al. (2021) ao usar Coelastrella sp. em batelada simples, alcangou a
remogAo de nitrogénio amoniacal de 950 mg.L™! (consumido ou removido por evaporacdo), com
eficiéncia de remocdo de 99% e produtividade volumétrica de biomassa de 0,225 g.L'.d"!' em
4 dias de bioprocesso. Os autores utilizaram uma alta concentracdo inicial de microalgas de 7
gL' como estratégia. Considerando que a biomassa produzida também é uma fonte de
bioprodutos a serem comercializados, elevado indculo desse bioprocesso (proximo a 7 g.L'!)
pode aumentar sua complexidade, em comparacdo com o presente estudo em que se usou,

aproximadamente, 1,4 g.L"! de indculo.



Tabela 4.8 - Estudos recentes relacionados a remog¢ao de nitrogénio amoniacal de efluentes por tratamento bioldgico com microalgas

estimados com base nas informagdes contidas no artigo. O simbolo () expressa a informagdo ndo encontrada nos artigos citados.
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' . P ne "0 removido  EF (%) . porag X (L") Ox(gLdY interesse PO Referéncia
organismo conducio efluente organica (g.Lh) 1 nitrato ou . . (d)
(mg.L™) 1 L industrial
(mg.L") estimativa
de N
intracelular
Efluente da
Coelastrella Batelada digestdo Do proprio Nio Conteudo lipidico LEE et al
. anaerobica da 7 950 99 . 7,9 0,225 4 ”
sp. simples indstria de efluente - avaliado (%): 37 2021
suinos
Contetdo lipidico
Chlorella ~ (%): 25-30%;
vulgarisNIES- sz‘rfli‘g: iﬂ;‘;ﬁz - 03 210 584 - avfl?g o ;(‘)%Z 0,533£0,005  Carboidratos (%): 8 J;fl\zlgzit
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Egiugi:r;g:a Proteinas ALVARE
; P Anci -1y .
Arthrospira Batelada anacrobica da Do proprio 56.5 Aussenma Avaliado 540.1 (mg.mL ): 2,§ + 24 Z;
sp. alimentada PP efluente - - de nitrato - 0,2; Ficocianina OTERO,
industria de -1
(mg.g'): 73,7£7,7 2020
pescado
Proteinas (%):
Efluente da ) ;
Chlo.re.lla Batelada digestdo Do proprio  Abaixo Nitrato: . 37’8.i 3 Almdf) SAYEDIN
sorokiniana . 1 1249 95,6 Avaliado 2,11 _ (%): 17,8 +0,8; 18
simples anaerdbica de efluente de 0,5 * 1,73 , . et al., 2020
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Carotenoides
totais(mg.g™):
1 .
C. Acetato de Poll’iZszacz(\);iO;éos
sorokiniana Eﬁ;el?éi: gﬂ?éet?ctg 50410 et _ 65,93 £ _ _ Avaliado 0,5+ 0,07 _ (mg.g"): 5 SIH Ezl(\)IzeOt
FACHB-275 P propionato 0,98 48,43+1,06; al,
de sédio ; .
Proteinas/polissac
arideos (mg.mg"
1: 1,9840,09
Efluente da
digestdo s
Desmodesmus Bgtelada anacrdbica da Do proprio 0.14 78.47% 70,59+1, Avaliado 0.84+0,02 0.1 7 LUO et al.,
sp. CHX1 simples TR efluente 56 - - 2019
industria de
suinos
Efluente da 18,1+0,6
C digestdo . (mg.L-'d") . , .
sorokiniana Continuos  anaerdbica da D:ﬂir;ﬂgo 0,112 Total _ _ avl;ll?;) do 2,188 _ P(z;)t)c?lzgsgjt)fa;s 45 SIH IZI(\)II?
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Efluente da
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industria de 6*
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Consdrcio de Efluente da 63,7+1,21 AYRE;
microalgas: divestio e L d-! MOHEIM
Chlorella sp. Batelada ges! Do proprio &L - Nao ANT;
. anaerobica da Total . 0,0185 36*
e alimentada AP efluente - N - - avaliado - - BOROWI
industria de (mg.LY):
Scenedesmus , TZKA,
suinos 2293,2%*
sp. 2017

Fonte: O autor, 2022.
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Em relacdo as estratégias utilizadas para melhorar os métodos bioldgicos tradicionais e
para remover o nitrogénio amoniacal de efluentes, alguns estudos sdo citados na Tabela 4.9. Os
resultados de Arriagada et al. (2017) indicam que a nitrificacao parcial simultanea ao processo
anammox e a desnitrificagdo ¢ promissora para a biorremediacao de nitrogénio amoniacal de
efluentes industriais. Em geral, nos estudos de Arriagada et al. (2017); Connan et al. (2018);
Zeng et al. (2018); Pishgar et al. (2019) sdo removidas concentragdes satisfatorias de nitrogénio
amoniacal (entre 76 e 359,4 mg.L!) com eficiéncia de remogdo entre 53,3 e 89,85% em ciclos
de 4 a 24 horas.

No entanto, além da auséncia de producdo de compostos de interesse industrial nesses
estudos, exceto proteinas para aplicagdo como biofertilizantes, esses resultados foram
alcancados apds longos periodos de adaptacao do bioprocesso e de crescimento dos micro-
organismos (30 a 202 dias). Apds a andlise dos resultados obtidos do presente estudo, com uma
remocio diaria de nitrogénio amoniacal, proxima a 100 mg.L™!.d"!, alcangando 60442 mg.L™!
de nitrogénio amoniacal removido, com eficiéncia de remocgao proxima a 100% e ap6s 8 dias,
pode-se observar que o bioprocesso desenvolvido € promissor para a biorremediacao de
nitrogénio amoniacal de efluentes industriais.

Embora, neste estudo, ndo tenham sido utilizados efluentes reais, o principal fator que
diferenciaria o desempenho de A. platensis nas duas diferentes condi¢des seria o impacto da
cor do efluente na fotossintese (AL-JABRI et al., 2021). Tal impacto seria atenuado uma vez
que a presenca de glicerol bruto residual estimula o metabolismo mixotrofico e a independéncia
do aparelho fotossintetizante (LI et al., 2019¢). Além disso, o desenvolvimento de bioprocessos
com meios definidos sdo essenciais para a obtencao de concentragdes 6timas de nutrientes para
suplementagdo de efluentes a fim de se garantir uma boa eficiéncia de remoc¢ao de nitrogénio
amoniacal pelos micro-organismos (ZHAI et al., 2017).

Ao analisar os produtos de interesse industrial produzidos neste bioprocesso, focou-se
nos biopolimeros biodegradaveis (polihidroxialcanoatos), pois sua produ¢do ¢ induzida na
presenca de uma fonte de carbono organico (PHALANISONG; PLANGKLANG;
REUNGSANG, 2021). Notou-se que houve maior produgdo de biopolimeros nos experimentos
em frascos agitados em relagdo a produgao em garrafoes deste presente estudo. Tendo em vista
o crescimento abundante de bactérias heterotroficas quando aumentou-se a escala, o
bioprocesso foi encerrado previamente porque pensou-se que os biopolimeros estavam sendo

produzidos principalmente por 4. platensis.
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Tabela 4.9 - Diferentes estudos com estratégias recentes para melhorar a remogao de nitrogénio amoniacal por processos de nitrificagdo, desnitrificagdo e
Anammox. * Dados estimados com base nas informagdes contidas no artigo. O simbolo ( ) expressa a informagao ndo encontrada nos artigos citados

Nitrito e Ensaio de perda Tempo de Tempo para
- q 2 NH3 de NH3 por ~ adaptacio
Micro- ~ Tipo de Fonte Inoculo A EF ou = operacao A
Processo 5 Conducio - -1 Removido o - evaporacio ou ki do Referéncia
organismo efluente organica (g.Lh) 1 (%) nitrato . . de 1 ciclo .
(mg.L") (mg.L) estimativa de N (h) bioprocesso
s intracelular ()]
Nitrificacao Nitrato e
heterotrofica Exiguobacte Do . CUIL CUI;
. A . Batelada Efluente - nitrito .
simultanea a rium . o proprio 27,9 . Analisado 96 HUANG,
. ~ . simples doméstico - - abaixo de -
desnitrificagdo mexicanum efluente P 2021
aerobica
Batelada Aguas Do
Nitrificacao Lpdo s1mp1es com  residuais proprio 3 127,31 80,2 Nao analisado 3 Lletal,
ativado reciclagem de 6 - - 2019a
. efluente
de células curtume
Desnitrificagao Reator em Acetato de
ut'lhzando Lpdo bateladg E'ﬂu’epte sod}o e 2.8 76 76 Consumo Nio analisado 4 31 PISHGAR
biomassa ativado sequencial sintético propionat total etal., 2019
granular (SBR) o de sodio
Nitrificacao Reator em
. parcial ‘ Lodo batelad? E.ﬂu'epte Amido e 319.8 533 Consumo Nio analisado 3 30 ZENG et
integrada a sequencial sintético peptona - total al., 2018b
desnitrificagio (SBR)
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Nitrificacio por Reator em Acumulo
540 b Lodo batelada Efluente  Acetato de de nitrito ~ . SHAO et
filme suspenso . . o L g _ 400 97 Nao analisado 12 350
de lodo ativado ativado sequencial sintético sodio entre 700 al., 2018
(SBR) e 800
1,8 lodo
. N ativado
N1tr211fr'1cci::§ao atiI:/(;gz R Reator em Eﬂgznte Do e 1,05 Nitrito:
ints rada ao lodo do batelada digestao roprio de lodo 72- 26 Analisado 8 42 CONNAN
g sequencial g - prop do - 81 Nitrato: etal., 2018
processo processo anaerobic efluente
(SBR) processo 21
Anammox Anammox a
Anamm
0x
Nitrificagao
parcial Reator em Lixiviado Do Nitrito e
simultanea ao Lpdo batelad4a de aterro proprio 6,5+ 0,3 200 99 Nl.t rato Nao analisado 30 60-130 ZHANG et
processo ativado sequencial sanitario ofluente abaixo de al., 2017
Anammox ¢ a (SBR) 10
desnirificagdo
Efluente
Nitrificagao . da
arcial Conséreio digestdo
simﬁlténea ao entre Processo anaerobic Do ARRIAGA
diferentes . proprio 0,55 3594 89,8 Analisado 24%* 202 DA etal.,
processo " continuo ada -
R espécies de ~ efluente 2017
Anammox ¢ a L producdo
.. ~ bactérias
desnirificagdo de
bovinos
heteroirots Do Nitrito e ROUT:
. N . Bacillus Batelada Efluente . nitrato . BHUNIA;
simultanea a . e proprio _ 96 96 . Analisado 36* _
. ~ cereus GS-5 simples doméstico abaixo de DASH,
desnitrificagdo efluente P 2017

aerobica

. Fonte: O autor, 2022.
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Havia o receio de que bactérias heterotroficas pudessem comprometer o fluxo de
glicerol para as cianobactérias e que estender sua fase estacionaria pudesse levar a degradagao
de biopolimeros produzidos. No entanto, surpreendentemente, observou-se a producgdo
majoritaria dos biopolimeros pelas bactérias heterotroficas, j& que houve um aumento
significativo dos PHA na biomassa recuperada por centrifugacdo. Os polihidroxialcanoatos
tendem a ser produzidos, principalmente, na fase estacionaria do crescimento celular (SINGH
SAHARAN; GREWAL; KUMAR, 2014) . Pode-se observar, no grafico 16, que o bioprocesso
foi encerrado antes que a fase estacionaria fosse mantida pelas bactérias heterotroficas, onde o
consumo de glicerol seria utilizado para a sintese dos biopolimeros. Atribuimos isso a menor
produgdo de polihidroxialcanoatos na nesta fase do estudo em comparagdo aos experimentos
em frascos agitados da fase anterior.

Além disso, ¢ importante ressaltar que se a biomassa liofilizada utilizada na extragao
dos biopolimeros contivesse apenas as bactérias heterotroficas, o resultado seria maior. No
experimento anterior, realizado em frascos agitados e que gerou o maior rendimento de
polihidroxialcanoatos, a biomassa total produzida correspondeu a 26,7% de bactérias
heterotroficas e 73,29% de A. platensis. Considerando que os biopolimeros sdo produzidos
principalmente pelas bactérias heterotroficas, em 1 g de biomassa liofilizada composta por
bactérias e A. platensis, 26,7% desse valor foi efetivo na extragdo (0,27g). Calculando o
rendimento do PHA obtido em relagdo a massa efetiva na extracdo (0,27 g) € possivel obter um
rendimento tedrico de 49+7% em polihidroxialcanoatos na biomassa (490 mg.g™!).

Existem alguns estudos que avaliam a producao de biopolimeros por micro-organismos
cultivados em efluentes industriais, como Passanha et al. (2013), Conca et al. (2020), Heepkael
e Suwannasilp. (2020), Mulders et al. (2020) e Almeida et al. (2021) com rendimentos em
polihidroxialcanoatos na biomassa (%) respectivamente: 90; 46,8; 21,8; 61; 30,8. No entanto,
os bioprocessos mencionados nesses estudos nao sincronizam a producao desses biopolimeros
a uma elevada eficiéncia de remocao de nitrogénio amoniacal, além de elevadas concentragdes
de nitrogénio amoniacal consumido e auséncia da producdo de nitrito e nitrato como
intermediarios.

Além disso, pigmentos de elevado valor agregado foram produzidos por 4. platensis
neste estudo como a ficocianina (84,2+2,8 mg.g™!). O acimulo em ficocianina por 4. platensis,
juntamente ao seu percentual em proteinas totais, ¢ atrativo quando comparado a estudos de
producdo de tais compostos por microalgas em mixotrofia: Li et al. (2018); Manirafasha et al.
(2018); e Alvarez e Otero (2020). Foi relatado, previamente, que a presenca de fontes organicas

de carbono tende a diminuir o acimulo de pigmentos pelas cianobactérias. Provavelmente, o
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fato das bactérias heterotroficas também consumirem o glicerol tenha diminuido o fluxo de
glicerol para as cianobactérias, fazendo com que sua produ¢do de pigmentos tenha sido
favoravel mesmo em presenga da fonte organica de carbono. Isso exemplifica outro aspecto
benéfico do consorcio entre 4. platensis e bactérias heterotroficas.

Por fim, avaliamos uma proposta inovadora da insercdo de glicerol bruto residual de
biodiesel para biorremediacdo de nitrogénio amoniacal, presente em altas concentragdes em
efluentes industriais, avaliando também o desempenho de uma cultura mista de 4. platensis e
bactérias heterotroficas. Estudos recentes tém demonstrado o uso de ferramentas moleculares
avancadas para identificacdo da comunidade de bactérias envolvidas nos processos tradicionais
de remogdo de nitrogénio amoniacal de efluentes, que podem ser utilizadas para identificar as
bactérias heterotrdoficas do presente estudo (ZENG et al., 2018b; LI et al., 2019a; PISHGAR et
al., 2019).

A utilizag¢do do glicerol bruto juntamente com as caracteristicas deste bioprocesso ¢
promissora para ser avaliada em bioprocessos com outras espécies de microalgas e
cianobactérias avaliando, também, a produgdo de outros compostos de interesse industrial. A
producdo de lipidios para producdo de biodiesel por microalgas ¢ promissora, pois os
biopolimeros assim como os lipidios possuem condi¢cdes semelhantes que potencializam sua
producdo, pois ambos sdo utilizados pelas microalgas e cianobactérias como compostos de
reserva energética (ALISHAH ARATBONI et al., 2019). Além disso, a produgdo de biodiesel
poderia gerar mais glicerol bruto residual para essa cadeia produtiva em um conceito de
biorrefinaria (RAZA; INAYAT; ABU-JDAYIL, 2021).

Vivenciamos, atualmente, sérias crises politicas que afetaram diretamente o preco dos
derivados de petréleo (FOUAD, 2022). Essa situacdo levard a sociedade a buscar, cada vez
mais, por possiveis candidatos a substituicdo desses compostos, potencializando a demanda
pela producao de biodiesel e por bioplasticos biodegradaveis (PAVLIUKH et al., 2020; CNS,
2022). Assim, as caracteristicas do bioprocesso desenvolvido neste presente estudo (a
concentracdo inicial de biomassa utilizada, as caracteristicas da conducgdo por batelada
alimentada, a concentragao de nutrientes no meio de produgdo, a concentragao de glicerol bruto
residual alimentada no sistema, o controle de pH através do cultivo misto e a concentragao
diaria de nitrogénio amoniacal alimentada) podem viabilizar sob os aspectos tecnologicos e
econdmicos o tratamento de efluentes com fontes amoniacais industrias além de transformar a
problemética ambiental da presenga de nitrogénio amoniacal nos efluentes industriais em

produtos substituintes dos derivados de petroleo.
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CONCLUSAO

o A cianobactéria Arthrospira (Spirulina) platensis foi selecionada para o presente estudo,
dentre as demais espécies avaliadas, pela eficiéncia de remocdo de nitrogénio
amoniacal, produtividade em biomassa, facilidade dos métodos analiticos e produgao
de compostos de interesse industrial;

o A sinergia entre a estratégia de aumentar a concentragdo inicial de biomassa de A.
platensis e conduzir o bioprocesso por batelada alimentada em autotrofia proporcionou
a remocdo de nitrogénio amoniacal proxima a 200 mg.L™!' em eficiéncia de remogdo em
torno de 90%. A biomassa produzida nesse bioprocesso teve um elevado acimulo em
ficocianina na biomassa proximo a 190 mg.g™.

o A inser¢do inovadora do glicerol bruto residual da producdo de biodiesel para
biorremediacdo do nitrogénio amoniacal em meios amoniacais por cianobactérias
estimulou a mixotrofia em A. platensis e o estabelecimento de uma cultura mista com
bactérias heterotroficas, que aumentaram a assimilagdo do nitrogénio amoniacal, a
eficiéncia de remocdo e a producdo de biopolimeros com satisfatdria produtividade em
biomassa;

o O cultivo misto entre A. platensis e bactérias heterotréficas manteve o pH do sistema
proximo ao pH inicial do cultivo, sendo uma estratégia de baixo custo para controlar o
pH do sistema e diminuir a toxicidade do nitrogénio amoniacal.

o O bioprocesso desenvolvido removeu aproximadamente 600 mg.L! de NHj; em
eficiéncia de 100%, em 8 dias de bioprocesso, com o sistema ainda estavel e em um
consumo diario de NH; préximo a 100 mg.L!.d"! no oitavo dia. As concentragdes finais
na cultura de NH3, nitrito e nitrato foram nulas;

o Observou-se o potencial biotecnologico para toda biomassa produzida no bioprocesso.
As bactérias heterotroficas apresentaram o potencial como produtoras de biopolimeros
enquanto a cianobactéria estudada (4. platensis) acumulou 80 mg.g™!' de ficocianina na
biomassa. Ambas as biomassas foram facilmente separadas por filtragao o que facilitou
a recuperacao e separagao dos diferentes bioprodutos produzidos;

o Houve o acimulo tedrico de biopolimero na biomassa proéximo a 40% e os resultados
da caracterizagdo do biopolimero produzido no bioprocesso foram compativeis as

caracteristicas do polihidroxibutirato (PHB).
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APENDICE A - Avaliagdo da produgéo de polihidroxialcanoatos em diferentes composigdes

de luz por Arthrospira platensis

Durante o inicio do desenvolvimento do presente estudo, lidou-se com a elevada
sensibilidade das cianobactérias aos compostos amoniacais e, até entdo, ndo tinham sido
avaliadas estratégias para lidar com a toxicidade do nitrogénio amoniacal para as mesmas.
Nesse sentido, buscou-se focar em estratégias para aumentar a producdo de biopolimeros
(polihidroxialcanoatos) por 4. platensis. Nesse momento do estudo também nao havia certeza
quanto ao aumento do acimulo de biopolimeros pelas cianobactérias através da inser¢ao de
glicerol bruto residual de biodiesel. Diante disso, buscou-se estratégias como a avaliacao da
produgdo de biopolimeros por A. platensis diferentes composi¢des de luz.

Como sdo microrganismos fotossintetizantes, a densidade de fluxo fotonico (D.F.F),
assim como a qualidade espectral da luz utilizada no cultivo, sdo importantes varidveis que
interferem no crescimento e produg¢do de metabdlitos. Ainda assim, had poucos estudos
relacionados a influéncia da variagdo desses pardmetros na producdo de cianobactérias, ndao
sendo encontrados estudos dessa influéncia para producdo de PHA (LIMA et al., 2018; COSTA
et al., 2019).

Além disso, outro fator motivador foi haver diferengas entre a condicao ideal para
producdo de biomassa celular (com maior disponibilidade de nutrientes) daquela para o
acumulo de polihidroxialcanoatos (com quantidades limitantes de nitrogénio, por exemplo).
Isso faz com que, em geral, teores significativos de PHA possam ser alcangados em baixas
concentracgoes celulares. Baseando-se nisso, nesse momento do estudo, foi avaliada a estratégia
da producdo de PHA em batelada sequencial (SBR), em que a maximiza¢do da produgdo de
biomassa e de PHA ocorre em diferentes estidgios e reatores. No estdgio de crescimento,
aumenta-se a disponibilidade de nutrientes, objetivando-se a obtencdo de concentragdes
elevadas em biomassa celular (KAMRAVAMANESH et al., 2018).

Ap0s a transferéncia das células produzidas na primeira etapa para o estagio de indugao,
com concentracdes limitantes de determinados nutrientes, esperou-se obter elevadas
concentragdes de células com teor satisfatorio de PHA. Em relacdo as condi¢des experimentais
utilizadas nessa fase do estudo, a cianobactéria 4. platensis foi mantida em meio Zarrouk

modificado por George (1976) seguindo as mesmas condigdes do Item 3.1. Avaliou-se a
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produgdo de Arthrospira platensis em diferentes densidades de fluxo fotdnico e espectro de
emissdo da fonte luminosa utilizada.

Para obtencao de diferentes espectros de emissao foram utilizados light-emitting diodes
(LED) branco e rosa. Além disso, experimentos em etapa unica, em meio Zarrouk com nitrato
de soédio (batelada simples), foram comparados aos conduzidos por batelada sequencial (em
duas etapas). Nos experimentos em duas etapas, a primeira etapa foi realizada em meio Zarrouk
contendo nitrato de sédio, visando estimular a produgdo de biomassa. Apos a obtengdo de
concentragdes favoraveis em biomassa, as células foram transferidas para meio Zarrouk sem
nitrato de sédio, ap6s terem sido filtradas em tela de Nylon (5 pm), sob condi¢des assépticas
em capela de fluxo laminar. Um resumo das condi¢gdes experimentais utilizadas pode ser

observado na Tabela 4.10.

Tabela 4.10- Resumo das condigdes experimentais para producdo de 4. platensis em

diferentes composi¢des de luz

Condicao Modo de D.F.F Tipode Tipo de LED Fonte de Fonte de
experimental conducio (fotons LED (segundo nitrogénio nitrogénio
m2s!)  (primeiro estigio) (primeiro (segundo
estagio) estagio) estagio)
I Batelada 305+18 Rosa Branco Nitrato de sodio Ausente
sequencial
(SBR)
I Batelada 149+1 Rosa Branco Nitrato de sédio Ausente
sequencial
(SBR)
I Batelada 93+1 Rosa Branco Nitrato de sédio Ausente
sequencial
(SBR)
v Batelada 395+2 Branco Branco Nitrato de sodio Ausente
sequencial
(SBR)
A% Batelada simples 330422 Rosa Estagio unico  Nitrato de s6dio  Estdgio tnico
VI Batelada simples ~ 399+7 Branco Estagio unico  Nitrato de s6dio  Estagio tnico

Fonte: O autor, 2022.

Os cultivos foram realizados em volume ttil de 4 L para cada ensaio realizado. Foram,
entdo, utilizadas condigdes baseadas em Dos Santos et al. (2019). Os cultivos realizados, como
também aqueles realizados para produ¢do de suspensdo celular a ser utilizada como indculo,

foram feitos em recipientes transparentes de pléstico (polietileno tereftalato) de volume 5 L e



166

volume 1til de 4 L. A concentragdo inicial de células para producao de indculo foi proxima a
0,13 g.L'!. Os cultivos foram mantidos em temperatura média de 24°C e sob aera¢do constante
com ar atmosférico filtrado, suprido por compressores de ar para aquério.

Os experimentos em LED rosa foram mantidos em iluminagao constante por lampadas
de LED rosa Ce ROHS, Modelo Painel, 18 W. Foram avaliadas 3 densidades de fluxo fotonico
em duplicata. Os experimentos na condi¢do em LED branco foram iluminados por lampadas de
LED branca tipo Plafon (20cmx20 c¢cm/18V). Obteve-se tais valores de densidade de fluxo
fotonico por medig¢ao por um dosimetro (Biospherical Instrument, QSL 2100), sendo os valores
expressos em fotons m2.s7!.

Ao fim do cultivo, as suspensdes celulares foram filtradas em tela de Nylon de 5 um
para recuperacdo da biomassa e posterior congelamento e liofilizacdo. As analises para
quantificagdo de polihidroxialcanoatos foram, entdo, realizadas com as biomassas liofilizadas.
Utilizou-se os métodos analiticos para determinagdo da concentracdo de biomassa,
produtividade volumétrica em biomassa e polihidroxialcanoatos descritos no Item 3 do presente
estudo.

Esse experimento consistiu em avaliar a possibilidade de se obter um teor relevante em
PHA na biomassa de Arthrospira platensis pela estratégia de cultivo em duas etapas. O intuito
foi induzir a produc¢do dos biopolimeros pela cianobactéria através do stress celular pela
mudanga, entre as etapas, da qualidade espectral da luz, da DFF, além do stress metabolico pela
auséncia da fonte de nitrogénio no meio de cultivo durante a segunda etapa. A ideia seria
integrar essa estratégia, nas etapas futuras, ao uso de fontes amoniacais presentes em efluentes,
que poderia ser inserido na primeira etapa de produc¢ao de células, ja que concentragdes maiores
de fontes nitrogenadas sdo necessarias nesta primeira etapa. Havia também a possibilidade da
ficocianina produzida na etapa de crescimento (1°. Etapa) servir como um repositério de
carbono para a sintese de PHA na etapa de inducao de stress metabodlico (2* etapa), visto que a
mesma ¢ a principal proteina produzida em Arthrospira platensis.

O Grafico 23 mostra o crescimento de Arthrospira platensis em diferentes DFF, em
LED rosa e LED branco, na primeira etapa de cultivo (em meio com nitrato de so6dio). Percebe-
se que nos ensaios com maior densidade de fluxo fotdnico houve maior crescimento de
Arthrospira platensis, ou seja, maior produ¢do de biomassa em menor tempo. Apos cada
suspensao ter alcangado um determinado nivel de crescimento, houve transferéncia da biomassa
para o meio sem nitrato de sodio, onde o cultivo foi estendido por cinco dias. No caso do cultivo

em LED rosa de DFF de 305,42+18,27 fotons m2.s” e do cultivo em LED branco esta
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transferéncia foi realizada no 14° dia de cultivo. Nos demais cultivos, foi feita a transferéncia

no 24°dia de cultivo.

Grafico 23 — Cultivos de A4. platensis conduzidos por batelada sequencial (primeiro estagio) e
por batelada simples e em diferentes D.F.F e diferentes qualidades espectrais de luz (LED

branco ¢ rosa).

12 < LED Branco 395+2
uEin.m-2.s-1 (SBR)
1,0 X X
E % LED Branco 399+7
0 X & uEin.m-2.s-1 (Etapa
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(7]
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5 0,6 ®
e} ’ x = 1
s & O o6 ¢
X 1@ (ONEY A LED Rosa 330+22
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S ()
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Fonte: O autor, 2022.

Na Tabela 4.10 ¢ possivel observar que a produtividade em biomassa ¢ diretamente
influenciada pela DFF; o que corrobora com os resultados observados por Ho et al. (2018) em
que notam a maior produtividade em biomassa por Spirulina platensis em densidades de fluxo
foténico préximas a 400 pE.m™2.s!. No entanto, a influéncia da DFF e da qualidade espectral
da luz utilizada no cultivo desta espécie, para produgao de PHA, ainda ¢ pouco estudada.

Lehmuskero, Chauton e Bostrom (2018) enfatizaram a importancia da intensidade luminosa
como fator influente para o crescimento de microalgas. Expde que se a intensidade de luz ¢
muito baixa, a taxa de consumo das fontes de carbono durante a respiragdo celular ¢ maior,
comprometendo a disponibilidade dessas fontes para indugdo das vias de sintese que culminam
na produgdo de biomassa. Sendo, os polihidroxialcanoatos compostos de reserva energética,

seu acumulo poderia ser comprometido em baixas intensidades luminosas, como esta sendo
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indicado nesse estudo (Tabela 4.11); porém, ainda falta determinar o teor em PHA na biomassa

obtida no cultivo com a menor DFF utilizada, ndo sendo, portanto, ainda conclusivos os

resultados da Tabela 4.10.

Tabela 4.11 — Resultados da produgdo de biomassa e PHA por A. platensis por batelada

sequencial (em dois estadgios) em LED rosa e branco.

Densidade de fluxo foténico Produtividade em PHA (mg.g™)
Biomassa (g.L'.d™")

LED branco em 395 fotons m2.s™! 0,04740+0,005 14,9£3,5

LED rosa em 305 fotons m2.s™! 0,0453+0,008 12,4+0,8

LED rosa em 149 fétons m2.s! 0,0220+0,0012 4,15+1,84

LED rosa em 112 fotons m2.s™! 0,01461+0,001 Em analise

Fonte: O autor, 2022.

Percebe-se, mediante a andlise da Tabela 4.10, a pouca diferenca entre o acimulo de
PHA entre a biomassa que sofreu a mudanga da qualidade espectral de LED rosa para branco e
entre a biomassa cultivada somente em LED branco. No entanto, mediante a analise da Figura
24, o precipitado contendo o polimero extraido da biomassa que sofreu a mudanga da qualidade
espectral foi maior do que o obtido pela biomassa cultivada somente em uma qualidade
espectral de luz. Ainda que tenha havido um aumento visual, a baixa produc¢do dos biopolimeros
pela 4. platensis, nessas condigdes e em autotrofia, talvez tenha influenciado na sensibilidade
da metodologia para quantificagao dos PHA.

Mesmo que esse resultado tenha sido um possivel indicativo da influéncia da mudanga
da qualidade espectral da luz para os compostos produzidos por A. platensis, optou-se,
posteriormente, pela tentativa do aumento da produgdo dos PHA por mixotrofia, a partir da
inser¢do, no meio de produgao, do glicerol bruto coproduto da produgao de biodiesel, como foi

discutido, previamente, no presente estudo.
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Figura 24- Aspecto dos biopolimeros extraidos de 4. platensis em cultivos conduzidos por
batelada sequencial (SBR) em diferentes composi¢des de luz

condicoes de luminosidade

Legenda: A esquerda sZo os polimeros extraidos da biomassa cultivada em mudanga da qualidade
espectral de rosa para branco durante os dois estagios (de producdo de biomassa, em LED rosa, e de
inducdo da producdo de PHA, em LED branco). A direita ilustra os biopolimeros extraidos na biomassa
produzida somente em LED branco nos dois estagios.

Fonte: O autor, 2022.

APENDICE B -Analises estatisticas realizadas para interpretacio dos resultados do presente

estudo

Comparacio do cultivo de cianobactérias em diferentes concentracées de nitrogénio
amoniacal

A seguir encontram-se as analises estatisticas dos dados da Tabela 4.1
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Parametro: produtividade em biomassa Qx (g.L1.d!) por Arthrospira platensis

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

De acordo com as informagdes cedidas no software Statistica, quando os coeficientes
SW-W e os valores de p sao superiores a 0,05 (ndo sendo significativos), os dados apresentam
uma distribuicdo normal. Isso sugere que testes paramétricos, como o teste de Tukey, podem

ser realizados nos dados.

Grafico 24 — Teste de normalidade dos dados do pardmetro Produtividade em biomassa por A.
platensis

Histogram (Spreadsheet1 10v*10c)
Produtividade = 8*0,005*normal(x; 0,1849; 0,0111)
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Min = 0,1646

1

0%

Fonte: O autor, 2022.

Teste de Tukey

Todos os dados analisados apresentaram a mesma cor e diferencas ndo significativas

segundo o teste de Tukey.



Grafico 25 — Teste de Tukey dos dados do pardmetro Produtividade em biomassa por 4.

platensis

=4 Workbookg*
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Cell No. 7535 | 7T [ 19694
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]
I < > Tukey HSD test; vanable Produtividade (Spreadsheet1) |

Fonte: O autor, 2022.

Eficiéncia de remocéo de N amoniacal por Arthrospira platensis

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)
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De acordo com as informagdes cedidas no software Statistica, quando os coeficientes

SW-W e os valores de p sdo superiores a 0,05 (ndo sendo significativos), os dados apresentam

uma distribuicdo normal. Isso sugere que testes paramétricos, como o teste de Tukey, podem

ser realizados nos dados.
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Grafico 26 — Teste de normalidade dos dados do pardmetro Eficiéncia de remogao de N
amoniacal por Arthrospira platensis

Histogram (Spreadsheet1 10v*10c)
EF = 4*0,1*normal(x; 99,5275; 0,2563)
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Fonte: O autor, 2022.

Teste de Tukey

A analise sugere que as médias de eficiéncia de remog¢do do nitrogénio amoniacal em
0,194 gL' de sulfato de amodnio e 0,147 gL' dessa mesma fonte de nitrogénio ndo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas. Nao foram adicionados nessa analise
os dados em 0,5 g.L-1 de nitrogénio amoniacal por ndo ter havido crescimento da microalga

nem consumo de nitrogénio amoniacal.
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Grafico 27 — Teste de Tukey dos dados do parametro Eficiéncia de remog¢ao de N amoniacal
por Arthrospira platensis

g
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Fonte: O autor, 2022.

Produtividade em biomassa Qx (g.L-'.d"!") por Synechocystis D202

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

A andlise de Shapiro Wilk demonstrou que os dados ndo seguem uma distribuicdo
normal (p<0,05). Nesse caso, foi realizado o teste de homogeneidade das varidncias, ilustrado

na figura a seguir:
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Grafico 28 — Teste de Normalidade dos dados do parametro Produtividade em biomassa Qx

Parcent of obs

(g.L1.d") por Synechocystis D202
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Fonte: O autor, 2022.

Grafico 29 — Teste de homogeneidade entre as variancias dos dados do pardmetro Produtividade

em biomassa Qx (g.L!.d™") por Synechocystis D202

Tests of Homogeneity of Variances (PRODUTIVIDADE SYNECO) =
Tests of Homogeneity of Variances (FRODUTIVIDADE SYMNECO) j
aE Effect: "War1"
Ke Hartley |Cochran | Bartlett df‘ p
s of F-max C  |Chi-Sqr.
Var2 0,680233 1,646718 2|U~438955!

Fonte: O autor, 2022.

O valor de p foi superior a 0,05 e isso indica que ha homogeneidade entre as variancias,

ndo existindo entre as mesmas discrepancias significativas, indicando a normalidade e a

possibilidade de testes paramétricos (FREY, 2010; SCOTT JONES, 2019). Dessa forma, foi

realizado o teste de Tukey.
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Teste de Tukey

Os dados em negrito sugerem que ha diferenga significativa entre a produtividade em
biomassa dos cultivos realizados em 0,147 ¢ 0,194 g.L-1 de sulfato de amonio. Além disso, os
controles realizados em nitrato de sodio (0,128 e 0,25 g.L-1) ndo apresentaram diferengas

estatisticamente significativas.

Grafico 30 — Teste de Tukey dos dados do parAmetro Produtividade em biomassa Qx (g.L!.d"
1 por Synechocystis D202

Tukey HSD test; Variable: Prod (produtividade
Marked differences are significant at p = 0501

{1 iz 3 4}

Cod. M=.04450 | M=,01500 | M=.00400 | M=.04750
128 {1} 0,000641 0,000311| 0,764880
147 {2} [ 0,000641 0,037933| 0,000479
194 {3} | 0,000311] 0,037993 0,000233

250 4 0.764880| 0,000479 0,000293
Fonte: O autor, 2022.

Eficiéncia de remoc¢ao de N amoniacal por Synechocystis D202

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

De acordo com as informacdes cedidas no software Statistica, quando os coeficientes
SW-W e os valores de p sdo superiores a 0,05 (ndo sendo significativos), os dados apresentam
uma distribuicdo normal. Isso sugere que testes paramétricos, como o teste de Tukey, podem

ser realizados nos dados.
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Grafico 31 — Teste de normalidade dos dados do pardmetro Eficiéncia de remocao de N

amoniacal por Synechocystis D202

Histogram (Spreadsheet1 2v*10c)
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Fonte: O autor, 2022.

Teste de Tukey

Os dados em negrito sugerem que ha diferenga significativa entre a eficiéncia de

remocao de nitrogénio amoniacal nos cultivos em 0,147 e 0,194 g.L-1 de sulfato de amonio.

Grafico 32 — Teste de Tukey dos dados do parametro Eficiéncia de remocao de N amoniacal

por Synechocystis D202

Tukey HSD test; variable Var2 (Spreadsheet1)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 48 511, df = 2, 0000

Varl | [1) 2
Cell No. 100,00 | 18,395

1 147 0,007487
2 194] 0,007487] 1

Fonte: O autor, 2022
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Produtividade em biomassa Qx (g.L1.d") por Spirulina labyrinthiformis

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

De acordo com as informacgdes cedidas no software Statistica, quando os coeficientes
SW-W e os valores de p sdo superiores a 0,05 (ndo sendo significativos), os dados apresentam

uma distribuicdo normal. Isso sugere que testes paramétricos, como o teste de Tukey, podem

ser realizados nos dados.

Grafico 33 — Teste de normalidade dos dados do pardmetro Produtividade em biomassa Qx
(g.L1.dY) por Spirulina labyrinthiformis

Histogram (PRODUTIVIDADE SYNECO 10v*10c)
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Fonte: O autor, 2022.

Teste de Tukey

Os dados em negrito apresentam diferencas estatisticamente significativas. Nao houve
diferengas da produtividade em biomassa dos ensaios controle. Os ensaios nas diferentes

concentracoes de sulfato de amonio apresentaram diferengas significativas quanto a

produtividade em biomassa.
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Grafico 34 — Teste de Tukey dos dados do parametro Produtividade em biomassa Qx (g.L™!'.d"

Y por Spirulina labyrinthiformis

Tukey HSD test; variable Var2 (PRODUTIVIDADE SY
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 00018, df = 4,0000

Fonte: O autor 2022.

Vari i 2} 3 4}
Cell No. 11347 | 15700 | 19735 | ,13047
1 NS 0.25 0.100938| 0,011714| 0,626768
2 NS 0,128{ 0.100938 0,124825 0,331229
3 SA 0,194] 0,011714 0,124825 0.025887
4 SA 0.147] 0.626768 0,331229 0,025887

Eficiéncia de remocao de N amoniacal por Spirulina labyrinthiformis

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

De acordo com as informacdes cedidas no software Statistica, quando os coeficientes

SW-W e os valores de p sdo superiores a 0,05 (ndo sendo significativos), os dados apresentam

uma distribuicdo normal. Isso sugere que testes paramétricos, como o teste de Tukey, podem

ser realizados nos dados.

Grafico 35 — Teste de normalidade dos dados do parametro Eficiéncia de remog¢do de N
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Fonte: O autor, 2022.




179

Teste de Tukey

Os resultados sugerem que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as

eficiéncias de remog¢do do nitrogénio amoniacal em 0,147 ¢ 0,194 g.L-1 de sulfato de amonio.

Grafico 36 — Teste de Tukey dos dados do parametro Eficiéncia de remog¢ao de N amoniacal
por Spirulina labyrinthiformis
Tukey HSD test; variable Var2 (Spreadsheet2)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 01664, df = 2,0000

Var1 i {2}
99,728 | 99,682
| 147 0.757309
194 0767309

Fonte: O autor, 2022.

Producio de carotenoides totais por A. platensis e Spirulina labyrinthiformis em fontes
amoniacais (Grafico 7)

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

De acordo com as informacdes cedidas no software Statistica, quando os coeficientes
SW-W e os valores de p sdo superiores a 0,05 (ndo sendo significativos), os dados apresentam
uma distribuicdo normal. Isso sugere que testes paramétricos, como o teste de Tukey, podem

ser realizados nos dados.
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Grafico 37 — Teste de normalidade dos dados do parametro producdo de carotenoides totais

por A. platensis e Spirulina labyrinthiformis em fontes amoniacais

Histogram (Spreadsheet1 10v*10c)

Var2 = 8*0,5*normal(x; 2,8388; 1,0603)

50%

38%

25%

Percent of obs

,//

0%

/\

0,5 1,0 15 2,0
[\var2: Sw-w =0,8285; p = 0,0573]

Fonte: O autor, 2022.

Teste de Tukey

2,5 3,0
Var2

3,5

4,0 4,5

Os dados em negrito apresentam diferencas estatisticamente significativas entre as

condigdes. Onde SP e SL sdo A. platensis e Spirulina labyrinthiformis respectivamente e SA ¢

sulfato de amodnio. Logo, a legenda SP 0147 SA, por exemplo, significa cultivo de A. platensis

em 0,147 g.L-1 de sulfato de amonio.

Grafico 38 — Teste de Tukey dos dados do parametro produgdo de carotenoides totais por A.

platensis e Spirulina labyrinthiformis em fontes amoniacais

Tukey HSD test; variable Var2 (Spreadsheet1)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 00781, df = 4,0000

SP 0194 SA| 0,000364

P | L P =

Fonte: O autor, 2022.

SL 0147 SA| 0,000293) 0,001996
SL 0194 SA| 0,000319 0,249875 ﬂ_.ﬂEMQJTI !

Vart {1 2 3 {4}
Cell No. 12250 | 3.0100 | 39100 | 3,2100
SP 0147 SA 0,000364] 0,000293] 0,000319

0,001996| 0,249875

0,004931
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Comparacio de estratégias para melhor aproveitamento do nitrogénio amoniacal por
Arthrospira platensis: aumento de indculo e aclimatacio celular
Andlise dos resultados da Tabela 4.3

Parametro: Concentracio final de biomassa, X (g.L!).

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

A andlise de Shapiro Wilk demonstrou que os dados ndo seguem uma distribui¢ao
normal (p<0,05). Nesse caso, foi realizado o teste de homogeneidade das variancias, ilustrado

na figura a seguir:

Grafico 39 — Teste de normalidade dos dados do parametro concentragdo final de biomassa, X

(g.LY) por A. platensis

Histogram (Spreadsheet1 10v *10c)
Var2 = 8*0,2*normal(x; 1,1165; 0,6958)

63%
50% |
2 38% |
o
k]
=
[
o
5 25% |
13% |
//_\\
/ \
/ \
— |
0% L— : : : :
02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22
[ var2: sw-w =0,7476; p = 0,0077] Var2

Fonte: O autor, 2022.
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O valor de p foi maior superior a 0,05 e isso indica que hd homogeneidade entre as
variancias, nao existindo entre as mesmas discrepancias significativas, indicando a normalidade

e a possibilidade de testes paramétricos (FREY, 2010; SCOTT JONES, 2019). Dessa forma,

foi realizado o teste de Tukey.

Grafico 40 — Teste de homogeneidade entre as variancias dos dados do parametro

concentragio final de biomassa, X (g.L!) por 4. platensis

Tests of Homogeneity of Variances (Spreadsheet1)
Effect: "War1"

Hartley |Cochran | Bartlett |df p
F-max C Chi-Sqgr.
|Var2 [210.2097] 0.834226 3.686278 3 0297394

Fonte: O autor, 2022.

Teste de Tukey

Os valores em negrito sdo estatisticamente distintos. As duas primeiras linhas da tabela
s30 0s ensaios com a biomassa aclimatada e inoculos de 0,2 € 0,5 g.L!, respectivamente. As
duas ultimas linhas sdo os ensaios com a biomassa nao aclimatada e indculos de 0,2 ¢ 0,5 g.L°

!, respectivamente.

Grafico 41 — Teste de Tukey dos dados do parametro concentracdo final de biomassa, X (g.L

1 por A. platensis

Tukey HSD test; variable Var2 (Spreadsheet1)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 00147, df = 4,0000

Varl {1} {2} {3} {4}
A8563 | 1.6424 | 45783 | 1,8803
BIOMASSA ACLIM 02 0,000293 0,883216| 0,000291
| BIOMASSA ACLIM 05} 0,000293 0,000293 0,011968
| BIOMASSA N-ACLIM 02) 0,883216  0,000293 0,000291
BIOMASSA N-ACLIM 05) 0,000291] 0,011968 0000291

Fonte: O autor, 2022.



183

Parimetro: Produtividade em biomassa, Qx (g.L.d™").

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

A analise de Shapiro Wilk demonstrou que os dados ndo seguem uma distribuicao

normal (p<0,05). Nesse caso, foi realizado o teste de homogeneidade das variancias, ilustrado

na figura a seguir:

Grafico 42 — Teste de normalidade dos dados do parametro Produtividade em biomassa, Qx

(g.L'.d") de 4. platensis

Histogram (Spreadsheet1 10v*10c)

Var2 = 8*0,02*normal(x, 0,1249; 0,088)
63% T T T T

50% |
2 38% I
[=]
5
2
3
& 5% |

13% |

e
0% L , . :
002 004 006 008 010 012 014 016 018 020 022 024 026

Var2: SW-W = 0,7607; p = 0,0107 | Var2

Fonte: O autor, 2022.

O valor de p foi superior a 0,05 e isso indica que ha homogeneidade entre as variancias,
ndo existindo entre as mesmas discrepancias significativas, indicando a normalidade e a

possibilidade de testes paramétricos (FREY, 2010; SCOTT JONES, 2019). Dessa forma, foi
realizado o teste de Tukey.
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Grafico 43 — Teste de homogeneidade entre as variancias dos dados do parametro

produtividade em biomassa, Qx (g.L'.d"") de 4. platensis

Tests of Homogeneity of Variances (Spreadsheet?)

Hartley |Cochran

H Effect: "War1"
F-max C

Bartlett |df P

Chi-Sgr.

(var2 [191,36111 0.839584 3.769776 3 0.287421

Fonte: O autor, 2022.

Teste de Tukey

Os valores em negrito sdo estatisticamente distintos. As duas primeiras linhas da tabela

sdo as produtividades em biomassa dos ensaios com a biomassa aclimatada e in6culos de 0,2 e

0,5 g.L-1, respectivamente. As duas ultimas linhas s3o os ensaios com a biomassa nao

aclimatada e indculos de 0,2 e 0,5 g.L-1, respectivamente.

Grafico 44 — Teste de Tukey dos dados do pardmetro produtividade em biomassa, Qx (g.L™'.d

1Y de A. platensis

Fonte: O autor, 2022.

Tukey HSD test; variable Var2 (Spreadsheet)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 00004, df = 4,0000

Vart ) 2 &) @

Cell No. L4475 | 18700 | 04290 | 22500
1 BIODMASSA ACLIM 02 0,000321) 0,990420| 0,000295
2 BIOMASSA ACLIM 05| 0,000321 0,000318 0,013943
z BIOMASSA MN-ACLIM 02| 0,990420 0,000318 0,000295
4 BIOMASSA N-ACLIM 05| 0,000295 0,013943 0,000295
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Parametro: Eficiéncia de remociao de N-amoniacal, EF (%)

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

A analise de Shapiro Wilk demonstrou que os dados ndo seguem uma distribuicao

normal (p<0,05). Nesse caso, foi realizado o teste de homogeneidade das variancias, ilustrado

na figura a seguir:

Grafico 45 — Teste de normalidade dos dados do parametro eficiéncia de remogao de N-

amoniacal, EF (%), por 4. platensis

Histogram (Spreadsheet1 10v*10c)
Var2 = 8*10*normal(x; 59,7742; 38,9149)

63%

50%

38%

Percent of obs

25%

13%
/"/—\
L— —

0%
10 20 30 40 50 60 70 80 920 100 110

Var2

[var2: SW-w =0,7111; p = 0,0030]

Fonte: O autor, 2022.

Grafico 46 — Teste de homogeneidade das variancias dos dados do parametro eficiéncia de

remocao de N-amoniacal, EF (%), por A. platensis

Tests of Homogeneity of Variances (Spreadsheet)
Effect: "Var1"

Hartley |Cochran | Bartlett |df p

F-max C Chi-Sqr.
Var2 |47 58605) 0,378569 1,854613 3 0.603080

Fonte: O autor, 2022.
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O valor de p foi superior a 0,05 e isso indica que ha homogeneidade entre as variancias,

ndo existindo entre as mesmas discrepancias significativas, indicando a normalidade e a

possibilidade de testes paramétricos (FREY, 2010; SCOTT JONES, 2019). Dessa forma, foi

realizado o teste de Tukey.

Teste de Tukey

Os valores em negrito sdo estatisticamente distintos. As duas primeiras linhas da tabela sdo as

eficiéncias de remoc¢ao do N-amoniacal dos ensaios com a biomassa aclimatada e indculos de

0,2 e 0,5 g.L-1, respectivamente. As duas ultimas linhas sdo os ensaios com a biomassa nao

aclimatada e indculos de 0,2 ¢ 0,5 g.L-1, respectivamente.

Grafico 47 — Teste de Tukey dos dados do parametro eficiéncia de remo¢ao de N-amoniacal,

EF (%), por A. platensis

Tukey HSD test; vanable Var2 (Spreadsheet?)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 66892, df = 4.0000

Vari {1 2 {3} {4}

Cell No. 23,298 | 99674 | 23634 | 92,49
1 BIOMASSA ACLIM 02 0,000291 0,973803| 0,000291
2 BIOMASSA ACLIM 05 0,000291 0,000291 0,003380
3 BIOMASSA N-ACLIM 02)( 0,973803 0,000291 0,000291
4 BIOMASSA N-ACLIM 05] 0,000291 0,003380 0,000291

Fonte: O autor, 2022.



Parametro: Nitrogénio amoniacal consumido (mg.L").

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)
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A analise de Shapiro Wilk demonstrou que os dados ndo seguem uma distribuicao

normal (p<0,05). Nesse caso, foi realizado o teste de homogeneidade das variancias, ilustrado

na figura a seguir:

Grafico 48 — Teste de normalidade dos dados do parametro Nitrogénio amoniacal consumido

Percent of obs

63%

(mg.L") por A. platensis

Histogram (Spreadsheet1 10v*10c)

Var2 = 8'5*normal(x; 46,5035; 30,3153)

50% ||

38%

25%

13%
///_/Hq\
0%

10 20

30

[\var2: _sw-w = 0,7291; p = 0,0048]

40

50
Var2

60

Fonte: O autor, 2022.
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80 90

Grafico 49 — Teste de homogeneidade das variancias dos dados do pardmetro Nitrogénio

amoniacal consumido (mg.L-1) por 4. platensis

Tests of Homogeneity of Variances (Spreadsheet?)

Fonte: O autor, 2022.

Effect: "Var1"
Hartley |Cochran | Bartlett |df p
F-max C Chi-Sqr.

Var2 | 39576141 0,944036 5526795 3 0.137045
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O valor de p foi superior a 0,05 e isso indica que hd homogeneidade entre as variancias,
ndo existindo entre as mesmas discrepancias significativas, indicando a normalidade ¢ a
possibilidade de testes paramétricos (FREY, 2010; SCOTT JONES, 2019). Dessa forma, foi

realizado o teste de Tukey.

Teste de Tukey

Os valores em negrito sdo estatisticamente distintos. As duas primeiras linhas da tabela
sdo as concentragdes de nitrogénio amoniacal consumidas nos ensaios com a biomassa
aclimatada e inoculos de 0,2 € 0,5 g.L-1, respectivamente. As duas tltimas linhas s3o os ensaios

com a biomassa nao aclimatada e indculos de 0,2 e 0,5 g.L-1, respectivamente.

Grafico 50 — Teste de Tukey dos dados do parametro Nitrogénio amoniacal consumido

(mg.L-1) por 4. platensis

Tukey HSD test; variable Var2 (Spreadsheet)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 13,214, df = 4,0000

Varl {1} 2 3 {4}

Cell No. 18,225 | 77,994 | 18500 | 71,294
1 BIOMASSA ACLIM 02 0,000489 0999824 0,000651
2 BIOMASSA ACLIM 05/ 0,000489 0,000500| 0,374192
3 BIOMASSA N-ACLIM 02| 0,999824  0,000500 0,000668
4 BIOMASSA N-ACLIM 05 0,0006517 0,374192| 0,000668 !

Fonte: O autor, 2022.
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Parametros dos experimentos em batelada alimentada com concentragdo inicial de

biomassa de 0,5 e 1 g.L"! (Grafico 10)

Parametro: Eficiéncia de remocio de nitrogénio amoniacal

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

A andlise de Shapiro Wilk demonstrou que os dados ndo seguem uma distribui¢ao

normal (p<0,05). Nesse caso, foi realizado o teste de homogeneidade das variancias, ilustrado

na figura a seguir:

Grafico 51 — Teste de normalidade dos dados do parametro Eficiéncia de remogao de nitrogénio

amoniacal dos experimentos em batelada alimentada com concentragdo inicial de biomassa de

0,5e¢elglL!

Histogram (Spreadsheet1 10v*10c)

Var2 = 4*0,5*normal(x; 88,1193; 2,1339)
75% T T T T
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Var2: SW-W = 0,7352; p= 0,0278 | Var2

Fonte: O autor, 2022.
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Grafico 52- Teste de homogeneidade das varidncias dos dados do parametro Eficiéncia de
remocao de nitrogénio amoniacal dos experimentos em batelada alimentada com concentracao

inicial de biomassa de 0,5¢ 1 g.L'!

Tests of Homogeneity of Variances (Spreadsheet)
Effect: "Var1"

Hartley |Cochran | Bartlett |df p

F-max C Chi-Sqr.
Var2 [2.41344110,707040/0,125336 1) 0,723254

Fonte: O autor, 2022.

O valor de p foi superior a 0,05 e isso indica que hd homogeneidade entre as variancias,
ndo existindo entre as mesmas discrepancias significativas, indicando a normalidade e a
possibilidade de testes paramétricos (FREY, 2010; SCOTT JONES, 2019). Dessa forma, foi

realizado o teste t de Student.

Teste t de Student

Grafico 53 — Teste t de Student dos dados do parametro eficiéncia de remog¢ao de nitrogénio

amoniacal dos experimentos em batelada alimentada com concentragdo inicial de biomassa de

0,5e¢elglL!

T-tests; Grouping: Cod. (ANALISE ESTATISTICA DO CONSUMD TOTAL DE NH3 CONS BAT ALIM E NORMALIDADE)
Group 1: 5
Group 2: 1
Mean Mean | twvalue |df p Valid N |Valid N |Std.Dev. |Std.Dev. | F-ratio p
Variable 5 1 5 1 5 1 Variances |Variances
Prod 586.271261 89,96725 185,167 2| 0,000029 2 2| 0,023736| 0,015279| 2 413441| 0,728206

Fonte: O autor, 2022.

Onde o Cod. 5 ¢ o grupo de experimentos conduzidos por batelada alimentada e in6culo
de 0,5 g.L.-1 em autotrofia e o Cod. 1 representa o grupo de experimentos realizados nas mesmas
condig¢des previamente mencionadas e inoculo de 1 g.L-1. O valor de p, menor que 0,05 indica
que o aumento do indculo, nessas condi¢des, proporcionou diferencas estatisticamente

significativas entre a eficiéncia de remog¢ao de nitrogénio amoniacal.



191

Parametro: Total de amonia consumida

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

De acordo com as informagoes cedidas no software Statistica, quando os coeficientes
SW-W e os valores de p sdo superiores a 0,05 (ndo sendo significativos), os dados apresentam
uma distribuicdo normal. Isso sugere que testes paramétricos, como o teste de T de Student,

podem ser realizados nos dados.

Grafico 54 — Teste de normalidade dos dados do parametro total de amonia consumida dos

experimentos em batelada alimentada com concentragio inicial de biomassa de 0,5¢ 1 g.L™!

Histogram (ANALISE ESTATISTICA DO CONSUMO TOTAL DE NH3 CONS BAT ALIM E
NORMALIDADE 10v*21c)

Prod = 4*1*normal(x; 167,6906; 3,1623)

30%
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//
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Prod: SW-W =0,9503; p = 0,7182] Prod

Fonte: O autor, 2022.
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Teste t de Student

Onde o Cod. 1 ¢ o grupo de experimentos conduzidos por batelada alimentada e in6culo
de 0,5 g.L-1 em autotrofia e o Cod. 5 representa o grupo de experimentos realizados nas mesmas
condi¢des previamente mencionadas e indculo de 1 g.L-1. O valor de p, maior que 0,05 indica
que o aumento do inoculo, nessas condigdes, nao proporcionou diferengas estatisticamente

significativas entre o consumo total de nitrogénio amoniacal.

Grafico 55 — Teste t de Student dos dados do parametro total de amonia consumida dos

experimentos em batelada alimentada com concentragio inicial de biomassa de 0,5¢ 1 g.L™!

T-tests; Grouping: Cod. (ANALISE ESTATISTICA DO CONSUMO TOTAL DE NH3 CONS BAT ALIM E NORMALIDADE)
Group 1: &
Group 2: 1
Mean Mean | t-value |df p Valid M |Valid N | Std.Dev. |Std.Dev. | F-ratio p
Variable 5 1 5 1 5 1 Variances |Variances
Prod 170.2456 1651355 3,665413 2| 0,067034 2 2 0,899236 1,754607( 38072581 0.603003

Parametro: Ficocianina na biomassa

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

De acordo com as informacdes cedidas no software Statistica, quando os coeficientes
SW-W e os valores de p sdo superiores a 0,05 (ndo sendo significativos), os dados apresentam
uma distribuicdo normal. Isso sugere que testes paramétricos, como o teste de T de Student,

podem ser realizados nos dados.
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Grafico 56 — Teste de normalidade dos dados do pardmetro ficocianina na biomassa dos

experimentos em batelada alimentada com concentracio inicial de biomassa de 0,5 ¢ 1 g.L!

Histogram (ANALISE ESTATISTICA DO CONSUMO TOTAL DE NH3 CONS BAT ALIM E NORMALIDADE
10v*21c)

Prod = 4*5*normal(x; 159,8125; 26,9622)
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Fonte: O autor, 2022.

Teste t de Student

Onde o Cod. 1 ¢ o grupo de experimentos conduzidos por batelada alimentada e in6culo
de 0,5 g.L-1 em autotrofia e o Cod. 5 representa o grupo de experimentos realizados nas mesmas
condi¢des previamente mencionadas e indculo de 1 g.L"!. O valor de p, maior que 0,05 indica
que o aumento do inoculo, nessas condigdes, nao proporcionou diferengas estatisticamente

significativas entre o contetido de ficocianina na biomassa.

Grafico 57 — Teste t de Student dos dados do parametro ficocianina na biomassa dos
experimentos em batelada alimentada com concentracio inicial de biomassa de 0,5 ¢ 1 g.L!

T-tests; Grouping: Cod. (AMALISE ESTATISTICA DO CONSUMO TOTAL DE NH3 CONS BAT ALIM E NORMALIDADE)
Group 1: 5
Group 2: 1
Mean Mean | twalue |df p Valid N |Valid N |Std.Dev. |Std.Dev. | F-ratio p
Variable 5 1 5 1 5 1 Variances |Variances
Prod 139.09931 180,5258 -2.71769 2/0,112919 2 21812418 11.67176) 2411258 0,728468

Fonte: O autor, 2022.
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Avaliacdo da influéncia da insercao de glicerol bruto residual e da suplementacio de
nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilacdo de nitrogénio amoniacal e

producio de compostos de interesse industrial (Tabela 4.5)

Parametro: Total de nitrogénio amoniacal removido

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

A analise de Shapiro Wilk demonstrou que os dados ndo seguem uma distribuicao
normal (p<0,05). Nesse caso, foi realizado o teste de homogeneidade das variancias, ilustrado

na figura a seguir:

Grafico 58 — Teste de normalidade dos dados do parametro total de nitrogénio amoniacal
removido do experimento de avaliacdo da influéncia da inser¢ao de glicerol bruto residual e da
suplementagdo de nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilacdo de nitrogénio

amoniacal e producdo de compostos de interesse industrial

Histogram (ESTRATISTICA RESULTADOS EM FRASCOS 10v*16c)

NH3 = 12*50*normal(x; 198,024; 168,828)
42% T T T T T

33%

25% |
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17% |
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/ \
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[ NH3: sw-w=08031; p=0,0102] NH3

Fonte: O autor, 2022.
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Grafico 59 — Teste de homogeneidade das variancias dos dados do parametro total de nitrogénio
amoniacal removido do experimento de avaliacdo da influéncia da inser¢do de glicerol bruto
residual e da suplementacao de nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilagao

de nitrogénio amoniacal e produ¢ao de compostos de interesse industrial

Tests of Homogeneity of Variances (Spreadsheet)
Effect: "Var1"

Hartley |Cochran | Bartlett |df p

F-max C Chi-Sgr.
Var2 | 711.111110,512221 6,158648 5 0.291086

Fonte: O autor, 2022.

O valor de p foi superior a 0,05 e isso indica que ha homogeneidade entre as variancias,
ndo existindo entre as mesmas discrepancias significativas, indicando a normalidade e a
possibilidade de testes paramétricos (FREY, 2010; SCOTT JONES, 2019). Dessa forma, foi

realizado o teste de Tukey.

Teste de Tukey

Os dados em negrito e italico apresentam diferencas estatisticamente significativas

segundo o teste de Tukey.
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Grafico 60 — Teste de Tukey dos dados do pardmetro total de nitrogénio amoniacal removido
do experimento de avaliagdo da influéncia da inser¢do de glicerol bruto residual e da
suplementagdo de nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilagao de nitrogénio

amoniacal e producao de compostos de interesse industrial

Tukey HSD test; variable Var2 (Spreadsheet1)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between M5 = 41,6489, df = 65.0000
Vart ) 2 [ ) 3] {6}
Cell No. 411,22 | 421,08 | 164,98 | 12756 | 29,000 | 34,300
GLI/MENOR CONC. NUTR, 0,663444 | 0,000249| 0,000249| 0,000249 0,000249
GLI/MAIOR COMC. NUTR| 0663444 0,000249 0,000249 0,000249 0,000249
SEM GLI/MEMNOR CONC. NUTR.|| 0,000249 0,000249 0,008771| 0,000249 0,000249
SEM GLI/MAIOR CONC. NUTR. | 0,000249 0,000249 0,008771 0,000259 0,000267
ENSAIO N INOC/GLI|| 0,000249| 0,000249 0,000249 0,000259 0.952772
EMNSAIO N INOC/SEM GLI|| 0,000249 0000249 0,000249 0,000267 0.952??'2' ‘l

o | e La | R —=

Fonte: O autor, 2022.

Parametro: Eficiéncia de remocao do nitrogénio amoniacal

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

A analise de Shapiro Wilk demonstrou que os dados ndo seguem uma distribuicao
normal (p<0,05). Nesse caso, foi realizado o teste de homogeneidade das variancias, ilustrado

na figura a seguir:
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Grafico 61 — Teste de normalidade dos dados do parametro eficiéncia de remocao do nitrogénio
amoniacal do experimento de avaliagdo da influéncia da inser¢do de glicerol bruto residual e da
suplementagdo de nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilagao de nitrogénio

amoniacal e producao de compostos de interesse industrial

Histogram (ESTRATISTICA RESULTADOS EM FRASCOS 10v*16c¢)
EF = 8*2*nomal(x; 92,4343; 8,3509)
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EF: SW-W=0,7843; p = 0,0194 EF

Fonte: O autor, 2022.

Grafico 62 — Teste de homogeneidade das variancias dos dados do parametro eficiéncia de
remog¢do do nitrogénio amoniacal do experimento de avaliagcdo da influéncia da insercao de
glicerol bruto residual e da suplementacdo de nutrientes no crescimento de Arthrospira

platensis, assimilagao de nitrogénio amoniacal e produ¢ao de compostos de interesse industrial

Tests of Homogeneity of Vanances (ANALISE ESTATISTICA DD CC
Effect: "Cod."

Hartley | Cochran | Bartlett |df p

F-max C Chi-Sqr.

Prod 10976517 0.668434 | 1 0,413598

Fonte: O autor, 2022.
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O valor de p foi superior a 0,05 e isso indica que ha homogeneidade entre as variancias,

ndo existindo entre as mesmas discrepancias significativas, indicando a normalidade e a

possibilidade de testes paramétricos (FREY, 2010; SCOTT JONES, 2019). Dessa forma, foi

realizado o teste de Tukey.

Teste de Tukey

Os dados em negrito e italico apresentam diferencas estatisticamente significativas

segundo o teste de Tukey.

Grafico 63 — Teste de Tukey dos dados do parametro eficiéncia de remog¢do do nitrogénio

amoniacal do experimento de avaliagdo da influéncia da inserc¢ao de glicerol bruto residual e da

suplementagdo de nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilagao de nitrogénio

amoniacal e producdo de compostos de interesse industrial

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 41963, df = 4,0000

Tukey HSD test; variable Prod (ANALISE ESTATISTICA DO CONSUMO TOTAL DE NH3 Ct

Parametro: Concentracio final da biomassa de A. platensis

Fonte: O autor, 2022.

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

Cod. {1} {2} 3} {4}
Cell No. 100,00 | 100,00 | 82,196 | 87,541
1 GLIMENOR CONC. NUTR 1,000000 0,000296  0,000383
2 GLI/MAIOR CONC. NUTR| 1.000000 0,000296 0,000383
3 SEM GLI/MENOR CONC. NUTR.| 0,000296 0,000296 0,004242
4 SEM GLIMAIOR CONC. NUTR. | 0000383 0,000383 0,004242

De acordo com as informacdes cedidas no software Statistica, quando os coeficientes

SW-W e os valores de p sdo superiores a 0,05 (ndo sendo significativos), os dados apresentam
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uma distribuicdo normal. Isso sugere que testes paramétricos, como o teste de Tukey, podem

ser realizados nos dados.

Grafico 64 — Teste de normalidade dos dados do parametro concentragdo final da biomassa de
A. platensis do experimento de avalia¢do da influéncia da inser¢ao de glicerol bruto residual e
da suplementacdo de nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilacao de

nitrogénio amoniacal e produgdo de compostos de interesse industrial

Histogram (ANALISE ESTATISTICA DO CONSUMO TOTAL DE NH3 CONS BAT ALIM E
NORMALIDADE 10v*21c)
Prod = 12*0,5*normal(x; 2,6265; 1,0017)
42% T T T T T T T T T

33% | 1

25% | .

7o | . |
|

. |
\\

Percent of obs

0% : E—
1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0
Prod: SW-W = 0,8957; p = 0,1397 Prod
Fonte: O autor, 2022.
Teste de Tukey

Os dados em negrito e itdlico apresentam diferengas estatisticamente significativas

segundo o teste de Tukey.
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Grafico 65 — Teste de Tukey dos dados do pardmetro concentra¢do final da biomassa de A.
platensis do experimento de avaliagdo da influéncia da inser¢do de glicerol bruto residual e da
suplementagdo de nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilagao de nitrogénio

amoniacal e producao de compostos de interesse industrial

Tukey HSD test; variable Prod (ANALISE ESTATISTICA DO CONSUMO TOTAL DE NH3 CONS BAT ¢
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 05829, df = 6,0000
Cod. {1} 2 &3 4 5 {6}
Cell Nao. 34300 | 42700 | 1,5550 | 23350 | 17873 | 2,3819
GLIMENOR. CONC. NUTR, 0,085933 0.002000 0,028293 0,003923 0,034407
GLIMAIOR COMC. NUTR( 0,085993 0,000411| 0,001708 0,000555  0,001932
SEM GLIUMENOR CONC. NUTR.|| 0,002000 0,000411 0113270 0,914791 0,091257
SEM GLI/MAIOR. CONC. NUTR.| 0,028293 0,001708 0113270 0,329221 0,999939
COMNTROLE EM MITRATO COM GLI| 0,003923| 0,000555 0,914791 0,329221 0.266899
CONTROLE EM NITRATO SEM GLI| 0,034407 0,001932 0,091297 0,999939 0,266899

o | e LD D —

Fonte: O autor, 2022.

Parametro: Produtividade em biomassa de A. platensis

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

De acordo com as informacdes cedidas no software Statistica, quando os coeficientes
SW-W e os valores de p sdo superiores a 0,05 (ndo sendo significativos), os dados apresentam
uma distribuicdo normal. Isso sugere que testes paramétricos, como o teste de Tukey, podem

ser realizados nos dados.
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Grafico 66 — Teste de normalidade dos dados do parametro produtividade em biomassa de 4.
platensis do experimento de avaliagdo da influéncia da inser¢do de glicerol bruto residual e da
suplementagdo de nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilagao de nitrogénio
amoniacal e producao de compostos de interesse industrial

Histogram (ANALISE ESTATISTICA DO CONSUMO TOTAL DE NH3 CONS BAT ALIME
NORMALIDADE 10v*21c)

Prod = 12*0,05*normal(x; 0,1196; 0,0993)

50%

42%
33%
25%

17% /x

8%

Percent of obs

0%
) -0,05 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35

Prod: SW-W = 0,8965; p = 0,1429] Prod

Fonte: O autor, 2022.

Teste de Tukey

Os dados em negrito e itdlico apresentam diferencgas estatisticamente significativas

segundo o teste de Tukey.

Grafico 67 — Teste de Tukey dos dados do parametro produtividade em biomassa de 4. platensis
do experimento de avaliagdo da influéncia da inser¢do de glicerol bruto residual e da
suplementagdo de nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilagao de nitrogénio

amoniacal e producao de compostos de interesse industrial

Tukey HSD test; variable Prod (ANALISE ESTATISTICA DO CONSUMO TOTAL DE NH3 CONS BAT .
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 00069, df = 6,0000
Cod. {13 12} {3 {4} {5} {6}
Cell Na. 19821 | 28300 | 01107 | 08343 | 04215 | ,09404
GLI/MENDR COMC. NUTR| 0,113029  0,003079 0,042012  0.007724 0,050516
GLI/MAIOR CONC. NUTR| 0,113029 0,000539 0,002586| 0,000898 0,002925
SEM GLI/MENOR. CONC. NUTR.|| 0003079 0,000539 0148717 0,830172) 0,122148
SEM GLI/MAIOR CONC. NUTR.|| 0,042012 0,002586| 0.148717 0,525005  0,999962
CONTROLE EM NITRATO COM GLI| 0,007724 0,000898 0,830172 0,525005 0.443933
CONTROLE EM NITRATO SEM GLI| 0,050516 0,002925 0122148 0,999962 U.443933| _|

O | LT e L | S| =

Fonte: O autor, 2022.
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Parametro: Concentracao final de bactérias heterotroficas

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

De acordo com as informagoes cedidas no software Statistica, quando os coeficientes
SW-W e os valores de p sdo superiores a 0,05 (ndo sendo significativos), os dados apresentam
uma distribui¢do normal. Isso sugere que testes paramétricos, como o teste de t de Student,

podem ser realizados nos dados.

Grafico 68 — Teste de normalidade dos dados do pardmetro concentracdo final de bactérias
heterotréficas do experimento de avaliagdo da influéncia da inser¢do de glicerol bruto residual
e da suplementacdo de nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilacdo de

nitrogénio amoniacal e produgdo de compostos de interesse industrial

Histogram (Spreadsheet6 10v *10c)
Var2 = 4*0,02*normal(x; 1,1467; 0,1236)

75%

50%

Percent of obs

25%

| e
]

I
0% L— -
1,00 1,04 1,08 1,12 1,16 1,20 1,24 1,28
Var2: SW-W = 0,7792; p = 0,0698| Var2

Fonte: O autor, 2022.
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O valor de p, menor que 0,05, indica que houve diferenca estatisticamente significativa

entre a concentracao final de bactérias heterotroficas produzidas nos meios amoniacais com

Glicerol bruto residual alimentados com solucdes de alimentagdo com menor e maior

concentragdo de nutrientes.

Grafico 69 — Teste t de Student dos dados do pardmetro concentracao final de bactérias

heterotréficas do experimento de avaliagdo da influéncia da inser¢@o de glicerol bruto residual

e da suplementagdo de nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilagdo de

nitrogénio amoniacal e produgdo de compostos de interesse industrial

T-tests; Grouping: Var1 (Spreadsheetf)
Group 1: GLVMENOR CONC. NUTR
Group 2: GL/MAIOR CONC. NUTR

Mean Mean tvalue |df p Valid N Valid N Std.Dev. Std_Dev. F-ratio p
GLI/MENOR | GLI/MAIOR GLI/MENOR. | GLIIMAIOR | GLUMENOR | GLU/MAIOR. | Variances |Variances
Variable [CONC. NUTR | CONC. NUTR CONC. NUTR | CONC. NUTR | CONC. NUTR |CONC. NUTR
Var2 1.2533331 1.040000| 16,00000 2| 0.003834 2 2 0.018856 0.000000 1,602561E+26 0.000000

Fonte: O autor, 2022.

Pariametro: Aciimulo de ficocianina na biomassa (mg.g™)

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

De acordo com as informagoes cedidas no software Statistica, quando os coeficientes

SW-W e os valores de p sdo superiores a 0,05 (ndo sendo significativos), os dados apresentam

uma distribuicdo normal. Isso sugere que testes paramétricos, como o teste de Tukey, podem

ser realizados nos dados.
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Grafico 70— Teste de normalidade dos dados do pardmetro Aciimulo de ficocianina na biomassa
(mg.g™!) do experimento de avaliagdo da influéncia da insercdo de glicerol bruto residual e da
suplementagdo de nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilagao de nitrogénio

amoniacal e producao de compostos de interesse industrial

Histogram (Spreadsheet5 10v*12c)
Var2 = 12*10"normal(x; 66,6675; 31,7799)

17% T

Percent of obs

8%

0%
20 30 40 50 60 70 80 20 100 110 120 130
Var2

[var2._sw-w = 0,8682; p = 0,0621]

Fonte: O autor, 2022.

Teste de Tukey

Os dados em negrito e italico apresentam diferencas estatisticamente significativas

segundo o teste de Tukey.

Grafico 71 — Teste de Tukey dos dados do pardmetro Acumulo de ficocianina na biomassa
(mg.g™!) do experimento de avaliagdo da influéncia da insercdo de glicerol bruto residual e da
suplementag¢do de nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilagdo de nitrogénio

amoniacal e producao de compostos de interesse industrial

Tukey HSD test; variable Var2 (Spreadsheet)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 7.6811, df = 6.0000
Vari {1 ‘ 2 | 3 | 4} | {5} {6}
Cell No. 51,605 | 39,829 | 60,902 | 116,06 | 33,324 | 98,283
GLIMENOR CONC. NUTR| 0,037814| 0,098673 0,000249| 0,004590  0,000252
GLI/MAIOR CONC. NUTR| 0,037814 0,002224| 0,000249| 0,302626| 0,000249
SEM GLI/MENOR CONC. NUTR.| 0,098673 0,002224 0,000249| 0,000634 0,000284
SEM GLI/MAIOR CONC. NUTR.| 0,000249 0,000249 0,000249 0,000249| 0,005287
CONTROLE EM NITRATO COM GLI| 0,004590 0,302626 0,000634 0,000249 0.000249
CONTROLE EM NITRATO SEM GLI| 0,000252 0,000249| 0,000284 0,005287 0.000249| _|

o[ =[wra]=

Fonte: O autor, 2022.
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Parametro: Concentracio de ficocianina na cultura (mg.L")

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

De acordo com as informagoes cedidas no software Statistica, quando os coeficientes
SW-W e os valores de p sdo superiores a 0,05 (ndo sendo significativos), os dados apresentam
uma distribuicdo normal. Isso sugere que testes paramétricos, como o teste de Tukey, podem

ser realizados nos dados.

Grafico 72 — Teste de normalidade dos dados do parametro concentragdao de ficocianina na
cultura (mg.L™!) do experimento de avaliacdo da influéncia da insercdo de glicerol bruto residual
e da suplementagdo de nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilagdo de

nitrogénio amoniacal e produgdo de compostos de interesse industrial

Histogram (Spreadsheet?7 10v*12c)
Var2 = 12*20*normal(x; 169,1817; 71,5673)

33%
25% |
[%2]
Ke)
o
B 0,
= 17% |
[0}
9
[0
o
8% |
0% L— A A A
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
Var2: SW-W =0,8971; p = 0,1455 | Var2

Fonte: O autor, 2022.
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Teste de Tukey

Os dados em negrito e italico apresentam diferencas estatisticamente significativas

segundo o teste de Tukey.

Grafico 73 — Teste de Tukey dos dados do pardmetro concentracdo de ficocianina na cultura
(mg.L") do experimento de avalia¢io da influéncia da inser¢do de glicerol bruto residual e da
suplementagdo de nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilagao de nitrogénio

amoniacal e producdo de compostos de interesse industrial

Tukey HSD test; variable Var2 (Spreadsheet7)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 49129, df = 6,0000
Var1 {1} {2 {3k {4} {5} {6}
Cell No. 177,00 | 170,07 | 89160 | 26544 | 79,310 | 234,11
GLIMENDOR CONC. NUTR 0,905966 | 0,000315| 0,000312 0,000274| 0,001575
GLI/MAIOR CONC. NUTR| 0.905966 0,000384 0,000281| 0,000299 0,000918
SEM GLIVMEMOR CONC. NUTR.|| 0,000315 0,000384 0,000249 0,725491| 0,000249
SEM GLI/MAIOR CONC. NUTR.|| 0,000312| 0,000281 0,000249 0,000249  0,030229
CONTROLE EM NITRATO COM GLI| 0,000274 0,000299| 0,725491| 0,000249 0,000249
CONTROLE EM NITRATO SEM GLIJf 0,001575 0,000918  0,000249| 0,030229 ﬂ.ﬂﬂﬂ?#ﬂl _|

= RS ] = Y ) Y

Fonte: O autor, 2022.

Parametro: Proteinas totais na biomassa (%)

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

De acordo com as informagoes cedidas no software Statistica, quando os coeficientes
SW-W e os valores de p sdo superiores a 0,05 (ndo sendo significativos), os dados apresentam
uma distribuicdo normal. Isso sugere que testes paramétricos, como o teste de Tukey, podem

ser realizados nos dados.
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Grafico 74 — Teste de normalidade dos dados do pardmetro proteinas totais na biomassa (%) do
experimento de avaliacdo da influéncia da inser¢do de glicerol bruto residual e da
suplementagdo de nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilagao de nitrogénio

amoniacal e producao de compostos de interesse industrial

Histogram (Spreadsheet7 10v*12c)

Var2 = 12*5*normal(x 40,2857; 12,8892)
33% T T

25% |
2
[=]
5
g 17%
i \
8% | \\
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Var2: SW-W = 08779; p= 0,0824 | Var2

Fonte: O autor, 2022.

Teste de Tukey

Os dados em negrito e itdlico apresentam diferengas estatisticamente significativas

segundo o teste de Tukey.

Grafico 75- Teste de Tukey dos dados do parametro proteinas totais na biomassa (%) do
experimento de avaliacdo da influéncia da inser¢do de glicerol bruto residual e da
suplementagdo de nutrientes no crescimento de Arthrospira platensis, assimilacdo de nitrogénio

amoniacal e producao de compostos de interesse industrial

Tukey HSD test; variable Var2 (Spreadsheet7)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 2. 4518, df = 6.0000
Varl {1} ‘ ] ‘ {3} ‘ {4 ‘ {5} ‘ {6}
Cell Mo. 40520 | 36.211 | 54436 | 49340 | 16.112 | 45,095
GLIYMENOR CONC. NUTR] 0.193629| 0,001039  0,010140 0,000257| 0,160142
GLIMAIOR. CONC. NUTR]( 0,193629 0,000376| 0,001371 0,000303| 0,009777
SEM GLYMEMNOR CONC. NUTR.|| 0,001039 0,000376 0,110243 0,000249 0,007619
SEM GLI/MAIOR CONC. NUTR.|| 0,010740) 0,001371 0,110243 0,000249 0,202676
CONTROLE EM NITRATO COM GLI| 0,000257 | 0,000303 0,000249 0,000249 0,000250
CONTROLE EM NITRATO SEM GLI| 0,160142  0,009777 0,007619 0,202676 0,000250]

e[| L [P | =

Fonte: O autor, 2022.
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Parametro: aciimulo de PHA na biomassa (mg.g™!)

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

De acordo com as informagoes cedidas no software Statistica, quando os coeficientes
SW-W e os valores de p sdo superiores a 0,05 (ndo sendo significativos), os dados apresentam
uma distribui¢cdo normal. Isso sugere que testes paramétricos, como o teste t de Student podem

ser realizados nos dados.

Grafico 76 — Teste de normalidade dos dados do pardmetro acimulo de PHA na biomassa

(mg.g™) por A. platensis

Histogram (Spreadsheet7 10v*12c)
Var2 = 4*10*normal(x; 96,1432; 47,1567)

30%

25% — — — —
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//
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[Var2: SW-W =0,9757, p = 0,8767] Var2

Fonte: O autor, 2022.

Teste t de Student

O valor de p, maior que 0,05, indica que ndo houve diferenga estatisticamente
significativa entre o acimulo de PHA na biomassa produzida nos meios amoniacais com
Glicerol bruto residual alimentados com solucdes de alimentagdo com menor e maior

concentragdo de nutrientes.
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Grafico 77 — Teste t de Student dos dados do pardmetro acimulo de PHA na biomassa (mg.g

1 por A. platensis

T-tests; Grouping: Var1 (Spreadsheet7)

Group 1: GL/MEMOR CONC. NUTR
Graup 2: GLI/MAIOR CONC. NUTR

Mean Mean tvalue  |df p Valid N Valid N Std.Dev. Std.Dev. F-ratio p
GLI/MENOR. | GLI/MAIOR GLW/MENOR | GLI/MAIOR | GLI/MENOR | GLIUMAIOR |Variances |Varances
Variable |CONC. NUTR |CONC. NUTR CONC. NUTR |CONC. NUTR |COMNC. NUTR |CONC. NUTR
Var2 131,8000 6048632 2532716 2| 0.126891 2 2 18.52620 3524788 3,619873 0,616140

Avaliacio da influéncia do aumento de escala do bioprocesso desenvolvido, em batelada

alimentada, para o consumo de nitrogénio amoniacal por uma cultura mista de 4 platensis

e bactérias heterotroficas, com glicerol bruto residual: experimentos em garrafas de S L

(Tabela 4.6)

Parametro: Ficocianina na biomassa (mg.g-1)

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

De acordo com as informagdes cedidas no software Statistica, quando os coeficientes

SW-W e os valores de p sdo superiores a 0,05 (ndo sendo significativos), os dados apresentam

uma distribui¢cdo normal. Isso sugere que testes paramétricos, como o teste t de Student podem

ser realizados nos dados.
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Grafico 78 — Teste de normalidade dos dados do pardmetro Ficocianina na biomassa (mg.g™)
do experimento de avaliacdo da influéncia do aumento de escala do bioprocesso desenvolvido,
em batelada alimentada, para o consumo de nitrogénio amoniacal por uma cultura mista de 4

platensis e bactérias heterotroficas, com glicerol bruto residual

Histogram {Spreadshest] 10w=10c)

FIC = 4*5"normalx; 58 5785; 31, 47T85)

L

2]
n
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Parcent of ohs
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| i e |
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FIC: SW-W = 0,7755; p = 0.0655 FIC

Fonte: O autor, 2022.

Teste t de Student

O valor de p, menor que 0,05, indica que houve diferenca estatisticamente significativa
entre 0o acimulo de ficocianina na biomassa composta por A. platensis e composta por A.

platensis e bactérias heterotroficas.
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Grafico 79 — Teste t de Student dos dados do pardmetro Ficocianina na biomassa (mg.g™) do
experimento de avaliacdo da influéncia do aumento de escala do bioprocesso desenvolvido, em
batelada alimentada, para o consumo de nitrogénio amoniacal por uma cultura mista de 4

platensis e bactérias heterotroficas, com glicerol bruto residual

T-ests; Grouping: Varl (Spreadsheet?)

Group 1: A+B

Group 2: A

Mean Mean | twvalue |df p WValid N [Valid M |Std.Dev. |Std.Dev. | F-ratio p
Variable | A+B A A+B A A+B A Variances |Variances
FIC 23.76311184.18989| -24.2881| 2| 0.0016M1 2 2| 1.400707| 2.842728| 4,118851| 0582911

Fonte: O autor, 2022.

Parametro: Ficocianina na cultura (mg.L")

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

De acordo com as informacdes cedidas no software Statistica, quando os coeficientes
SW-W e os valores de p sdo superiores a 0,05 (ndo sendo significativos), os dados apresentam
uma distribui¢do normal. Isso sugere que testes paramétricos, como o teste t de Student podem

ser realizados nos dados.
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Grafico 80- Teste de normalidde dos dados do parAmetro Ficocianina na cultura (mg.L!) do
experimento de avaliacdo da influéncia do aumento de escala do bioprocesso desenvolvido, em
batelada alimentada, para o consumo de nitrogénio amoniacal por uma cultura mista de 4

platensis e bactérias heterotroficas, com glicerol bruto residual

Histogram (Spreadsheet1 10v*10c)
FIC = 4*20*normal(x; 192,8059; 103,2192)
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Fonte: O autor, 2022.

Teste t de Student

O valor de p, menor que 0,05, indica que houve diferenga estatisticamente significativa
entre o acumulo de ficocianina na cultura composta por 4. platensis e composta por 4. platensis

e bactérias heterotroficas.
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Grafico 81 - Teste t de Student dos dados do pardmetro Ficocianina na cultura (mg.L™!) do
experimento de avaliagdao da influéncia do aumento de escala do bioprocesso desenvolvido, em
batelada alimentada, para o consumo de nitrogénio amoniacal por uma cultura mista de 4

platensis e bactérias heterotroficas, com glicerol bruto residual

T-ests; Grouping: Varl (Spreadshesti)

Group 1: A+B

Group 2: A

Mean | Mean | tvalue [df| p |ValidN |[Valid N |Std.Dev. |Std.Dev. | F-ratio p
A+B A A+B A A+B A Varances |Variances
103,57561 262,0361 23,5911 2/ 0,001792 2 2|4 6744601 9523139 3816868 0,602352

Fonte: O autor, 2022.

Parametro: Proteinas totais (%)

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

De acordo com as informacdes cedidas no software Statistica, quando os coeficientes
SW-W e os valores de p sdo superiores a 0,05 (ndo sendo significativos), os dados apresentam
uma distribui¢do normal. Isso sugere que testes paramétricos, como o teste t de Student podem

ser realizados nos dados.
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Grafico 82 — Teste de normalidade dos dados do parametro proteinas totais (%) do experimento
de avaliacdo da influéncia do aumento de escala do bioprocesso desenvolvido, em batelada
alimentada, para o consumo de nitrogénio amoniacal por uma cultura mista de 4 platensis e

bactérias heterotroficas, com glicerol bruto residual

Histogram (Spreadsheet1 10v*10c)
FIC = 4°0,5"normal(x; 37,5599; 1,6348)

30%

25%

20%

15%

Percent of obs

10% = | ™~
* /
0%
%0 355 360 365 370 375 B0 385 390 395
[FIC: SW-W = 0,8029; p = 0,3965] FiC

Fonte: O autor, 2022.

Teste t de Student

O valor de p, maior que 0,05, indica que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre o acimulo de proteinas totais na cultura composta por 4. platensis e

composta por A. platensis e bactérias heterotroficas.

Grafico 83 — Teste t de Student dos dados do parametro proteinas totais (%) do experimento de
avaliacdo da influéncia do aumento de escala do bioprocesso desenvolvido, em batelada
alimentada, para o consumo de nitrogénio amoniacal por uma cultura mista de 4 platensis e

bactérias heterotroficas, com glicerol bruto residual

T-tests; Grouping: Varl (Spreadshest)

Group 1: A+B

Group 2: A

Mean Mean twvalue |df p Valid N |Valid M |Std Dev. |Std.Dev. | F-ratio p
Variable | A+B A A+B A A+B A Variances [Variances
FIC 37.5687411 38,90847 -0,914463 2| 0457004 2 2 2036095 0167834 1471764 0104715

Fonte: O autor, 2022.
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Parametro: PHA na biomassa (mg.g™)

Teste de Normalidade (Shapiro-Wilk)

De acordo com as informacdes cedidas no software Statistica, quando os coeficientes
SW-W e os valores de p sao superiores a 0,05 (ndo sendo significativos), os dados apresentam
uma distribui¢do normal. Isso sugere que testes paramétricos, como o teste t de Student podem

ser realizados nos dados.

Grafico 84 — Teste de normalidade dos dados do pardmetro PHA na biomassa (mg.g™') do
experimento de avaliagdao da influéncia do aumento de escala do bioprocesso desenvolvido, em
batelada alimentada, para o consumo de nitrogénio amoniacal por uma cultura mista de 4

platensis e bactérias heterotroficas, com glicerol bruto residual

Histogram (Spreadsheet1 10v*10c)

FIC = 4*5*normal(x; 42,1365; 32,0967)
30% T T T T T T T

25% | = ==
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5 15 25 35 45 55 65 75 85
FIC: SW-W= 0,8254; p=0,1562 | FIC

Fonte: O autor, 2022.

Teste t de Student

O valor de p, menor que 0,05, indica que houve diferenca estatisticamente significativa
entre o acumulo de PHA na biomassa composta por A. platensis e composta por A. platensis e

bactérias heterotroficas.
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Grafico 85 - Teste t de Student dos dados do pardmetro PHA na biomassa (mg.g') do
experimento de avaliagdao da influéncia do aumento de escala do bioprocesso desenvolvido, em
batelada alimentada, para o consumo de nitrogénio amoniacal por uma cultura mista de 4

platensis e bactérias heterotroficas, com glicerol bruto residual

T-tests: Grouping: Varl (Spreadsheet?)

Group 1: A+B

Group 2: A

Mean Mean twvalue |df p Valid N |Valid M |Std.Dev. |Std.Dev. | F-ratio p
WVariable | A+B A A+B A A+B A Wariances |Variances
FIC 69.700001 14,57305| 10,85240 2| 0,008384 2 2| 6646804 2,725210| 5948751 0495417

Fonte: O autor, 2022.





