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RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a viabilidade do uso da manipueira como meio de
cultura para microalgas e determinar as melhores condi¢des para o cultivo. As cepas avaliadas
foram isoladas das lagoas de estabilizagdo de manipueira da empresa Podium Alimentos
LTDA. de Paranavai, sendo identificadas morfologicamente como Chlorella sp., Scenedesmus
sp. Monoraphidium sp. e Golenkinia sp. A presenca de atividade amilolitica e a determinacao
da toxicidade do cianeto, composto presente no residuo, foram avaliadas para cada uma das
linhagens de microalgas isoladas. A presenca de amilase foi identificada em Monoraphidium
sp, Golenkinia sp. e Scenedesmus sp. quando inoculadas em meio solido de agar-amido a
0,2%. A tolerancia ao cianeto foi avaliada simulando o ambiente cianogénio com adi¢do de
KCN no meio de cultivo autotréfico. As microalgas Monoraphidium sp. e a Scenedesmus sp.
demostraram capacidade para se desenvolver em meio contendo até 200ppm de KCN,
enquanto as microalgas Chlorella sp. e a Golenkinia sp. suportaram concentragdes maximas
de 40 ppm. Para avaliagdo da sobrevivéncia das microalgas quando cultivadas no residuo
liquido do processamento da mandioca, foi utilizado como meio de cultura manipueira bruta
ndo esterilizada, manipueira bruta estéril ¢ manipueira pré-tratada (digestdo anaerdbia) em
diferentes concentra¢des. Os testes foram realizados em frascos Erlenmeyer de 125 mL, sob
iluminagdo de 2500 Lux, fotoperiodo de 12 horas claro/escuro e temperatura de 25°C. As
concentragdes do inoculo iniciais foram de 0,2 g.L-!. Nos experimentos conduzidos com a
manipueira bruta nfo esterilizada, todas as microalgas mostraram desenvolvimento em
concentragdes de 10% v/v do residuo (manipueira/agua). Destacou-se a microalga
Monoraphidium sp. que alcangou uma produtividade méaxima de 0,014 dia™!, apenas 5%
menor que o alcangado quando cultivada em meio autotrdfico. Ja nos cultivos em manipueira
bruta esterilizada as quatro linhagens de microalgas avaliadas apresentaram uma maior
resisténcia ao meio de até 30% de residuo. Observou-se a maior produtividade com a
microalga Monoraphidium sp. e Golenkinia sp. que foi de 0,078 dia’' e 0,018 dia’!
respectivamente, na concentragdo de 10% v/v de manipueira. Nos ensaios conduzidos em
manipueira apos digestdo anaerdbia, foram suportadas concentragdes de até 100% do residuo,
para o isolado de Monoraphidium sp., Golenkinia sp., e Scenedesmus sp., e de até 40% v/v
para a microalga Chlorella sp. A maior velocidade especifica de crescimento foi com a
microalga Monoraphidium sp. na concentragdo de 40% de manipueira (v/v) sendo de 0,12 dia’
!. As microalgas Golenkinia sp. e a Scenedesmus sp. também mostraram eficiéncia quando
cultivadas no efluente digerido, sendo que em concentragdes de 20% v/v manipueira/agua
apresentam crescimento semelhante ao obtido no meio sintético. Os resultados obtidos
mostraram que é possivel o cultivo de microalgas em manipueira bruta, tratada e mesmo
manipueira digerida. Porém tratamentos adequados devem ser identificados para se obter uma
maior produtividade microalgal. As microalgas Monoraphidium sp. e Scenedesmus sp.
demostraram ser capazes de sobreviver e crescer melhor no cultivo em efluente digerido
anaerobicamente, assim, a utilizagdo da manipueira digerida como meio de cultivo mostra-se
como uma forma eficiente de produzir grandes quantidades de biomassa microalgal.

Palavras-chave: Microalgas; manipueira; mandioca; meio de cultura; isolamento.



ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the viability of the cassava waste water as a
culture medium for microalgae and to determine the best conditions for cultivation. The
strains evaluated were isolated from the stabilization lagoons of the company Podium
Foods LTDA. of Paranavai, being morphologically identified as Chlorella sp.,
Scenedesmus sp. Monoraphidium sp. and Golenkinia sp. The presence of amylolytic
activity and determination of cyanide toxicity, a compound present in the residue, were
evaluated for each of the isolated microalgae strains. The presence of amylase was
identified in Monoraphidium sp, Golenkinia sp. and Scenedesmus sp. when inoculated in
0.2% agar-starch solid medium. The cyanide tolerance was evaluated by simulating the
cyanogen environment with addition of KCN in the autotrophic culture medium. The
microalgae Monoraphidium sp. and Scenedesmus sp. demonstrated the capacity to develop
in medium containing up to 200ppm of KCN, while the microalgae Chlorella sp. and
Golenkinia sp. have sustained maximum concentrations of 40 ppm. In order to evaluate the
survival of microalgae when cultivated in the liquid cassava processing residue, non-sterile
cassava waste water handling, sterile manipulative cassava waste water and pre-treated
cassava waste water (anaerobic digestion) were used in different concentrations. The tests
were carried out in 125 mL Erlenmeyer flasks, under 2500 Lux illumination, 12-hour
light/dark photoperiod and 25 °C temperature. Initial inoculum concentrations were 0.2
g.L'L. In the experiments conducted with the non-sterilized raw cassava waste water, all
microalgae showed development at concentrations of 10% v/v of the residue (cassava
waste water/water). The microalga Monoraphidium sp. which reached a maximum
productivity of 0.014 day"', only 5% lower than that achieved when cultivated in an
autotrophic medium. Already in the crops in sterile cassava waste water, the four
microalgae strains tested showed a higher resistance to the medium of up to 30% of the
residues. The highest productivity was observed with the microalga Monoraphidium sp.
and Golenkinia sp. which was 0.078 day"' and 0.018 day! respectively at the 10% v/v
concentration of cassava waste water. In the experiments carried out in cassava waste
water after anaerobic digestion, concentrations up to 100% of the residue were supported
for the isolate of Monoraphidium sp., Golenkinia sp., and Scenedesmus sp., and up to 40%
v/v for the microalga Chlorella sp. The highest specific growth rate was with the microalga
Monoraphidium sp. in the concentration of 40% of cassava waste water (v/v) being 0.12
day!. The microalgae Golenkinia sp. and Scenedesmus sp. also showed efficiency when
cultivated in the digested effluent, and at concentrations of 20% v/v cassava waste
water/water, presented growth similar to that obtained in the synthetic medium. The results
showed that it is possible to cultivate microalgae in cassava waste water raw, treated and
even digested cassava waste water. However, suitable treatments must be identified for
increased microalgae productivity. The microalgae Monoraphidium sp. and Scenedesmus
sp. demonstrated to be able to survive and grow better in anaerobically digested effluent
cultivation, thus, the use of the digested cassava waste water as a culture medium is shown
as an efficient way of producing large amounts of microalgae biomass.

Keywords: Microalgae; cassava waste water; manioc; culture medium; isolation.
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1 INTRODUCAO

Abrangendo desde microrganismos procarioticos como também eucaridticos, as
microalgas sdo microrganismos que diferem muito umas das outras dependendo da espécie e
assim como 0s outros microrganismos presentes na natureza, possuem uma vasta gama de
rotas metabdlicas, o que faz com que possam ser encontradas em ambientes diversos, onde
predominam diferentes condigdes fisicas como temperatura e luminosidade, e quimicas como
pH, salinidade e fontes de nutrientes (BARSANTI; GUALTIERI, 2014).

O crescimento das algas esta relacionado diretamente as condi¢des de cultivo, e
entendendo essa relagdo ¢ possivel direcionar a produgdo. Dentre os fatores que podem
influenciar no crescimento das células, pode-se citar: pH, salinidade, luminosidade, presenca
de contaminantes, temperatura, aeragio, presenga de ions bicarbonato, fonte de nitrogénio,
tipo de biorreator, idade do inoculo e densidade populacional. O meio preparado para o
cultivo influencia diretamente o crescimento celular, bem como na composi¢do quimica da
alga que esta em estudo.

Os elementos nutritivos mais importantes sdo carbono, nitrogénio, fosfato, magnésio,
potassio e calcio. Microelementos como manganés e cobalto atuam favoravelmente em suas
atividades vitais (LIMA et al., 2010). O diéxido de carbono ¢ a fonte de carbono que contribui
para o crescimento fotossintético e autotrofico das algas. Em alguns cultivos se faz necessaria
a adi¢do de COz, pois no ar existem somente 0,03% de COx.

Os estudos sobre microalgas, hoje, visam mais que o conhecimento morfofisioldgico
dentro do ecossistema aquatico, mas também sua possivel aplicabilidade social e economica.
Mas, além disso, outras contribuigdes como producéo de energia a partir da comunidade de
microalgas vém sendo avaliadas e aplicadas atualmente.

As microalgas tém se tornando valioso material de estudo na industria biotecnoldgica
devido a sua capacidade de produzir diversas biomoléculas com valor agregado e também,
devido a sua composi¢do em termos de matéria seca, muito rica em proteinas e lipideos, sdo
organismos atrativos na industria de alimentos e biocombustiveis. Além disso, é mais
vantajoso cultivar microrganismo do que plantas, uma vez que ndo sdo necessarias terras
araveis para seu desenvolvimento e seu crescimento € muito mais rapido comparado ao
crescimento de plantas.

A importéancia do cultivo de microalgas baseia-se na variedade das suas aplicagbes. No
entanto, quando sdo envolvidos cultivos de microalgas em residuos agroindustriais, ndo se

fala somente de produgdo de biomassa para obtengido de produtos com valor comercial, Uiteis



na alimentagcdo humana e animal, na producio de energia quimica, fertilizantes e compostos
de quimica fina, também tem-se uma diminui¢do de agentes poluentes contidos nos residuos,
0 que pode contribuir na biorremediagdo de locais contaminados. Além disso, as microalgas
possuem capacidade de obtengdo de energia a partir do consumo de substratos organicos
como o amido, na auséncia de luminosidade em sistemas heterotroficos (FABREGAS et al.,
1998).

A mandioca é uma matéria prima de elevada producido no Brasil, na média de 23
milhdes de toneladas por ano segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2015). Seu processamento em farinha e fécula produz uma grande quantidade de
residuo liquido, até 60% da matéria prima, ocasionando um grande impacto ambiental
principalmente nos recursos hidricos. Esse residuo liquido denominado manipueira ¢
altamente poluente, pela elevada carga organica, além da toxicidade pelo seu contetido de
acido cianidrico, porém a procura de alternativas para a utilizagdo desse residuo, nos Gltimos
anos, tem sido o foco de muitas pesquisas.

Varios estudos tém visado o tratamento e aproveitamento do residuo do
processamento da mandioca. Ja foram propostos tratamentos através da oxidacdo aerdbica e
anaerdbica. O aproveitamento tem procurado utilizar todos os seus componentes, através da
sua aplicagdo na agricultura como herbicida, nematicida e inseticida. Lagoas anaerdbias sdo
principalmente empregadas para o tratamento de aguas residuais nas industrias processadoras
de mandioca gerando efluentes ricos em nutrientes tais como: nitrogénio, fosforo e gas
metano, o qual é resultante da degrada¢do microbiologica anaerobia. O uso de microalgas
como estratégia de tratamento de efluentes agroindustriais é uma técnica utilizada ha algumas
décadas. As microalgas tém a capacidade de assimilar a radiacdo solar e gas carbdnico, e
produzir o oxigénio requerido a degradagdo aerdbia da matéria organica. Além disso, atuam
na assimilagdo de nutrientes, principalmente nitrogénio e fosforo, responsaveis pela
eutrofizagdo gerando biomassa com valor econdmico e oferecendo uma valiosa alternativa
para o tratamento de efluentes.

Visando melhorar o tratamento bioldgico da manipueira, foram definidos pardmetros
tecnoldgicos para seu tratamento com microalgas isoladas das proprias lagoas de estabilizagdo
do residuo liquido do processamento da mandioca.

A utilizagdo de aguas residuarias e outros poluentes sdo fatores extremamente
limitantes ao crescimento de microalgas, principalmente sob altas concentragdes de NH** e
pH elevado (MUNOZ; GUIEYSSE, 2006). E importante isolar microalgas a partir das lagoas

de estabilizag¢do do residuo que apresentem resisténcia ao meio e possam fornecer melhores
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resultados, quando se tem por objetivo reduzir a poluicdo do efluente além de produzir
biomassa com um elevado potencial para gerar produtos com valor comercial.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver processos para obteng¢do
de biomassa de microalgas isoladas do proprio efluente, e cultivadas na manipueira em
diferentes condigdes, diluida em agua sem adi¢dao de nutrientes, avaliando-se o crescimento
das microalgas, a resisténcia ao cianeto, assim como a atividade amilolitica das microalgas

estudadas.

1.1 OBJETIVO

1.1.10bjetivo geral

Cultivar microalgas isoladas das lagoas de estabilizagdo do residuo liquido do
processamento da mandioca, avaliando o crescimento e a formacdo de biomassa quando

cultivadas em manipueira bruta e tratada.

1.1.20bjetivos Especificos

Os objetivos especificos do trabalho foram:

a) Isolar novas cepas de microalgas obtidas em ecossistemas associados ao
tratamento de efluente da indistria de processamento de mandioca;

b) Identificar morfologicamente as microalgas isoladas;

¢) Determinar a toxicidade do cianeto presente na manipueira para as microalgas
isoladas;

d) Avaliar a digestibilidade de amido pelas microalgas;

e) Identificar as melhores condigdes de cultivo para as linhagens isoladas, em

meios contendo manipueira bruta e manipueira tratada por digestdo anaerdbia.



11

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICROALGAS

As microalgas apresentam vantagens de reproducdo em condi¢des autotroficas,
mixotréficas e heterotroficas, ja que possuem a capacidade de utilizar uma variedade de
substratos organicos como fonte de carbono e energia, além do CO2 e agua (TANDEAU DE
MARSAC; HOUMARD, 1988). As microalgas podem ser encontradas em uma grande
variedade de ambientes, desde fontes de agua doce até aguas salgadas, assim como na
superficie da neve ou sobre rochas e troncos ou ramos de arvores. A estimativa de espécies de
algas existentes varia de um a dez milhdes, sendo as microalgais a maioria (BARSANTI;
GUALTIERI, 2014). Os oceanos, que cobrem cerca de 70% da superficie da Terra, contém
mais de cinco mil espécies de algas planctonicas microscopicas (fitopldncton), que por sua
vez compdem a base da cadeia alimentar marinha. Apesar dessa relagdo com a vida, o
fitopldncton algumas vezes pode ser o causador de mortes: quando sua populagdo torna-se
muito grande, num fendmeno conhecido como bloom e que ocorre gracas a poluigdo
(desequilibrio causando excesso de nutrientes como nitrogénio e fosfato em seu habitat), a
transparéncia da agua é reduzida, prejudicando outros organismos fotossintéticos ou ainda,
produzindo toxinas que provocam a morte de animais marinhos e aves (BARSANTI;
GUALTIERI, 2014; JO; LEE, 2009).

As microalgas também possuem um alto conteido de proteinas, pigmentos e um
metabolismo versatil. Motivo pelo qual, a sua composi¢do bioquimica pode se modificar
variando as condig¢des do cultivo, como temperatura, pH, intensidade luminosa, fotoperiodo,
salinidade e a idade da cultura (MALDONADO; MORALES; ROMERO, 2013), sendo de
interesse para a produgdo de compostos com utilidade comercial, alimentar, agricola,
cosmética e farmacologica (FABREGAS et al., 1998).

Com o objetivo de melhorar o custo-beneficio da producdo industrial, uma grande
diversidade de microalgas apresenta capacidade para serem cultivadas com substratos
organicos como aglcares, aminoacidos, acidos organicos e residuos agroindustriais como
fontes de carbono. O uso simultdneo de luz e substrato organico no crescimento mostra a
capacidade mixotréfica das microalgas (FABREGAS et al., 1998; SANCHEZ-TORRES et
al., 2008). Os cultivos mixotroficos podem produzir uma alta quantidade de biomassa em
relagdo a biomassa obtida de cultivos autotroficos e heterotréficos, isso acontece devido ao

aporte de energia luminosa e ao substrato organico (CAMARGO; ALONSO, 2006).
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O uso de substratos com contetido de amido, os quais as vezes formam parte de
residuos das industrias processadoras de produtos agricolas, podem ser usados como fonte de
compostos organicos para diminuir custos na producdo de biomassa microalgal enriquecida
com proteinas, lipideos ou carboidratos e de outros compostos de interesse comercial, quando

comparado com o uso de meios de cultura sintéticos ou de fertilizantes comerciais.

2.1.1 Classificacdo de microalgas

Existe uma grande variedade de microalgas com diferentes tamanhos, morfologias,
entre outras caracteristicas e, ao contrario de outros microrganismos, cont€ém clorofila. Em
1995, Hoek, Mann, e Jahns estabeleceram a divisdo de microalgas de acordo com o tipo de
estrutura da célula em dois grupos. Microalgas com estrutura celular procaridtica: Cyanophyta
e Prochlorophyta, ¢ com estrutura celular eucaridtica: Chlorophyta, Euglenophyta,
Rhodophyta, Prymnesiophyta, Cryptophytas e Dinophyta, segundo a classificacdo de
Montaiio (2016).

No ano 2000, Graham e Wilcox, usando a classificagdo de Hoek, Mann e Jahns,
propuseram uma nova classificagdo das algas em doze grandes grupos: Cyanophyta,
Prochlorophyta, Glaucophyta, Rhodophyta, Euglenophyta, Heterokontophyta, Cyanophyta,
Haptophyta, Chlorarachniophyta, Chlorophyta, Dinophyta e Cryptophyta (SHEATH;
WEHR, 2015).

Hoje em dia ndo existe um sistema de classificagdo facilmente definivel para este
grupo de organismos, uma vez que a taxonomia esta sob constante e rapida revisdo a todos os
niveis, seguindo novas evidéncias genéticas e ultraestruturais. Barsanti (2014), tendo em
mente que a natureza polifilética do grupo algas ¢ um tanto inconsistente com os grupos
taxonomicos tradicionais, adota o esquema de classificagdo (Tabela 1) baseado

principalmente nas classificagdes mais recentemente publicadas.



Tabela 1. Esquema de classifica¢do de grupos algais
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Reino

Divisao

Classe

Procaryota

Cyanophyta
Prochlorophyta

Cyanophyceae
Prochlorophyceae

Eukaryota

Glaucophyta
Rhodophyta

Heterokontophyta

Haptophyta
Cryptophyta
Dinophyta
Euglenophyta

Glaucophyceae
Bangiophyceae
Florideophyceae
Chrysophyceae
Xanthophyceae
Eustigmatophyceae
Bacillariophyceae
Raphidophyceae
Dictyochophyceae
Phaeophyceae
Haptophyceae
Cryptophyceae
Dynophyceae
Euglenophyceae

Chlorarachniophyta Chlorarachniophyceae
Chlorophyta Prasinophyceae
Chlorophyceae
Ulvophyceae
Cladophorophyceae
Bryopsidophyceae
Zygnematophyceae
Trentepohliophyceae
Klebsormidiophyceae
Charophyceae
Dasycladophyceae

Fonte: BARSANTI; GUALTIERI, (2014).

Os membros procarioticos desta assembleia sdo agrupados no dominio Bacteria,
phylum Cyanobacteria. Ja os membros eucarioticos sdo agrupados nos dominios Plantae,

Chromista e Protozoa (BARSANTI; GUALTIERI, 2014).
2.1.2 Microalgas obtidas em sistemas de tratamento

As microalgas que sfdo usadas nos sistemas de tratamento de aguas residuais sfo
capazes de suportar elevadas concentragdes de nutrientes, apresentam atividade metabolica
elevada, contribuir na oxidagdo bacteriana, resisténcia a variagdes ambientais e estratégias
fisiologicas para um crescimento mixotrofico (GONZALEZ, 2006).

Alguns desses microrganismos sdo capazes de produzir exoenzimas degradadoras de
compostos organicos em aguas residuais, gerando substratos mais assimilaveis para seu
crescimento e metabolismo, o que significa que a carga organica dos efluentes pode ser

degradada pelas enzimas produzidas (PUERTA, 2010).
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E importante o isolamento de linhagens de microalgas em sistemas de tratamentos,
quando objetiva-se reduzir a polui¢do do efluente além de produzir biomassa com um elevado
potencial para gerar produtos com valor comercial. As microalgas podem ser utilizadas na
produgdo de biocombustiveis seguindo diferentes vias potenciais. Na produ¢do de metano
através de fermentagdo anaerobica da biomassa (FRIGON et al., 2013); na producdo de
biohidrogénio por fermentagdo aerdbia/anaerdbia (CHEN et al., 2013) como fonte de 6leos
para a geragdo de biodiesel (CHEN et al., 2013; CHISTI, 2007; KAPDAN; KARGI, 2006;
YEN et al., 2013) e produgéo de etanol (BAHADAR; BILAL KHAN, 2013; CHEN et al.,
2013).

2.2 CRESCIMENTO DE MICROALGAS

As microalgas possuem requerimentos simples para seu crescimento, necessitando
apenas de luz, uma fonte de carbono, uma fonte de nitrogénio (muito importante na produgio
de proteinas) e fontes inorgdnicas de macro e micronutrientes, sendo as mais importantes:
fosfato, sais de magnésio, potassio, manganés e cobalto que atuam favoravelmente em suas
atividades vitais e podem alterar sua composi¢do bioquimica (PARMAR et al., 2011; VAZ et
al., 2016). Embora a maioria das microalgas cres¢a na presenca de luz e utilizando apenas
nutrientes inorganicos, algumas sdo capazes de se desenvolver em completa escuridao,
utilizando fontes orgéanicas de nutrientes (STENGEL; CONNAN; POPPER, 2011).

Uma vez que sdo organismos capazes de realizar fotossintese, sdo considerados
produtores primarios de matéria organica, e também responsaveis pelo sequestro de carbono
presente na atmosfera e na liberacdo de oxigénio (PARMAR et al., 2011).

Seus requerimentos nutricionais simples, rapido crescimento, menor espago fisico
requerido para seu cultivo e a geragdo de menos residuos em comparagdo com a producdo de
vegetais, tornam as microalgas vantajosas na utilizagdo industrial (BORGHETTI, 2009;
RUFFING, 2011). Ainda, devido a sua capacidade de se adaptar aos mais diversos meios, €
possivel a utilizagdo de meios alternativos, como por exemplo, esgoto doméstico, efluentes de
suinocultura e laticinios, e residuos industriais como a manipueira (BERTOLDI;
SANT’ANNA; OLIVEIRA, 2008; DOS SANTOS et al., 2016; KUO et al., 2015; SYDNEY
etal., 2011). As atividades metabodlicas das microalgas podem ser intensamente afetadas pelas
condi¢Ges quimicas e fisicas do ambiente. Ha varios fatores que podem tornar-se limitantes do

crescimento algal, principalmente luz e temperatura.
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2.2.1 Temperatura

A temperatura é um importante fator de regulagdo da velocidade de reagdes quimicas
nos processos bioldgicos, como a fotossintese e a respiragdo. A velocidade de crescimento do
fitoplancton, portanto, também tende a aumentar com o aumento proporcional da temperatura
(até 35° ou 40°C). A temperatura pode também alterar a morfologia das células. Por exemplo,
algumas espécies cenobiais ou filamentosas (Stichococcus, Scenedesmus) podem desagregar-
se em células solitarias sob temperaturas elevadas e outras podem alterar as dimensdes das
células (Synechococcus, Desmideas) (WOJCIECHOWSKI et al., 2013). Para Sakai et al.

(1995), algumas algas, como a Chlorella sp., podem suportar uma temperatura de até 42°C.

2.2.2 Luz

As caracteristicas mais importantes da luz para as algas sfo a intensidade luminosa
(quantidade de fotons incidindo sobre uma determinada area) e a qualidade do espectro
luminoso. Alguns comprimentos de onda sdo danosos ao aparelho fotossintético das algas,
como o ultravioleta (UV e, principalmente, UVb), mas eles sdo em grande parte absorvidos
pelo 0z6nio (O3) atmosférico (WOJCIECHOWSKI et al., 2013).

A luz permite a realizagdo da fotossintese pelas algas. De acordo com Carioca (1984), a
faixa de aproveitamento das radia¢cdes luminosas pelos vegetais situa-se entre 400 e 700 nm
(radiag¢des fotossinteticamente ativas). Elas correspondem a 50% da radiagdo solar, que se

situa numa faixa de intensidade de 800 a 1.000 W/m?2.

223 pH

A maior parte dos ambientes aquaticos apresenta pH entre 6 e 9. As variagdes no pH
modificam o estado quimico de varias substancias importantes para as algas, como o CO2,
fosfato, amoénia, ferro e metais-trago. Além disso, o pH interfere diretamente no metabolismo
algal, pois, juntamente com outros fatores, atua na permeabilidade da membrana, no

transporte id6nico e na velocidade das reagdes enzimaticas (WOJCIECHOWSKI et al., 2013).

2.2.4 Aeracao

A aeragdo é um fator muito importante para a homogeneiza¢do dos nutrientes e das
células de microalgas, assim como para a manutengdo da temperatura e transferéncia de gases

através da interface gas-liquido. A concentracdo de O2 nos tanques de cultura representa um
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bom parametro para se controlar a atividade fotossintética das microalgas, assim, quando se
aumenta a atividade fotossintética, a concentragdo de O2 pode aumentar rapidamente, inibindo
o processo da fotossintese, favorecendo a fotoxidagdo (RICHMOND, 2004) o que pode
ocasionar danos na morfologia celular, bem como a morte da cultura em estudo.

Sendo assim, dependendo das condi¢des de cultivo e do formato do fotobiorreator,
pode ser necessario suplementar didéxido de carbono, por exemplo, numa proporgio de 1% do
volume de ar alimentado, garantindo ainda uma maior estabilidade quanto as mudancgas no
pH, gracas ao balango CO2HCO* na solugio (BARSANTI; GUALTIERI, 2014;
VONSHAK; RICHMOND, 1988).

2.3 INDUSTRIA DE MANDIOCA NO BRASIL

A mandioca é uma das principais culturas de alimentos na dieta humana e de animais na
maioria dos paises tropicais. Destaque ao Brasil que, no ano de 1970, produziu cerca de 30
milhdes de toneladas e participou com 30% da produgdo mundial, sendo nesse ano o maior
produtor de mandioca no mundo. Na sequéncia perdeu a hegemonia para a Nigéria e mais
tarde cedeu o 2° e 3° lugar para a Indonésia e a Taildndia. Atualmente o Brasil ocupa o quarto

lugar na produg@o mundial conforme a Tabela 2 (SEAB, 2015).

Tabela 2. Produgdo mundial de mandioca - paises selecionados (participagdo %)

Paises Produc¢io mundial (milhdes de Participacio mundial (%) 2013
toneladas) 2013
Nigéria 53,0 19.5
Tailindia 30,2 10,9
Indonésia 23.9 8.6
Brasil 21,5 7,7

Fonte: SEAB (2015).

Segundo dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), a estimativa
da produgdo de mandioca em 2016 alcangou 23,7 milhdes de toneladas, aumento de 4,2%
frente a 2015, processada para a produgéo de farinha e fécula principalmente, sendo a regides

norte e nordeste do Brasil as principais produtoras (Tabela 3) (IBGE, 2015).
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Tabela 3. Mandioca - principais produtores no brasil (area, producdo e produtividade)

2013/2014

REGIOES AREA PRODUCAO PRODUTIVIDADE PARTICIPACAO
(1000 ha) (1000 t) (kg/ha) (%)
NORDESTE 580 6.012 10.366 25.9
NORTE 520 7.836 15.069 33,7
SUDESTE 141 2.268 16.085 9.8
CENTRO-OESTE 74 1.352 18.270 5.8
SUL 274 5.778 21.088 24,8

Fonte: SEAB (2015).

Em relagdo a outras culturas, o cultivo de mandioca apresenta algumas vantagens
como: boa rentabilidade, menor risco de perdas por adversidades climaticas e a possibilidade
de colheita na época em que o produtor considerar mais conveniente. A mandioca contém
cerca de 65% de agua nas raizes, com aproximadamente 35% de fécula. Nas fabricas de
farinha de mandioca, a prensagem da massa ralada produz cerca de 300 litros de liquido
residual por tonelada de raiz e, nas fecularias, este valor aumenta para 600 litros de um
efluente mais diluido, devido a adigdo de agua durante sua produgdo. Durante a prensagem
das raizes de mandioca ralada gera-se um liquido branco chamado de manipueira

(FIORETTO, 2000; WOSIACKI; CEREDA, 2002).

2.3.1 Producio de amido de mandioca

Segundo dados da Associagdo Brasileira de Produtores de Amido (ABAM), a evolugio
da produgdo de fécula no Brasil, representada na Figura 1, mostrou um aumento consideravel
na ultima década. Na Figura 2 observa-se a produgfo de fécula pelos estados brasileiros,

destaca-se o estado de Parana com 70% da produgdo de amido.



EVOLUGCAO DA PRODUCAO DE FECULA NO BRASIL

750
700
650
600
550

§500
450

400

5350

E300
250
200
150
100

50
0

1990
1991
1992
1993
1994
1995
1996
1997
1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2013 |

Figura 1. Evolugio da produgdo de fécula no Brasil (ABAM, 2014).
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Figura 2. Produc¢do de fécula por estados brasileiros em 2013 (ABAM, 2014).
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2.3.2 Processo de producao de amido de mandioca

O processamento das raizes de mandioca comega com a coleta, transporte e recepgio
da matéria-prima na induastria processadora. Do depdsito, segue a pré-limpeza, sendo que
equipamentos especializados possibilitam a lavagem e descascamento das raizes
simultaneamente. No processo é retirado somente o ténue, que constitui a pele (casca
marrom), evitando perdas de teor de amido (EMBRAPA, 2003).

A trituragdo ou ralagdo tem fungdo de padronizar o tamanho das raizes em 2 a 3 cm,
para depois serem desintegradas. A desintegracdo ¢ feita através do contato entre as raizes
trituradas e um cilindro rotativo, com laminas dentadas na superficie que ralam a mandioca,
causando rompimento celular e consequente liberagdo do amido. O material ralado (massa) é
bombeado para peneiras conicas rotativas, constituindo-se numa mistura mandioca-agua
(EMBRAPA, 2003).

A extragdo tem como finalidade separar o amido das fibras da mandioca. A extragdo ¢
feita em peneiras conicas rotativas onde a dgua entra em contracorrente para melhor separar o
amido. Este liquido que vem da extragdio segue para a purificagdo. A polpa resultante é
canalizada para a rede de tratamento de efluentes, ou opcionalmente podera seguir processo
de secagem para fabricacdo de ragdes (EMBRAPA, 2003).

Na purificag@o o "leite" de amido obtido apos a extragdo € purificado com a adi¢do de
agua e centrifugado para a retirada dos amidos soluveis e particulas. Posteriormente segue
para uma peneiragdo, processo usado para eliminar a popa fina, servindo como melhorador na
qualidade do produto. Em seguida, a mistura de amido com agua segue para a concentragfo,
em centrifuga de pratos e bicos, cuja finalidade é concentrar o amido até 20 a 22 °Bé. A agua
separada do amido é canalizada para a rede de tratamento de efluentes da fabrica. O amido
concentrado segue por gravidade e/ou bombeamento a um tanque especial de
homogeneizagdo cujo equipamento dispde de um mecanismo que permite a mistura constante
(mexedor) do produto concentrado, para evitar a decantacdo (EMBRAPA, 2003).

Na desidratagdo o amido concentrado ¢ bombeado do tanque especial para um
desidratador a vacuo, conhecido por filtro a vacuo que, na pratica, trata-se de uma tela
cilindrica, perfurada e coberta por tecidos, removivel a cada oito horas em média. O
desidratador leva o amido a uma umidade de 45%, para que seja posteriormente secado
(EMBRAPA, 2003).

Na secagem o amido desidratado a vacuo segue para uma valvula rotativa que o dosa

para um secador pneumatico. O produto é conduzido e seco por uma corrente de ar quente. A
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separacdo do ar e amido ¢ feita em ciclones. O ar quente atinge 150°C e apresenta, na saida da
tubulagio, um produto final com umidade entre 12 a 13%, em forma de pd e com temperatura
média de 58°C, seguindo para um silo que ira resfria-lo, estoca-lo temporariamente e conduzi-
lo posteriormente para o ensacamento. Os passos descritos anteriormente sdo ilustrados na

Figura 3 (EMBRAPA, 2003).

Coleta, transporte e recep¢ao
das raizes de mandioca.

4

Lavagem e descasque

.

Trituracdo

¢

Desintegracao amildcea

.

o do amido

o

Extrac

@

Prensagem » Manipueira

4

Peneiracao

4

Concentracao

.

Desidratacao

¢

Secagem |‘ Ensacamento do amido

Figura 3. Fluxograma do processamento da mandioca. EMBRAPA, (2003).

O processamento da mandioca gera residuos solidos e liquidos, pois para uma tonelada
de raizes de mandioca com 40% de solidos, sdo gerados de 50 — 100 kg de bagago e na média

de 200-300L de residuo liquido (Tabela 4). Durante o processamento para a produgido de
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amido, a quantidade de agua residual pode ser até dez vezes maior, embora a carga orgénica
seja semelhante, sendo que a separagdo do amido é altamente eficiente e as aguas residuais da
lavagem do amido sdo reutilizadas para lavagem das raizes antes do processamento

(CARVALHO etal., 2011).

Tabela 4. Balango de massa tipico para farinha de mandioca e produgdo de amido a partir de
1000 kg de raizes

Producdo de Producgdo de amido
Componente farinha de Teor de solidos (%) (ke) ¢ Teor de solidos (%)
mandioca (kg) 8
Aguas resndual§ da 1000 99.9 Passado da }avagem 0.5
lavagem das raizes de amido
Cascas 50 40 50 40
Fibra .(bagaco de 0 40 317 40
mandioca)
Manipueira 217 0 2950 0,4
Vapor de agua 316 0 410 0
Produto 417 88 271 88

Fonte: Carvalho et al. (2011).
2.3.3 Manipueira

A manipueira ¢ um residuo liquido resultante do processamento da mandioca pela
fabricagdo de farinha e fécula (amido). A manipueira é de aspecto leitoso, tem grande
potencial poluente decorrente de seu elevado conteido em matéria organica. Quimicamente,
apresenta-se como uma mistura de amido, glicose e outros agucares, proteinas e derivados
cianogénicos dentre outras substancias organicas e sais minerais (LIMA, 2010). Uma tonelada
de raizes de mandioca pode conter em média 60% de umidade. Na prensagem cerca de 20 a
30% dessa agua ¢ eliminada. O residuo liquido da mandioca destaca-se pelo contetido de
solidos totais, além da alta demanda bioquimica de oxigénio (DBO) de 55.000 mg.L! e alta
toxicidade devido a presenga de acido cianidrico. O cianeto presente na manipueira, cerca de
450mg.L!, causa impacto negativo ao meio ambiente e riscos a satde publica pela sua
toxicidade, em especial quando esse efluente é langado diretamente nos recursos hidricos de

agua doce (WOSIACKI; CEREDA, 2002).
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2.3.4 Polui¢ao e impacto ambiental da manipueira

A manipueira tem sido estudada por sua caracteristica poluidora principalmente dos
recursos hidricos. Para Fioretto (2000), o principal problema que a manipueira traz ao meio
ambiente deve-se a poluicdo conferida pelo teor de carboidratos que tem presente e também a
toxicidade conferida pela presenca da linamarina, glicosideo cianogénico encontrado em todas
as partes da matéria-prima, mas sobretudo nas folhas e na entrecasca das raizes. A disposi¢éo
desse efluente industrial, energeticamente nfo esgotado e de elevada toxicidade, em aguas
fluviais acarreta prejuizos de ordem ambiental, pois causa a diminuig¢do da disponibilidade
aquatica de oxigénio provocando danos a vida aerobia (BARANA, 2000). Na busca de
alternativas para a diminui¢do do impacto ambiental gerado pela manipueira, as industrias t€ém
usado como tratamento para o efluente, nos ultimos anos, lagoas anaerdbias, porém a
contaminacdo pode chegar aos lengdis freaticos. Pesquisas tém demostrado que o tratamento
adequado deste residuo pode contribuir para a redugdo da poluigdo ambiental bem como
permitir a valorizagdo econdmica dele, o que faz de grande interesse a procura por

desenvolver técnicas de tratamento adequadas para o efluente.

2.3.5 Principais usos e tratamentos da manipueira

Muitos estudos foram realizados com o objetivo de dar um uso sustentavel para a
manipueira, a0 mesmo tempo em que ela ¢ tratada. Na agricultura principalmente o residuo
liquido do processamento da mandioca é reaproveitado como adubo foliar (INOUE et al.,
2011; SARAIVA et al., 2007; VIEITES, 1998), biofertilizante (DOS SANTOS et al., 2010;
INOUE, 2008), produgdo de biogas (BARANA, 2000; BARBOSA et al., 2010b; INOUE,
2008), inseticida (PRATIS et al., 2013), fertirrigagdo (CARDOSO; PAULA; AMANTE,
2004; PINTO, 2008), nematicida (BARBOSA et al., 2010a) e substrato para fermentagio
(BORGHETTI, 2009; CASSONI, 2008; LEONEL; CEREDA, 1995; PASKOVA; MUNK,
2010). O tratamento de aguas residuais pode ser feito por processos fisicos, quimicos e
biologicos. As operagdes fisicas consistem em operagdes de separacdo ou mistura. Os
processos quimicos sdo aqueles em que a remog¢do de contaminantes ocorre via atividade
quimica. Exemplos comuns dessa categoria sfio: a precipitacdo quimica (floculagdo),
transferéncia gasosa, adsor¢do, troca idnica e eletrodialise. Os processos biologicos, por sua

vez, sfo representados pelos métodos em que o tratamento de residuos e contaminantes se
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desenvolve por atividade biologica de bactérias, fungos filamentosos, leveduras, protozoarios,

entre outros (LIMA, 2010).

2.3.5.1 Tratamento biolégico

O tratamento biologico para aguas residuais baseia-se num processo em que
populagdes mistas de microrganismos utilizam os nutrientes contidos nos residuos para o seu
crescimento. No caso da manipueira que tem um elevado conteudo orgénico ¢ preferida a
lagoa anaerdbica por apresentar um balango energético mais favoravel em relagdo aos
processos aerobios convencionais, como baixo consumo de energia, baixa produgéo de lodo e
a possibilidade de recuperagdo e utilizagdo do metano como gas combustivel. Porém, Barana
(2000) afirma que o principal interesse por processos de digestdo anaerdbia ¢ devido a
necessidade, cada vez maior, de se preservar o meio ambiente, e sua viabilidade ndo é mais
medida em termos de produgdo de combustivel, mas em capacidade de estabilizagdo de
residuos.

O método de digestdo anaerdbia é o mais utilizado pelas industrias processadoras de
fécula de mandioca para tratarem os residuos produzidos. Ubalua (2007) relatou que esses
processos requerem grandes tanques ou biorreatores e tempos de retengdo longos, de 20-25
dias. No processo de digestdo anaerdbia a matéria organica é convertida em didxido de
carbono e metano, e o nitrogénio organico é convertido em amoénia. Geralmente, a amonia é
reciclada como fertilizante ou removida através de nitrificagdo em sistemas de tratamento;
alternativamente poderia ser recuperado e catalisado, convertido em hidrogénio, fornecendo
assim combustivel adicional (BABSON et al., 2013). A importancia do tratamento da
mandioca com métodos anaerdbios € que se pode obter ao final do tratamento um produto
final que € rico em biomassa microbiana e que pode ser utilizado como fertilizante agricola
(CARDOSO; PAULA; AMANTE, 2004; FIORETTO, 2000; INOUE, 2008; INOUE et al.,
2011; SARAIVA et al., 2007), além de um produto gasoso (biogas, gas de esgoto) que pode
conter mais do que 50% de metano, e que pode contribuir para a maioria ou a totalidade das
necessidades de energia do processo de tratamento (BARANA, 2000; BARBOSA et al.,
2010b; INOUE, 2008; UBALUA, 2007).

2.3.6 Composi¢io da manipueira

A manipueira ¢ composta pela agua de lavagem durante a prensagem da mandioca, mais

o liquido que constitui a raiz. Apresenta coloragdo amarelo-claro, aspecto leitoso e contém
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acUcares, gomas, proteinas, sais, linamarina, derivados cianogénicos e outras substincias

(LIMA, 2010). A composi¢do quimica da manipueira pode ser vista na Tabela 5 a seguir:

Tabela 5. Composi¢do maxima e minima da agua residual do processamento de mandioca

Pariametros Minimo Maiximo

pH 3.8 5.2
DQO (mgL™) 6.280 51.200
DBO (mgL™) 1.400 34.300
Solidos totais (mgL™) 5.800 56.400
Solidos soliiveis (mgL™") 4.900 20.460
Solidos em suspensio (mgL!) 950 1.600
Sélidos fixos (mgL') 1.800 20.460
Matéria orginica (mgL™) 1.500 30.000
Acucares redutores totais (mgL") 2.800 8.200
Fosfato total (mgL™") 155 598
Nitrogénio total (mgL') 140 1.150
Cinzas (mgL™) 350 800
Sélidos sedimentaveis (mgL) 11 33
HCN (mgL™) 22,0 27.1

Fonte: LAMO e MENEZES, (1979) apud (PINTO, 2008).

Contudo, a manipueira e seu contetido cianogénico sdo um problema socioambiental. A
linamarina ¢ um glicosideo cianogénico toxico que quando hidrolisada pela linamarase
(enzima presente na propria raiz da planta) pode liberar acido cianidrico (HCN), bastante
toxico e volatil, tornando a manipueira um problema ambiental (DOS SANTOS et al., 2010;
GONZAGA; SOUZA; RIBIEIRO, 1907). A concentragdo de cianetos presentes na
manipueira varia de acordo com as condi¢cdes de crescimento das raizes de mandioca
(EHIAGBONERE et al., 2009). Os teores de cianetos livres e totais encontrados na

manipueira, segundo diversos autores, podem ser vistos na Tabela 6.

Além desse problema com a liberagdo de cianetos, a manipueira ¢ prejudicial ao meio
ambiente devido a sua alta demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e elevados teores de

potassio, magnésio, calcio e fosforo (BRANCO, 1967).



25

Tabela 6. Teores de cianetos livres e totais presentes na manipueira

CN (mg/L) Cianetos totais Fonte
42,5 604 mg/L (PONTE, 1995)
22-27,1 463,76 mg/L (CEREDA, 2002)
444 mg/kg (BRITO et al., 2009)
83,86 mg/kg (BARANA, 2000)
114,2 mg/kg (CAMILI, 2007)
2.3.6.1 Cianeto

Os cianetos sdo uma familia de compostos que contém o anion cianeto altamente
reativo, os mais encontrados na natureza sdo o cianeto de potassio (KCN) e o cianeto de
hidrogénio. A mandioca pertence ao grupo de plantas cianogénicas por apresentar glicosideos
cianogénicos em sua composi¢do. De acordo com Cereda et al. (2002), tais glicosideos,
conhecidos como linamarina e lotaustralina (propor¢do de 93:7 no tubérculo), apds ruptura da
estrutura celular da raiz, entram em contato com as enzimas presentes (linamarases)
degradando estes compostos, liberando acido cianidrico (HCN)(Figura 4), que € o principio

toxico da mandioca e cuja ingestdo ou mesmo inalagdo, representa sério perigo a saude,

podendo ocorrer casos extremos de envenenamento.
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Figura 4. Geragfo de cianeto a partir de glicosideos cianogénicos na mandioca (CARVALHO et al.

2011)
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Segundo Cereda (2002), a liberagdo do cianeto da mandioca se d4 no momento em que
o tecido vegetal ¢ dilacerado, entdo a linamarina ¢ hidrolisada enzimaticamente por [-
glicosidase (linamarase), a qual ¢ separada do glicosideo no tecido intacto, por ser localizada
em lugar distinto da célula. A clivagem produz glicose e a-hidroxinitrilas. Esta ultima, quando
catalisada por uma hidroxinitrila-liase, transforma-se espontaneamente em HCN e nas cetonas
correspondentes.

Unung et al. (2006) citam que, no processamento tradicional das raizes de mandioca,
0s compostos cianogénicos diminuem substancialmente em teor, no entanto, os niveis
continuam acima do reconhecidamente seguro.

Em meio altamente basico, os cianetos se encontram na forma idnica — cerca de 90%
de CN- em pH 10,2, enquanto que em pH mais baixo, encontra-se na forma de acido
cianidrico — cerca de 90% de HCN em pH 8.,4. O problema de se trabalhar com pH baixo e
consequentemente o cianeto na forma de HCN ¢ o fato do HCN possuir pressdo de vapor alta
(100 kPa a 26°C) o que o torna altamente volatil, causando, além perda de cianetos na
solugdo, um maior risco de contaminagéo.

Devido a sua presenga na composi¢do da manipueira, ¢ importante que haja um
conhecimento prévio de quanto ¢ suportado pelas culturas de microalgas, uma vez que estas
serdo cultivadas em meios contendo altas concentragdes de manipueira. A concentragdo
suportada de sais cianetos por diferentes espécies de microalgas, de acordo com varios

autores, pode ser vista na Tabela 7.

Tabela 7. Toxicidade de sais de cianeto para microalgas, segundo varios autores

Concentrac¢io
Espécie Sais Intervalo testado pH Fonte
suportada
Chroococcus sp. KCN 5-150 mg/L >30 mg/L - (NAGHAVI et al., 2012)
Arthrospira maxima NaCN 50 - 100 mg/L <50 mg/L 10,3
(GURBUZ et al., 2004)
Chlorella sp. NaCN 50 - 100 mg/L >50 mg/L 10,3
Scenedesmus obliquus NaCN 50 - 400 mg/L >400 mg/L 10,3 (GURBUZ et al., 2009)
Entomoneis paludosa BrCN 0.0001 - 0,01 mg/L 0,002 mg/L - (VANELSLANDER et
Entomoneis paludosa NaCN 0.0001 - 0,01 mg/L >0,04 mg/L - al., 2012)
Scenedesmus sp CN- >25 mg/L 9,5
(PATIL, 2012)
Scenedesmus sp NaCN >10 mg/L 9,5
Pseudokirchneriella subcapitata. KCN <1 mg/L -
Chlamydomonas reinhardtii KCN <2 mg/L - (CHOT, BERGES;
YOUNG, 2012)
Navicula pelliculosa KCN <0.5 mg/L -
Synura petersenii KCN <1 mg/L -
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2.3.6.2 Amido

A fonte de carbono orgénico presente na manipueira é principalmente o amido, motivo
pelo qual deve ser avaliada sua digestibilidade pelas microalgas. O amido é composto por
unidades de glicose, organizadas em dois homopolissacarideos, a amilose e a amilopectina. A
amilose praticamente nfo apresenta ramificagdes, sendo que as unidades de glucose sdo
conectadas por ligagdes glicosidicas do tipo a (1,4) e a porcentagem de ramificagdes o (1,6) é
menor do que 1% (BALL; VAN DE WAL; VISSER, 1998). A amilopectina, uma das maiores
biomoléculas conhecidas, é altamente ramificada e possui cadeias de residuos de glucose
ligados entre si por ligagdes glicosidicas do tipo a (1,4) com aproximadamente 5% de
ramifica¢des a (1,6) (MYERS et al., 2000). Dependendo da origem, o amido possui diferentes
proporgdes de amilose e de amilopectina.

Muitas enzimas, a maioria delas hidrolases, estdo envolvidas na hidrolise do amido.
As cadeias de glucose podem ser atacadas de forma endo (no centro da molécula) ou exo, isto
¢ na porgdo terminal nfo redutora da molécula (AMARAL et al., 2007). O ataque endo é
efetuado pela a-amilase, responsavel pela quebra de ligagdes do tipo a (1,4) internas ao
polissacarideo. Esta ¢ a enzima que ataca o granulo de amido intacto. Em seguida, os
oligossacarideos (maltodextrinas) formados pela agdo da a-amilase sdo atacados pelas exo-
glucanases. O amido também pode ser atacado por uma exo-enzima, a f-amilase, que libera
unidades de maltose a partir do final ndo redutor do glucano e a (1,6)-glucanases especificas
atacam os oligossacarideos ramificados (ndo atacados pela a-amilase) liberando maltose. Este
dissacarideo ¢ finalmente hidrolisado a glucose pela a-glucosidase (BECK; ZIEGLER, 1989).

A produgdo de enzimas extracelulares, como amilase, protease, lipase, celulase e
fosfatase é uma propriedade avaliada em microalgas e cianobactérias; sdo utilizadas também
com caracter taxonomico, para identificacdo de espécies (CADORET; CONRAD; BLOCK,
2002).

A capacidade de producdo de exoenzimas pelas microalgas pode ser usada como
ferramenta para induzir uma maior eficiéncia na degradacdo de compostos organicos
presentes nas aguas residuais. As enzimas extracelulares ou ectoenzimas ficam na superficie
da célula e as de forma livre como as exoenzimas sdo absorvidas dentro das sustincias
poliméricas extracelulares (EPS) do lodo no tratamento de aguas residuais (PUERTA, 2010);
as hidrolases sdo importantes principalmente na velocidade da hidrélise na digestdo

anaerobia.
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2.4 CULTIVO DE MICROALGAS EM MANIPUEIRA

A elevada eficiéncia fotossintética das microalgas torna-as os principais produtores
primarios em ambientes aquaticos, estes microrganismos sdo responsaveis por cerca de 40-
50% da fixagdo de carbono e da produgdo de oxigénio no planeta. Seu tamanho pequeno e
estrutura simples sdo parcialmente responsaveis por seu rapido crescimento: as microalgas
crescem mais rapido do que a maioria das plantas em ecossistemas naturais. Embora
adaptadas para o crescimento autotréfico, algumas espécies de microalgas sdo capazes de
crescer heterotroficamente, utilizando fontes de carbono, tais como glicose ou acetato.
Portanto, as microalgas sdo capazes de crescer em algumas aguas residuais (CARVALHO et
al., 2011).

Diversos estudos t€ém demostrado que as microalgas podem crescer empregando rotas
nutricionais alternativas a tradicional com obtengédo de carbono a partir do CO2 atmosférico.
Sendo assim, compostos organicos oriundos dos mais variados substratos, principalmente na
forma de alguns tipos de residuos e efluentes industriais, encontram aplicagdo (WALTER,
2011). Porém, como ja testado por Zhang et al (1999), uma cultura mixotrofica ou
heterotréfica pode ndo produzir os resultados esperados em termos de crescimento celular e
produgdo de determinadas moléculas de valor no mercado devido as concentragdes de
carbono organico presentes ou a baixa luminosidade provocada por uma maior turbidez no
meio de cultivo.

Borghetti (2009) relata que a substitui¢do ou complementa¢do do meio de cultivo com
um residuo organico pode ser explorada como forma de diminuir os custos de produgdo
aliados a manutencdo do meio inorganico para o crescimento de Chlorella minutissima. O
autor utilizou em ensaios laboratoriais o residuo liquido do processamento da mandioca
(manipueira), avaliando o crescimento desta microalga, alcangcando uma produtividade
méxima de 0,540 g.L"!. dia'.

Mufioz e Guieysse (2006) ressaltam que a utilizagdo de aguas residudrias e outros
poluentes sdo fatores extremamente limitantes ao crescimento de microalgas, principalmente
sob altas concentragdes de NH3* e pH elevado. Por outro lado, um processo de sele¢do de
cepas, aclimatagdo a altas concentra¢des de poluente ou o isolamento de micro-organismos

pré-existentes naquele meio pode apresentar melhores resultados.
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3 MATERIAL E METODOS

Para alcangar os objetivos o trabalho foi dividido em etapas: a primeira etapa foi o
isolamento e identificagdo morfoldgica das linhagens isoladas; a segunda etapa consistiu na
determinacdo de atividade amilolitica para as microalgas identificadas e avaliacdo da
toxicidade do cianeto para as microalgas; e a terceira etapa foram os ensaios com a

manipueira em diferentes condig¢des.
3.1 ETAPA 1. ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO
3.1.1 Coleta de amostras do efluente

Neste trabalho as amostras liquidas foram coletadas nas lagoas de estabilizagcdo da
manipueira na empresa Podium Alimentos — Comercial Ltda. localidaza em Paranavai-PR. O
sistema de estabilizagdo do residuo ¢ formado por seis lagoas em série, das quais duas lagoas
funcionam como biodigestores, uma lagoa é facultativa, e as trés ultimas sdo lagoas aerobias
(Figura 5). As amostras foram coletadas a flor d’agua e em profundidade de 10 cm em
diferentes pontos das lagoas aerdbias em frascos de plastico de 500mL com headspace de

50%, as amostras foram conservadas sob refrigeracéo.

Figura 5. Disposi¢do das lagoas. 1,2: foram cobertas para funcionar como biodigestores; 3:
lagoa que esta funcionando como facultativa; 4, 5 e 6: lagoas aerobias (GOOGLE MAPS)
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3.1.2 Meios de cultivo inorganico

Os meios de cultivo selecionados para os isolamentos foram Blue Green Medium
(STANIER et al., 1971), Bold Basal Medium (BISCHOFF; BOLD, 1963), Volvox Medium e
Zarrouk Medium (SAG, 2008). Além dos meios classicos foi preparado meio com a propria

manipueira.

3.1.3 Isolamento em placas

Para ter acesso a maior diversidade possivel de microrganismos do local, foram
inoculadas as amostras coletadas em diferentes meios de cultura previamente preparados,
além de dilui¢des do proprio efluente com soft-agar a 1,2%. Posteriormente, as culturas foram
isoladas em placas pela técnica de esgotamento usando alga microbioldgica, as placas foram
mantidas em temperatura controlada de 25°C e fotoperiodo de 12 horas claro / 12 horas
escuro (Figura 6).

Apos a identificagdo de colonias bem formadas, foram feitas réplicas das coldnias
selecionadas, o repique foi feito em meio de cultivo do mesmo tipo. Apds essa etapa as
colonias foram sucessivamente isoladas por esgotamento em superficie, até aparéncia de
monocultura em placa e os repiques finais foram feitos em tubos com meio liquido para

escalonamento e avaliagdo do crescimento.

Figura 6. Processo para o isolamento de microalgas das lagoas de estabilizagcdo da
manipueira: a) Amostras coletadas nas lagoas de estabilizagdo; b) Dilui¢do em meio liquido
das amostras coletadas; c¢) Primeiros isolamentos em placas com crescimento de diversos
microrganismos; d) Incubagéo de placas com aparienca de monoculturas de microalgas
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3.1.4 Identificacio das cepas isoladas

As microalgas isoladas foram fotografadas e medidas através da observagdo em
microscopio Otico. A identificagdo morfoldgica foi feita seguindo chaves taxonomicas de
bibliografia especializada (BARSANTI; GUALTIERI, 2014; PRESCOTT; PRESCOTT,
1978)

3.1.5 Avaliacio do crescimento das microalgas isoladas em condicoes autotroficas

Foram utilizados os mesmos meios em que as microalgas foram isoladas (BG-11 e
BBM), o inéculo foi retirado das placas quando apresentavam colonias bem formadas e ndo
mostraram crescimento bacteriano, na sequéncia foram escalonados a volumes suficientes
para desenvolver os cultivos até 5000 mL. Foram utilizados frascos de vidro de 125, 500 e
5000 mL de volume total.

Para obtengdo de curvas de crescimento foram necessarias leituras de absorbancia a
640nm com espectrofotdmetro. As leituras dos valores de absorbancia foram efetuadas em
todas as amostras, sem qualquer preservagdo, imediatamente apds a retirada de uma aliquota
de cada amostra foram transferidas para a cubeta do espectrofotometro. O equipamento foi
calibrado com o “branco” representado pelo proprio meio de cultivo, sem o indculo algaceo.
Os calculos de peso seco foram feitos por filtragdo com membranas de fibra de vidro com
porosidade de 0,7um, sendo amostradas diariamente durante o periodo de avaliagdo de cada
experimento. Os experimentos foram conduzidos em estantes de fotoperiodo, conforme a
Figura 7, com temperatura controlada de 25°C, irradidncia de aproximadamente 2500 Lux em

fotoperiodo de 12 horas claro / 12 horas escuro.

V total =10 mL Vtotal =125 mL V total — 500 mL V total — 5000 mL
V iitil — 2 Sml V 1itil = 50 ml V iitil — 250 ml V iitil = 3000 ml

Figura 7. Escalonamento de cultivos em condigdes autotroficas.
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3.1.5.1 Curva padréio de crescimento para as linhagens de microalgas isoladas

Para este estudo foram feitas dilui¢Ges sucessivas de um volume fixo de massa celular
das microalgas isoladas das lagoas de estabilizagdo da manipueira, cultivadas em meio
sintético, concomitantemente a leitura em espectrofotometro a 640 nm. Foi tragada a curva-
padrdo absorbancia x biomassa (g.L"') e absorbancia x concentragdo celular (cél/mL.dia),
através das quais, com posterior regressdo linear, foram obtidas as equacdes de correlagéo.

Os experimentos com a microalga isolada Chlorella sp. apresentaram a seguinte
equagdo de absorbancia x biomassa: y = (1,0886x> + 0,4656x + 0,021) e R> = 0,995 ¢ a
equagdo para absorbancia x concentragdo celular: y = 1E+06x> + 635850x + 447,04 e R> =1
(Figura 8), onde x representa a absorbancia e y a concentrago celular.

Para o isolado de Monoraphidium sp. obteve-se a equagédo de absorbancia x biomassa:
y =-0,0101x> + 0,456x + 0,0092 ¢ R>= 0,995 e a equagdo para absorbancia x concentragio
celular: y = 311957x + 13383 e R? = 0,977 (Figura 9).Com a microalga isolada Scenedesmus
sp. obteve-se a equagdo de absorbancia x biomassa: y = 0,3279x* + 0,0577x + 0,0604 ¢ R?> =
0,993 e a equagdo para absorbancia x concentragio celular: y = 398288x> + 882197x + 9556,3
e R? =1 (Figura 10).

Para a microalga Golenkinia sp. obteve-se a equacdo de absorbancia x biomassa: y =
0,3475x% + 0,1674x + 0,0218 ¢ R?> = 0,986 ¢ a equagdo para absorbancia x concentragdo
celular: y = 145079x> + 567343x — 10524 ¢ R>= 1 (Figura 11).
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0.050 f‘ - 5.00E+04
0.000 0.00E+00
0.000 0.100 0.200 0.300 0.400 0.500
Absorbancia (640 nm)
y = 1.0886x% + 0.4656x + 0.021  y = 1E+06x2 + 635850x + 447.04
R?=0.995 R2=1
& Massa W N2 Célula

Figura 8. Curva padrdo determinada para Chlorella sp. Cultivada em meio BG-11 (Blue
Green Medium)
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Figura 9. Curva padrio determinada para Monoraphidium sp. Cultivada em meio BBM (Bold

Basal Medium)
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Figura 10. Curva padrao determinada para Scenedesmus sp. Cultivada em meio BBM (Bold
Basal Medium)
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Figura 11. Curva padréo determinada para Golenkinia sp. Cultivada em meio BG-11 (Blue
Green Medium)

3.2 ETAPA 2. DETERMINACAO DA ATIVIDADE AMILOLITICA E DA TOXICIDADE
DO CIANETO PARA AS MICROALGAS IDENTIFICADAS

3.2.1 Avaliacdo da toxicidade do cianeto para as microalgas

No processo de avaliacdo da toxicidade do cianeto presente na manipueira para as
microalgas, inicialmente foi utilizado meio sintético com adigdo de cianeto em diferentes
concentracdes para determinar a faixa de tolerdncia ao cianeto pelas microalgas.
Posteriormente foi avaliada a toxicidade usando como meio o proprio efluente (manipueira).

Os experimentos foram conduzidos com cada uma das microalgas isoladas, e solu¢des
de KCN com concentragdes de 0 — 200 ppm variando de 40 em 40 ppm em cada tubo. Para
cada tubo de ensaio foi inserida uma solugdo contendo KCN (solugdo estoque com
concentragdo de KCN igual a 1000ppm) e meio BBM para Monoraphidium sp. e Golenkinia
sp., € meio BG-11 para Chlorella sp. e Scenedesmus sp., e quantidade suficiente de indculo
para manter a concentrago inicial em 0,2 g.L-!, totalizando um volume final de 20 mL. O pH
foi ajustado a 10,3 de acordo com Gurbuz et al. (2009), com uma solugdo de 1M de NaOH,

por questdes de seguranga, mantendo o cianeto na forma CN". Foram realizadas duplicatas de
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cada concentragdo. O controle foi submetido as mesmas condi¢des fisicas de crescimento,
porém na auséncia de KCN.

Para melhor determinar o crescimento das microalgas em meio contendo cianeto, foi
utilizada espectrofotometria Otica para leitura de absorbancia com comprimento de onda de

640 nm para os ensaios com as diferentes linhagens de microalgas.

3.2.2 Digestao do amido pelas microalgas

A presenga de exoenzimas (amilases) nas microalgas pode indicar a efetividade do
cultivo das mesmas em residuos amildceos como ¢ a manipueira. Neste trabalho a produgéo
de enzimas amiloliticas foi avaliada pelo método do amido (0,2%) em meio s6lido. Em placas
de agar-amido foram feitos 4 pogos usando bastdo de vidro estéril de lcm de didmetro
aproximadamente, removendo o agar, depois foram inoculadas as microalgas
aproximadamente 0,5 mL de suspensdo em cada po¢o. O experimento foi conduzido em
temperatura controlada a 25°C durante trés dias.

Apos incubagdo foi colocada sobre o agar uma solugdo alcoolica de iodo a 2%. A
hidrélise do amido, onde ocorre, manifesta-se pela aparicdo de um halo claro ao redor de cada
pogo de crescimento, enquanto que o resto da placa cora-se de azul escuro. A atividade
amilolitica ¢ tanto maior quanto maior é a zona clara (MALDONADO; MORALES;
ROMERO, 2013; PUERTA, 2010)

3.3 ETAPA 3. ENSAIOS COM O RESIDUO LiQUIDO DO PROCESSAMENTO DA
MANDIOCA

3.3.1 Condigoes de cultivo

Para avaliacdo da viabilidade do uso de microalgas para o reaproveitamento da
manipueira assim como para diminui¢do da polui¢do que o residuo gera, foram feitos ensaios
com as microalgas isoladas nas lagoas de estabilizaggo e inoculadas no residuo sob diferentes
condigdes, visando identificar a faixa de tolerancia que cada microalga tem ao residuo.

Foi utilizado como meio de cultivo o residuo liquido do processamento da mandioca
em diferentes condi¢des: manipueira bruta, coletada a saida das centrifugas, antes de ir para
tratamento de efluentes, e manipueira digerida coletada na saida do biodigestor instalado na

empresa Podium Alimentos (Figura 12).
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Figura 12. a) Efluente de manipueira bruta (coletada antes do biodigestor a saida da
centrifuga); b) Efluente de manipueira digerida (coletada na saida do biodigestor anaerdbio)

3.3.1.1 Manipueira bruta como meio de cultura

Para determinar a faixa de tolerancia das microalgas ao efluente, os cultivos foram
conduzidos com manipueira bruta esterilizada e com a manipueira sem esterilizar como forma
de estudo para reproduzir as condi¢des reais de cultivo. Os cultivos foram feitos variando as
concentragdes de 0 -100 % de manipueira diluida em agua, além de um controle preparado
com meio sintético e com indculo para cada condi¢do de 0,2 g.L-'. Cabe ressaltar que em
algumas dessas situagdes a cinética de crescimento nio foi estudada, ja que os estudos ndo

apontaram um bom desenvolvimento das culturas.
3.3.1.2 Efluente de manipueira digerida como meio de cultura

Neste caso, o meio de cultivo foi o efluente tratado anaerobicamente, obtido na saida do
biodigestor instalado na empresa Podium Alimentos PR. Nos experimentos foram seguidas as
mesmas bases do experimento anterior, em concentragdes de 0- 100 % do efluente, diluido em
agua e inoculados na concentragdo de 0,2 g.L-! para cada linhagem de microalga (Chlorella
sp., Scenedesmus sp., Golenkinia sp. ¢ Monoraphidium sp.) em cada concentra¢do. O cultivo
de controle foi com meio sintético, sendo o meio em que cada uma das microalgas foram

isoladas.
3.3.1.3 Parametros do cultivo

Os experimentos em laboratorio foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 125 mL,
com um volume 1til de 70 mL com indculo de 0,2 g.L-!. O sistema de cultivo foi em ambiente

com temperatura controlada a 25°C, fotoperiodo de 12 horas claro/ 12 horas escuro. Todas as
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condigdes foram avaliadas por triplicata, os frascos utilizados nos cultivos foram vedados com
algoddo, recobertos com papel para a esterilizagdo em autoclave a 121°C por 15 minutos, e

levados a estufa para secagem completa antes da adigdo de meio.
3.3.1.4 Determinagdo do crescimento das microalgas

Inicialmente diferentes concentragdes de manipueira bruta (10%, 20%, 30% 40%,
50%, 60%, 70%, 80% 90% e 100%), e manipueira digerida em concentragdes de (20%, 40%,
60%, 80% e 100%), v/v (manipueira/agua), foram adotadas com o objetivo de verificar em
que condigdo o crescimento algal teria melhor resultado como alternativa para um eventual
tratamento e destinac¢do deste residuo.

As amostras foram avaliadas por contagem celular em cadmara de Fuchs-Rosenthal em
microscopio Otico, sendo amostradas a cada trés dias, durante um periodo de dez dias. A
espécie cultivada e sua produtividade, velocidade especifica de crescimento e biomassa nas

diferentes condigdes propostas foram determinadas e comparadas.
3.3.2 Determinaciio dos parametros fisico-quimicos da manipueira

A manipueira foi gentilmente cedida pela empresa Podium Alimentos — Comercial
Agricola Anhumai Ltda localizada em Paranavai-PR e armazenada em frascos de plastico de
5L, estocados em freezer (-10°C), para uma melhor conservagdo de sua composi¢do quimica.
A caracterizago fisico-quimica do residuo foi feita quanto aos parametros de DBO, DQO,
carbono organico total, nitrogénio, fosforo e sdlidos suspensos totais e solidos suspensos
volateis, todos os testes baseados no Standard Methods for the Examination of Water and

Wastewater (2005). O pH foi medido através de leitura direta da amostra em pHmetro digital.

3.32.1 DBO

A determinagdo da DBO neste trabalho foi feita com dilui¢des para a manipueira bruta
de 100 vezes, e para a manipueira digerida de 10 vezes com agua de dilui¢do previamente
preparada com solugdo tampéo de fosfato e solugdes de sulfato de magnésio, cloreto de calcio
e cloreto férrico em concentragdes de 1mL.L"! para cada solugdo. As diluigdes com as
amostras e um branco, sendo somente agua de diluigdo, foram transferidas para frascos de

DBO enchendo-os até transbordar. Apos 15 minutos foi determinada a concentragdo de
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Oxigénio Dissolvido inicial (ODi),com sensor de OD marca LUTRON modelo DO-5519 e
incubadas por 5 dias a 20 °C. Durante esse periodo ocorre a redugfo da concentragdo de OD
na agua, consumido por microrganismos aerobios nas rea¢des bioquimicas de decomposigio
de compostos organicos biodegradaveis (APHA, 1999). Apods o periodo de incubagdo foi
determinada a concentrag@o de Oxigénio Dissolvido final (ODf), para cada amostra incubada

usando a equagéo 1.

m ODi— ODf)xV
DBO., Tg _ ’ b
Q)
Onde:
ODi = Concentracdo de oxigénio dissolvido inicial
ODf = Concentragdo de oxigénio dissolvido final
V = Volume do frasco de DBO

T = mL tomados da amostra para a dilui¢do
3.3.2.2 DQO

O conteiido de matéria organica foi oxidado usando um agente quimico forte
(K2Cr207) em meio acido (H2SO4) usando um catalisador (AgSO4) para facilitar a oxidagéo
de alguns tipos de compostos organicos. A determinagdo de DQO foi conduzida pelo método
colorimétrico de refluxo fechado. Em tubos de borossilicato de 15 mL com tampa, foram
colocados 2 mL de amostra previamente diluida 100 vezes para manipueira bruta e sem
diluicdo para a manipueira digerida, e adicionados 3 mL de solugdo de acido sulfurico
(H2S04) + sulfato de prata (AgSOa4) e 1 mL de solugdo de dicromato de potassio (K2Cr207)
preparado com sulfato de mercurio (HgSOs). Os tubos foram fechados e agitados
vigorosamente, ¢ colocados num termoreaktor marca MERCK modelo tr 300 a 140 °C
durante 2 horas. Apoés da digestdo foi medida a absorbancia de cada tubo em
espectrofotdmetro a 600 nm. Com o valor da absorbancia, e a curva de calibragdo

previamente obtida, foi calculada a DQO (mg.L")(Equagdo 2).

mg

DQO(L

) = (AbSgoonm X 3204,5135)- 5,884 47 2)

Onde:
Abs 600: Absorbancia da amostra medida a 600 nm.
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3.3.2.3 Nitrato (NO3")

A determinagdo de nitrato NOs3™ foi feita por colorimetria, segundo o método de Acido
Salicilico descrito por Cataldo et al. (1975). Primeiramente foi feita uma curva padrdo com
uma solugio estoque de concentragdo conhecida de NO*. Para a determinagio de nitrato nas
amostras de manipueira, foram pipetados em tubos de ensaio 0,2 mL de amostra e misturados
com 0,8 mL de solugéo ao 5% (m/v) de acido salicilico (AS) e acido sulfurico concentrado
(H2SO4). Nessas condigdes, o nitrato ¢ reduzido a amonia. Apos 20 minutos a temperatura
ambiente foram adicionados 19 mL de hidroxido de sédio (NaOH) 2N, para elevar o pH
acima de 12.

As amostras foram esfriadas a temperatura ambiente, e a determina¢do de NOs3 foi
feita por absorbancia em espectrofotometro no comprimento de onda de 410 nm. A

concentragdo foi calculada comparando as leituras com a curva padrao.
3.3.2.4 Amonio (NH4")

A concentragdo de amonio NH4" presente no residuo foi determinada pelo método do
fenol (KOROLEFF, 1976). A metodologia baseia-se na reagdo do NH3 em solugéo alcalina
contendo fenol, a qual produz uma cor azul na presenca de um agente oxidante como o
hipoclorito (Figura 13).

A metodologia consiste em colocar em tubos de ensaio 10 mL de amostra e adicionar
0,4 mL de solugdo de fenol, 0,4 mL de nitroferriciancto ¢ 1mL da solugdo oxidante
previamente preparadas. Os tubos foram homogeneizados e deixados em repouso durante trés
horas na escuriddo em temperatura ambiente. Apds o periodo de incubagdo foram feitas
leituras de absorbancia a 630 nm em espectrofotdmetro.

Para os célculos de NH4" (mg.L'"), previamente foi tragada uma curva padrdo. A
concentragdo foi calculada comparando as leituras de absorbancia da amostra com a curva

padréo.
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Figura 13. Determinag@o de aménia pelo método do fenol (KOROLEFF, 1976)

3.3.2.5 Solidos suspensos totais (SST)

Para a determinagdo de solidos totais foram usados filtros de fibra de vidro de 47mm
de diametro com porosidade de 0,2pm os quais foram secados em estufa a 105°C por 2 horas
e esfriados até temperatura ambiente num dessecador e pesados imediatamente. Aliquotas
homogeneizadas de volume conhecido de amostra foram filtradas a vacuo e colocadas em
estufa a 105 °C por 2 horas, esfriadas e pesadas novamente até peso constante. Os calculos

para determinagdo de SST foram feitos como indicado na equagio 3.

mg) _ (P, — P1)x1000

SST, ( . -

(3)
Onde:

SST= Sélidos suspensos totais (mg.L!)

P2=Peso do filtro mais o residuo apos da secagem a 105°C (mg)

P1= Peso do filtro seco (sem amostra)

V= Volume de amostra filtrado (mL)
3.3.2.6 Solidos suspensos volateis (SSV)

Para determinagdo de sélidos volateis foram usados filtros de fibra de vidro e filtradas
amostras de volume conhecido de manipueira. Em seguida, foram colocados em mufla a

5504+50°C durante 1 hora, esfriados em dessecador até temperatura ambiente e pesados.

4)

ng 29) = ssT- ssF (5)
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Onde:

SSF= Solidos suspensos fixos (mg.L")

SSV= Sélidos suspensos volateis (mg.L")

SST= Sélidos suspensos totais (mg.L!)

P3= Peso do filtro mais o residuo calcinado a 550°C (mg)
P1= Peso do filtro seco (sem amostra)

V= Volume de amostra filtrado (mL)
3.3.2.7 Carbono orgénico total

As concentracdes de carbono orgéanico total foram determinadas conforme a
metodologia descrita por Kiehl (1985), em que se divide o valor obtido na analise da
concentragdo de solidos volateis por 1,724 (fator de Waskman), constituindo uma estimativa

da concentra¢do do carbono orgénico total na amostra.
3.3.2.8 Determinagéo e corre¢do de pH

A determinagéo do pH do residuo foi realizada através de leitura direta na amostra em
pHmetro digital (da marca Hanna, HI9321). O pH da manipueira ¢ de aproximadamente 4,4
dependendo da origem do residuo. Para este estudo, ndo houve a corre¢do de pH a fim de

analisar a resisténcia das microalgas ao meio utilizado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ETAPA 1. ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO

4.1.1 Identificacido de microalgas isoladas das lagoas de estabilizacdo da manipueira na

empresa Podium Alimentos

Nas lagoas de estabilizagdo do residuo liquido do processamento da mandioca na
indtstria farinheira Podium Alimentos Ltda. localizada em Paranavai-PR observou-se a
presenca de microalgas. Ao final do processo de isolamento, conseguiu-se isolar e manter em
condigdes de laboratério quatro cepas de microalgas. Todas cresceram em meio sélido e

liquido, nos meios BBM e BG-11 (Figura 14).

Figura 14. Aspecto das monoculturas em placas.

A caracterizagdo morfologica das cepas de microalgas isoladas foi feita com
microscopio otico. Todas as microalgas foram fotografadas e medidas, até as possibilidades
que o equipamento permite, para facilitar a sua identificagéo.

Embora nas amostras em frasco fossem observadas pelo menos seis microalgas
aparentemente diferentes, s6 se conseguiu isolar em meio sélido culturas unialgais dos

géneros Chlorella sp., Monoraphidium sp., Scenedesmus sp. e Golenkinia sp.(Figura 15).
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Figura 15. Micrografias (40x). a) Chlorella sp.; b) Monoraphidium sp.; ¢) Scenedesmus sp.; d)
Golenkinia sp.

A identifica¢do foi feita seguindo chaves taxonomicas propostas por Bicudo et al.
(2006), descritas a seguir.

Chlorella Beijerinck 1890 (Figura 15-a). Individuos sempre solitarios e de vida livre.
A célula é, em geral, esférica, elipsoidal ou ovoide, mas também pode ser reniforme ou um
pouco assimétrica. A parede celular é bem distinta, porém, delgada. O cloroplastidio € tinico
na maioria das vezes, raramente ocorrem dois. Quando tnico, tem a forma de taca e quando
em nimero de dois cada um tem a forma de uma calota rasa e aberta. Pirenoide nem sempre
presente.

Os representantes deste género sdo habitantes principalmente do plancton de sistemas
de aguas paradas ou quase, dos tipos lagos e reservatorios, mas também podem ser coletados
do solo, de ambientes subaéreos, do interior de protozoarios ciliados e de outros componentes
da microfauna (BICUDO; MENEZES, 2006).

Monoraphidium Komarkova-Legnerova 1969 (Figura 15-b). Células em geral
solitarias, raramente reunidas por curto intervalo de tempo em pares ou tétrades resultantes do
processo de reprodugdo. As células sdo mais ou menos fusiformes, as vezes cilindricas, varias
a muitas vezes mais longas que o proprio diametro, podendo ser tanto retas quanto encurvadas
ou até sigmoides. Quando a célula afila gradualmente para as extremidades, os polos sio
agudos e quando o faz repentinamente, os polos podem ser mais ou menos arredondados. O
unico cloroplastidio € parietal, localiza-se lateralmente na célula e tem a forma de uma lamina
que reveste internamente toda a parede celular. Com a idade, este plastidio se afasta dos polos

e da regido mediana da célula. Mesmo nas células jovens, existe uma reentrancia lateral
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mediana do plastidio, em que se aloja o nucleo da célula. Em algumas espécies ocorre um
pirenoide situado mais ou menos na parte central da célula.

O género ¢ dos mais cosmopolitas entre as clorococales. Inclui atualmente 21 espécies
que ja foram coletadas do plancton e do metafiton de ambientes oligo a mesotréficos de quase
todo o mundo, principalmente Austria, Cuba, Dinamarca, Egito, [ndia, Inglaterra, Iugoslavia,
Noruega, Republica da Eslovaquia, Republica Tcheca, Suécia e Ucrania. E quase impossivel
realizar uma coleta de material do plancton que ndo contenha exemplares de Monoraphidium
(BICUDO; MENEZES, 2006).

Scenedesmus Meyen 1829 (Figura 15-c). Individuos coloniais que vivem flutuando na
agua. A colonia sempre plana é formada, em geral, por 2, 4, 8, 16 ou, mais raramente, 32
células dispostas lado a lado, com seus eixos mais longos paralelos entre si. Mais comum é a
disposi¢do em linha das células que ora se dispdem, exatamente, uma ao lado da outra numa
sO série, ora em duas séries gragas a alternancia das células que se postam, sucessivamente,
uma mais para cima e a outra mais para baixo. Também existem, entretanto, colonias
formadas por duas séries superpostas de células que lhes conferem a aparéncia de um disco.
As células podem ser elipsoides, ovoides, fusiformes ou lunadas e podem ser todas iguais no
mesmo cendbio ou as extremas serem de uma forma e as internas de outra. A parede celular é
lisa na maioria das espécies, mas também pode ser ornada com diminutas verrugas ou ter uma
crista mediana bastante evidente. Em muitas espécies ocorrem espinhos de comprimentos
variados nos polos so6 das células extremas da colonia, as vezes também na face livre das
mesmas células extremas e, outras vezes, também em um ou em ambos os polos das células
internas da coldnia. O cloroplastidio é tinico por célula, localiza-se parietalmente e preenche
toda a superficie interna da célula. Ha sempre um pirendide mais ou menos central em cada
célula.

Scenedesmus €, sem divida, o mais comum e cosmopolita dos géneros de algas
verdes. Seus individuos sdo extremamente comuns em qualquer coleta de agua que se faca,
seja ela oligo, meso ou eutrofica, mas, principalmente, desta ultima. Além disso, sdo dos
primeiros a colonizar um ambiente. Por isso, qualquer chafariz ou tanque de agua de jardim
publico apresenta mais de uma espécie deste género e sempre um vasto nimero de
exemplares que demonstra a variagdo morfologica dentro de cada espécie (BICUDO;
MENEZES, 2006).

Golenkinia Chodat 1894 (Figura 15-d). Individuos unicelulares e geralmente
isolados, cuja célula € esférica e revestida por um grande nimero de espinhos longos e

delicados que afilam gradualmente para a extremidade livre. Raramente, os individuos-filhos
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mantém-se juntos pelos espinhos que se emaranham uns nos outros, formando o que a
literatura chama de falsas colonias. Existe uma ténue camada de mucilagem envolvendo a
base dos espinhos. O cloroplastidio ¢ tnico por célula, do tipo urceolado e possui um
pirenoide mais ou menos reniforme (BICUDO; MENEZES, 2006).

Alguns dos géneros identificados nas lagoas de estabilizagdo concordam com os
reportados em aguas residuais industriais, agricolas e domésticas de acordo com diversos

autores (TORRES; CASSINI; GONCALVES, 2014).

4.1.2 Cultivos unialgais isolados nas lagoas de estabilizacio da manipueira em meio

sintético

Foi realizado previamente um experimento de cultivo para cada isolado em meio
sintético com aeragdo sob condig¢bes laboratoriais para se obter a curva de crescimento e
assim identificar o periodo de produgdo méaxima das microalgas. Para melhor comparar o
crescimento entre os quatro isolados, os indculos iniciais foram de 0,2 g.L-' para todas as
microalgas (Chlorella sp., Monoraphidium sp., Scenedesmus sp., e Golenkinia sp.). Conforme
a cinética de crescimento (Figura 16) observou-se que todas as microalgas cresceram em
cultivos autotréficos (meio BBM e BG-11). Os resultados mostram uma positiva relagdo
linear entre o peso seco, densidade celular e a absorbancia, apresentando um bom coeficiente
de correlagdo (R?). Sendo assim, estas curvas foram utilizadas de modo a fornecer estimativa
rapida sobre a concentragdo de indculo e ajuste para os experimentos.

O cultivo de Monoraphidium sp. apresentou uma velocidade especifica de crescimento
(ux) de 0,055 dia’!, com uma concentragio celular 4,05E+04 cél.mL'.dia”! considerando os
30 dias de cultivo. O cultivo de Scenedesmus sp. apresentou uma produtividade celular no
valor de 2,09E+05 cél.mL'.dia”!, e uma velocidade especifica de crescimento de 0,102 dia™.
Analisando a curva de crescimento da Monoraphidium sp., verifica-se que no 10° dia de
cultivo comega a fase exponencial, porém, ndo é atingida a fase estacionaria. As células de
Scenedesmus sp. apenas atingiram o seu maximo de produtividade celular ao fim de 28 dias
de cultivo, o que significa que a partir deste ponto, as células diminuiram sua velocidade para
se multiplicar, no entanto elas continuaram a crescer, verificando-se assim um crescimento
gradual, tanto em quantidade de células como em massa.

A microalga Chlorella sp. apresentou uma taxa especifica de crescimento de 0,03dia’!,

com uma produtividade celular de 3,29E+04 c¢él.mL-'.dia"!, enquanto Golenkinia sp.
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apresentou uma produtividade celular no valor de 4,18E+04 cél.mL-'.dia’!, ¢ uma taxa
especifica de crescimento de 0,03 dia’'. Para estas duas linhagens obtiveram-se concentragdes
menores que as alcangadas com as linhagens de Monoraphidium sp. e Scenedesmus sp., no
entanto, como observado na curva de crescimento, a fase exponencial comegou apds o 12° dia
de cultivo e ndo for atingida a fase estacionaria, porém, reduziu-se a velocidade de
multiplicacdo das células.

Prabakaran e Ravindran (2012) reportaram uma concentragdo em biomassa seca de
0,38 g.L'! ao fim de 18 dias de cultivo fotoautotréfico da microalga Scenedesmus sp., em
frasco de 2 L, com meio BBM, a 24 °C e com inje¢do de ar. No estudo presente, a mesma
microalga apresentou uma concentragio de cerca de 0,814 g.L"! em biomassa, ap6s 18 dias de
cultivo. Ou seja, conseguiu-se cerca do dobro da concentragdo, o que demonstra que as
condi¢des de cultivo utilizadas neste estudo, foram melhores para o desenvolvimento da
biomassa de Scenedesmus sp.

Morais (2014) reportou uma taxa especifica de crescimento para a microalga
Monoraphidium sp. de 0,306 dia™' considerando 21 dias de cultivo, enquanto que o cultivo de
Scenedesmus sp. apresentou uma taxa especifica de crescimento de 0,142 dia *!. A autora
reporta produtividades maiores que as obtidas neste estudo.

Considerando que microalgas do género Chlorella sp. sdo muito estudadas devido a
sua resisténcia as condigdes de cultivo, a linhagem descrita neste trabalho néo teve um bom
desenvolvimento, inclusive nos cultivos em condi¢des de laboratério. Como observado na

curva, foi a que apresentou menor produtividade.

Crescimento em meio sintético das microalgas isoladas nas
lagoas de estabilizagdo da manipueira
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Figura 16. Cinética de crescimento em condigdes autotroficas das linhagens de microalgas isoladas.
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4.2 ETAPA 2. DETERMINACAO DA ATIVIDADE AMILOLITICA E DA TOXICIDADE
DO CIANETO PARA AS MICROALGAS IDENTIFICADAS

4.2.1 Toxicidade do cianeto para as linhagens de microalgas isoladas
4.2.1.1 Ensaios de toxicidade com a microalga Golenkinia sp.

A Figura 17 ilustra o crescimento celular da microalga identificada como Golenkinia
sp. durante um periodo de dez dias. Nela pode-se notar que houve crescimento celular apenas
no controle e na concentragdo de 40ppm de KCN, ja na concentragdo de 80 ppm foi inibido o
crescimento. Na absorbancia das amostras com alto teor de cianeto, acima de 120 ppm, foi
possivel observar decréscimo nas leituras devido a morte celular. Observou-se na curva de
crescimento que no meio contendo 40 ppm de KCN néo teve diferenga quando comparada

com o crescimento em meio sintético.

Crescimento celular da microalga Golenkinia sp. em concentragoes de
0-200 ppm de KCN
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Figura 17. Crescimento celular da microalga de Golenkinia sp. durante um periodo de 10 dias
em concentragdes de 0 - 200 ppm de ken.
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4.2.1.2 Ensaios de toxicidade com a microalga Chlorella sp.

A Figura 18 ilustra o crescimento celular da microalga identificada como Chlorella sp.
durante um periodo de 10 dias. Nela pode-se notar que houve crescimento celular em
concentra¢des de até 120 ppm. Além do decréscimo na absorbancia nas amostras com alto
teor de cianeto, foi possivel observar a morte celular devido a perda da coloragido esverdeada
presente em cultivos saudaveis e ausente em cultivos com algum problema. A Figura 19 a
Figura 20 mostram a mudanga de coloragdo devido a morte celular em um periodo de 10
dias. Os experimentos conduzidos em concentra¢des de 40 e 80 ppm de KCN no meio, como
observado na curva, apresentaram uma fase de adaptacgio, e a partir do quarto dia de cultivo
alcangaram uma velocidade especifica de crescimento de 0,031 dia! e 0,026 dia!
respectivamente.

Gurbuz et al. (2004) relataram que Chlorella sp. tem a capacidade de detoxificar
cianeto em meios contendo 50 mg/L deste composto. O fato de ter a capacidade de crescer
em meios contendo cianeto e ter a capacidade de degradar o composto faz com que esta
microalga seja objeto de estudo para tratamento de residuos tal como a manipueira, residuo

que na sua composi¢éo apresenta um elevado teor de compostos cianogénios.

Crescimento celular da microalga Chlorella sp. em concentragées
de 0-200 ppm de KCN
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Figura 18. Crescimento celular da microalga Chlorella sp. durante um periodo de 10 dias em
concentragdes de 0 - 200 ppm de ken.
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Figura 20. Chlorella sp. cultivada em concentragdes de 0 — 200 ppm de KCN (dia 10)

4.2.1.3 Ensaios de toxicidade com a microalga Monoraphidium sp.

A Figura 21 ilustra o crescimento celular de Monoraphidium sp. durante um periodo
de 10 dias. Nela pode-se notar que houve crescimento celular em todas as concentragdes de
cianeto estudadas (Figura 22). Comparando-se com o cultivo em meio BBM sem adigdo de
KCN, como observado nas curvas, os meios contendo cianeto apresentaram uma fase de
adaptagio, sendo que a partir do quarto dia de cultivo alcangaram a fase exponencial. O fato
de ter uma resisténcia maior ao cianeto faz com que esta seja uma microalga viavel para

tratamentos de residuos.
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Crescimento celular da microalga Monoraphidium sp. em
concentragées de 0 - 200 ppm de KCN
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Figura 21. Crescimento celular da microalga de Monoraphidium sp. durante um periodo de
10 dias em concentragdes de 0 - 200 ppm de KCN

Figura 22. Monoraphidium sp. cultivada em concentragdes de 0 — 200 ppm de KCN (dia 10)

4.2.1.4 Ensaios de toxicidade com a microalga Scenedesmus sp.

A Figura 23 ilustra os resultados obtidos num periodo de dez dias de cultivo, onde se
observa crescimento celular apenas no controle. Em meios contendo cianeto, as microalgas
ndo apresentaram morte celular no periodo avaliado (Figura 24), porém foi inibido o
crescimento.

Trabalhos anteriores reportaram microalgas do género Scenedesmus sp. com
capacidade para degradar compostos cianogénicos na faixa de 10 — 50 ppm (GURBUZ et al.,

2004; PATIL, 2012). Como observado nas curvas, a espécie estudada neste trabalho ndo
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demostrou resisténcia ao meio contendo cianeto na faixa de concentragdo e no periodo

avaliado.
Crescimento celular da microalga Scenedesmus sp. em
concentragoes de 0 - 200 ppm de KCN
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Figura 23. Crescimento celular da microalga Scenedesmus sp. durante um periodo de 10 dias
em concentra¢des de 0 - 200 ppm de KCN
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Figura 24. Microalga Scenedesmus sp. cultivada em concentragdes de 0 — 200 ppm de KCN (dia 10)

A partir dos resultados obtidos nos ensaios realizados, ¢ possivel concluir que o
cianeto ¢ toleravel pelas quatro espécies de microalgas em determinadas concentragdes para

cada linhagem avaliada. A microalga Golenkinia sp. suporta concentracdes de até 40 ppm
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com uma velocidade especifica de crescimento maior que a observada no meio sem adi¢do de
KCN. Para Chlorella sp. a concentragdo de 80 ppm é a maxima suportada por esta microalga.
Monoraphidium sp conseguiu se desenvolver em concentragdes de até 200 ppm. A microalga
Scenedesmus sp. ndo mostrou crescimento em nenhuma das concentragdes de KCN avaliadas.
Os calculos de velocidades de crescimento para as microalgas estudadas sdo comparados na
Tabela 8. Destacam-se as microalgas Chlorella sp. e Golenkinia sp., as quais apresentaram as

maiores velocidades de crescimento na concentragéo de 40ppm de KCN no meio.

Tabela 8. Velocidade especifica de crescimento dos isolados cultivados em diferentes
concentracdes de cianeto (dia™!)

Microalga Concentragdo de KCN (ppm)
0 40 80 120 160 200
Chlorella sp. 0,102 0,048 0,039 -0,008 -0,084 -0,069
Monoraphidium sp. 0,045 0,032 0,021 0,023 0,022 0,021
Scenedesmus sp. 0,056 0,0004 -0,002 -0,012 -0,017 -0,014
Golenkinia sp. 0,044 0,050 -0,002 -0,059 -0,070 -0,070

O meio sintético utilizado para simular o residuo (manipueira) também ¢ um fator que
pode gerar resultados que divergem da realidade, portanto experimentos especificos devem
ser conduzidos, utilizando a manipueira como meio de cultivo. Portanto, é de interesse deste

estudo realizar ensaios com a manipueira como substrato.

4.2.2 Digestao do amido pelas microalgas isoladas

A presenga da enzima amilase foi estudada em todas as cepas de microalgas isoladas,
as quais apresentaram capacidade mixotrofica para usar compostos organicos, tal como o
amido, como substrato para a assimilagdo de glucose. A microalga Golenkinia sp. foi a que
apresentou maior halo claro de 1,8+0,1 cm, enquanto as linhagens de Monoraphidium sp. e
Scenedesmus sp. apresentaram um halo de 1,3£0,1 cm. A microalga que apresentou menor
atividade amilolitica foi a Chlorella sp., revelando um halo de 1,1+0,1 cm (Figura 25).

Os testes para detecgdo de amilase nas microalgas em cultivos com meio sélido néo
mostraram presenca de crescimento de bactérias, pelo que se determinou que a atividade
expressa da enzima (amilase) foi pela atividade intrinseca de cada microalga. A presenga de

amilases nestas microalgas isoladas de aguas residuais com elevado teor de amido é de grande
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importancia para o desenho de indculos produtores de enzimas hidroliticas que possam ajudar

no processo de remocao de matéria organica.

Figura 25. Produgdo de amilase em meio solido (amido 0,2%) em microalgas a) Chlorella sp.
b) Monoraphidium sp. c) Golenkinia sp. d) Scenedesmus sp.

Puerta (2010) identificou a presenga de amilase em microalgas isoladas de lagoas de
estabiliza¢do de uma planta extratora de dleo de palma, sendo Chlorella sp. e Scenedesmus sp.
alguns dos géneros isolados. O tamanho do halo reportado pelo autor para a microalga
Chlorella sp. foi de 6,29+0,16 cm e para a microalga Scenedesmus sp. foi de 3,18+1,42 cm.
Ou seja, atividade maior que a observada neste estudo.

Maldonado et al. (2013) avaliaram a produtividade de amilase com a microalga
Chlorella emerssonii, porém, em presenga de substratos amilaceos. Os autores reportaram a
maior atividade com um halo claro de 2,167cm. Quando comparado com a literatura, o
presente estudo determinou uma atividade amilolitica baixa em relagdo a obtida por outros
pesquisadores, principalmente com a microalga Chlorella sp., que neste estudo foi a que
apresentou menor atividade.

Cabe mencionar que os experimentos para determinacdo de atividade amilolitica
foram conduzidos com as microalgas cultivadas em meio sintético. Estima-se que o cultivo
em meios com presenga de amido pode induzi-las a gerar uma atividade enzimatica ainda

maior.
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4.3 ETAPA 3. ENSAIOS COM O RES{DUO LIQUIDO DO PROCESSAMENTO DA
MANDIOCA (MANIPUEIRA)

4.3.1 Manipueira como meio de cultivo

Foram selecionadas as microalgas Chlorella sp., Monoraphidium sp., Scenedesmus sp.
e Golenkinia sp. isoladas previamente das lagoas de estabilizagdo da manipueira, as quais
mostraram atividade amilolitica e resisténcia a determinadas concentragdes de cianeto. O
presente estudo visou avaliar as concentra¢des de manipueira suportadas pelas microalgas
usando manipueira bruta coletada antes da entrada nas lagoas de estabilizagfo, e manipueira
digerida anaerobicamente coletada na saida do biodigestor instalado na empresa Podium
Alimentos. Os experimentos foram conduzidos sob concentragdes de 0 - 100% do residuo
diluido em 4gua e inoculados com concentragdes de biomassa de 0,2 g.L-! para cada linhagem
de microalga.

A composigdo fisico-quimica da manipueira bruta e digerida é apresentada na Tabela
9. A avaliagdo quimica do residuo foi conduzida em fungdo das analises realizados no

laboratdrio do PPGBiotec da Universidade Federal do Parana.

Tabela 9. Composig¢do fisico-quimica da manipueira.

Parimetros Unidade Manipueira Bruta  Manipueira Digerida

DBO mg O/L 24.400 nc

DQO mg Oy/L 15.817,41 235,46

pH - 6,0£0.5 7.5-0.5

NOs mg/L 15,07 0,6

NH4* mg/L 8.7 129.5

Sélidos suspensos totais mg/L 2.590 <0,05

Sélidos volateis mg/L 2.560 <0,05

Carbono orginico mg/L 1.488.7 <0,05

Fonte: A autora; “nc”- ndo calculado
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Colin et al (2007) também afirmam que as caracteristicas fisico-quimicas da
manipueira variam dependendo da forma de processamento das raizes, principalmente em
relagdo a matéria organica e potencial toxico. Outro fator que influencia nas caracteristicas da
manipueira ¢ a jungdo deste efluente com a adgua de lavagem das raizes, que ¢ originaria dos
lavadores e descascadores de mandioca e carrega em suspensdo a terra e as cascas que podem
ser separadas por decantagéo e peneiramento (WOSIACKI; CEREDA, 2002).

Por este motivo, a caracterizagdo da manipueira deve ser feita para cada estoque de

residuo coletado, pudendo ter varia¢des entre um e outro, mesmo sendo da mesma fecularia.

4.3.2 Sobrevivéncia das microalgas isoladas usando manipueira bruta como meio de

cultura

Nos experimentos conduzidos com a manipueira, visou-se identificar a capacidade de
sobrevivéncia de cada um dos isolados. Foram avaliadas duas condi¢des: manipueira estéril,
avaliando-se condigdes de laboratdrio, e manipueira bruta sem esterilizar, visando reproduzir
as condigdes reais do cultivo quando objetiva-se o uso de microalgas como tratamento para
aguas residuais numa escala industrial. Avaliaram-se os experimentos por contagem de
células, amostradas a cada trés dias durante o cultivo.

Cada uma das linhagens de microalgas isoladas foi inoculada em concentragdes de
manipueira de 0—100%, e comparadas usando um meio sintético de controle identificado
como 0%. Nos experimentos conduzidos com manipueira bruta nfo esterilizada, todas as
microalgas apresentaram maior crescimento no meio sintético, porém, suportaram
concentragdes de 10, 20 e 30 % de residuo. Na Figura 26 mostra-se o crescimento das
microalgas em concentragdes de 0-30% ja que os estudos em concentragdes maiores nao
apontaram um bom desenvolvimento das culturas (Figura 28, Figura 29 e Figura 30).

Para a microalga Monoraphidium sp., a maxima concentragéo celular foi de 8,13E+03
cél.mL!.dia”!, em meio sintético, e de 6,02E+03 cél.mL'.dia"'na concentragdo 10% (10%
manipueira + 80% agua + indculo), ja na concentracdo de 20% e 30% de manipueira
observou-se morte celular como observado na Figura 26-a.

Nos ensaios com a microalga Chlorella sp., ndo se observou diminui¢do na
concentragdo celular nas concentragdes de 10 e 20% de manipueira, porém, houve baixa
produtividade em relagdo ao meio sintético. Para a concentragdo de 10% a velocidade
especifica de crescimento nos primeiros quatro dias de cultivo foi de 1,53E-01 dia”!, que

apresentou um aumento a partir do sexto dia de cultivo alcangando uma velocidade especifica
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de 8,04E-02 dia!. Em concentragdes de 20% de residuo no meio, ocorreu morte celular nos
primeiros quatro dias de cultivo, porém, a microalga conseguiu se adaptar, alcangando uma
velocidade especifica de crescimento de 4,58E-02 dia! a partir do sexto dia de cultivo.
Concentragdes maiores ndo tiveram um bom desenvolvimento de cultivo (Figura 26-b).

Scenedesmus sp. e Golenkinia sp. suportaram concentragdes de 10 e 20% de
manipueira bruta ndo esterilizada, ndo sendo identificado decréscimo na densidade celular,
porém, ndo apresentaram crescimento. Ainda que o residuo ndo tenha ocasionado morte
celular, a mudanga de meio pode ter causado choque nas culturas inibindo o crescimento
(Figura26-c; Figura 26-d).

Na pode-se observar uma comparagéo entre as velocidades de crescimento para cada
uma das linhagens estudadas. Pode-se observar a velocidade especifica inicial, calculada nos
primeiros quatro dias de cultivo, e a velocidade especifica final apds o sexto dia de cultivo. As
velocidades foram determinadas como inicial e final uma vez que foi observada uma fase de
adaptacdo. Destaca-se a concentra¢do de 10%, em que as microalgas Chlorella sp.,
Monoraphidium sp. e Golenkinia sp. conseguiram se adaptar e desenvolver. Para a
concentracdo de 20 % a microalga Chlorella sp. foi a que teve maior velocidade especifica de
crescimento final.

Tabela 10. Comparagdo da velocidade especifica de crescimento inicial e velocidade
especifica de crescimento final, das quatro linhagens estudadas em manipueira bruta nio
estéril (dia™!).

Concentragdo de manipueira bruta no meio de cultivo (%)
Microalga 0% 10% 20% 30%
Wi 183 Wi [0 Wi 103 Wi 153
Chlorella sp. 0,153 | 0,080 | -0.043 0,046 -0,050 0,043 -0,108 0,034
Monoraphidium sp. -0,008 0,089 0,017 0,062 -0,011 -0,013 -0,079 0,014
Scenedesmus sp. 0,062 0,067 -0,008 -0,007 -0,006 -0,040 -0,172 0,030
Golenkinia sp. 0,013 0,081 -0,057 0,044 -0,046 0,014 -0,147 0,062

wi: Velocidade especifica de crescimento inicial; pg: Velocidade especifica de crescimento final;
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Adaptabilidade de Monoraphidium sp. em
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Figura 26. Curva de crescimento e sobrevivéncia dos quatro isolados de microalgas
cultivadas em manipueira bruta ndo estéril, em condigdes de laboratorio a 25°c, luminosidade
media de 2.500 lux e fotoperiodo de 12h (claro/escuro). a) Monoraphidium sp.; b)Chlorella

sp., ¢)Golenkinia sp.; d)Scenedesmus sp.
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4.3.3 Sobrevivéncia das microalgas isoladas usando manipueira bruta estéril como meio

de cultura

Os ensaios com manipueira bruta estéril seguiram as mesmas condi¢des do teste
anterior os resultados das curvas de crescimento sdo observados na Figura 27.

No cultivo de Monoraphidium sp. em manipueira estéril, foi observado um aumento
enquanto na concentragdo suportada, mostrando uma velocidade especifica de crescimento de
6,68E-02 dia! e 1,I18E-02 dia! em concentragdes de 10 e 20 % de manipueira
respectivamente, porém, na concentragéo de 30 % de manipueira ocorreu morte celular.

Para Chlorella sp. ndo foi verificado crescimento em nenhuma das concentra¢des de
manipueira avaliadas, apresentando apenas crescimento no meio sintético como observado na
Figura 27-b.

Scenedesmus sp. quando cultivada no residuo estéril conseguiu se adaptar alcangando
uma velocidade maxima de crescimento de 3,10E-02 dia’! e 6,90E-03 dia™! durante os 10 dias
de cultivo nas concentragdes de 10 e 20% respectivamente. A microalga Golenkinia sp.
alcangou uma velocidade especifica de crescimento de 5,35E-02 dia! e 1,94E-02 dia”,
também nas concentra¢des de 10 e 20 % de manipueira respectivamente. Quando comparada
com o meio sintético a microalga Scenedesmus sp. teve um crescimento 67% menor na
concentragdo de 10% de manipueira (Figura 27-d). Ja o isolado de Golenkinia sp. na condigéo
de 10% de manipueira apresentou uma produtividade 9% menor quando comparado com o
meio sintético (figura 27-c).

Na Tabela 11 pode-se observar que a microalga Monoraphidium sp., na concentragdo
de 10% de residuo, teve uma velocidade de crescimento inicial maior que a observada no
meio sintético, porém a velocidade chegou a estabilizag¢do a partir do 8° dia de cultivo (Figura
27-a). As microalgas Scenedesmus sp. € Golenkinia sp. tiveram uma fase de adaptagdo com
velocidade de crescimento relativamente baixa, porém, alcangaram velocidades de

crescimento finais proximas as observadas no meio sintético.
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Figura 27. Curva de crescimento e sobrevivéncia dos quatro isolados de microalgas
cultivadas em manipueira bruta estéril, em condi¢des de laboratério a 25°c, luminosidade
media de 2.500 lux e fotoperiodo de 12h (claro/escuro). a) Monoraphidium sp.; b)Chlorella
sp.; ¢)Golenkinia sp.; d)Scenedesmus sp.
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Tabela 11. Comparagdo da velocidade especifica de crescimento inicial e velocidade
especifica de crescimento final, das quatro linhagens estudadas em manipueira bruta estéril

(dia™h).

Concentracio de manipueira bruta no meio de cultivo (%)

Microalga 0% 10% 20% 30%
i puf pi nf pi puf i pf
0,093 | 0,049 | -0,004 | -0,023 | -0,014 | -0,024 | -0,061 | -0,059
Chlorella sp.
Monoraphidium sp. 0,083 0,002 0,022 -0,018 | -0,011

0,002 0,013 -0,013 | -0,028
-0,001 0,031 -0,041 0,011

0,062
0,043

Scenedesmus sp.

Golenkinia sp.
i Velocidade especifica de crescimento inicial; pe: Velocidade especifica de crescimento final.

A capacidade de sobreviver de cada uma das linhagens de microalgas isoladas foi
mensurada pelo calculo de velocidade maxima de crescimento e densidade celular. Os
resultados apresentados na Figura 26 e Figura 27 demostraram que Monoraphidium sp.
apresentou melhor adaptagéo de crescimento no efluente de manipueira bruta, conseguindo-se
multiplicar sem interferéncias ou possiveis limita¢des presentes no efluente néo esterilizado,
tais como competitividade por nutrientes e predadores.

Embora os quatro isolados tenham sido obtidos de efluente do tratamento de
manipueira, condi¢des adversas podem inibir ou nido favorecer o seu crescimento. Neste
trabalho observou-se baixa competitividade da microalga Chlorella sp. em cultivos com
manipueira bruta, passando a predominar ao longo do cultivo a microalga Monoraphidium sp.
apresentando uma elevada capacidade de adaptacdo aos meios em comparacdo as demais

linhagens isoladas.

Figura 28. Desenvolvimento da microalga Chlorella sp. em concentragdes de 0-100% de manipueira.
a) cultivo em manipueira bruta ndo esterilizada (dia 0); b) cultivo em manipueira bruta ndo
esterilizada (dia 6); c) cultivo em manipueira bruta estéril (dia 0);d) cultivo em manipueira bruta
estéril (dia 6).
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Figura 29. Desenvolvimento da microalga Monoraphidium sp. em concentra¢cdes de 0-100% de
manipueira. a) cultivo em manipueira bruta sem esterilizar (dia 0); b) cultivo em manipueira bruta ndo
esterilizada (dia 6); c) cultivo em manipueira bruta estéril (dia 0); d) cultivo em manipueira bruta
estéril (dia 6).

Figura 30. Desenvolvimento da microalga Golenkinia sp. em concentragdes de 0-100% de
manipueira. a) cultivo em manipueira bruta ndo esterilizada (dia 0); b) cultivo em manipueira bruta
ndo esterilizada (dia 6); c) cultivo em manipueira bruta estéril (dia 0); d) cultivo em manipueira
bruta estéril (dia 6).

4.3.4 Sobrevivéncia das microalgas isoladas usando o efluente de manipueira digerido
como meio de cultura

As curvas de crescimento dos isolados, quando cultivados em efluente digerido de
manipueira, foram avaliadas em condi¢des de laboratério com o efluente ndo estéril (Figura
31), visando reproduzir as condigdes reais do cultivo. Avaliaram-se os experimentos por
contagem de células, amostradas a cada tré€s dias durante os 10 dias de dura¢do que tiveram os
ensaios. Cada uma das linhagens de microalgas isoladas foi inoculada em concentra¢des de 0-
100 % de efluente além de um controle sendo o meio sintético, identificado como 0% para os
calculos.

A microalga Monoraphidium sp. cultivada em meio com manipueira digerida nas
concentragdes de 20 e 40%, alcangou produtividades de 1,48E+04 dia! e 1,57E+04 dia’!

respectivamente, ainda maiores que a produtividade alcangada quando cultivadas no meio
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sintético que ficou em 8,39E+03 dia. Porém, concentragdes entre 60% e 100% foram
suportadas por esta linhagem.

Para o isolado de Chlorella sp., concentragcdes de até 40% de manipueira digerida
foram suportadas pela microalga, sendo que em concentragdes maiores ndo houve um bom
desenvolvimento da cultura. No grafico (Figura 31-b) pode-se observar que em concentragdes
de 20% de efluente digerido a microalga Chlorella sp. teve uma produtividade maior que no
meio sintético, na concentracdo de 40% apresentou crescimento, porém, muito menor ao
obtido no controle. J4 em concentragbes acima de 60% ocorreu morte celular devido a
toxicidade.

A microalga Golenkinia sp., como observado na Figura 31-c, teve crescimento apenas
na concentragdo de 20% de residuo, alcangando uma velocidade especifica maxima de
crescimento de 3,03E-02 dia™!. Nas concentragdes de 40 e 60% mostrou crescimento nos
primeiros 6 dias de cultivo, apos desse periodo apresentou morte celular acelerada. Ja nas
concentracdes de 80 e 100%, esta linhagem ndo teve um bom desenvolvimento quando

cultivada em efluente digerido.

Tabela 12. Comparagdo da velocidade especifica de crescimento inicial e velocidade
especifica de crescimento final, das quatro linhagens estudadas em manipueira digerida néo
estéril (dia™).

Microalga Concentracdo de manipueira digerida ndo estéril no meio de cultivo (%)

0% 20% 40% 60% 80% 100%

pi Mf | pi pf pi pf pi pf pi pf | pi pf

Chlorella sp. 0,028 | 0,120 | 0,074 | 0,073 | -0,019 | -0,001 | -0,034 | 0,032 | -0.23 | -0,20 | -0,10 | -0,20

Monoraphidium sp. | 0,049 | 0,041 | 0,047 [ 0,093 | 0,072 | 0,071 | 0,042 | 0,013 | 0,03 | 0,03 | 0,02 | 0,00

Scenedesmus sp. 0,106 | 0,069 | 0,066 | 0,103 | 0,036 | 0,194 | 0,053 | 0,139 | 0,05 | 0,13 | 0,06 | 0,06

Golenkinia sp. 0,060 | 0,085 | 0,035 | 0,005 | 0,038 | -0,002 | 0,014 | -0,028 | -0,01 | -0,03 | -0,02 | 0,03

i Velocidade especifica de crescimento inicial; pi: Velocidade especifica de crescimento final.

Para Scenedesmus sp. foi identificado crescimento em todas as concentragdes
avaliadas, destacando-se a concentragdo de 40%, para a qual a partir do 6° dia de cultivo, foi
observada uma fase exponencial com uma velocidade especifica de crescimento de 1,94E-01
dia’!. Na Tabela 12 apresentam-se as velocidades especificas de crescimento das quatro
linhagens de microalgas quando cultivadas em manipueira digerida sem esterilizar. Destaca-se

a microalga Scenedesmus sp. que teve um bom desenvolvimento em concentra¢des de até
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80%. A microalga Monoraphidium sp., em concentragdes de 20 e 40%, apresentou

crescimento semelhante ao observado com o meio sintético.

Adaptabilidade de Monoraphidium sp. em
oncentragdes de 0% - 100% de manipueira digerida

Adaptabilidade de Chlorella sp. em concentragcées
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Figura 31. Curva de crescimento e sobrevivéncia dos quatro isolados de microalgas cultivadas
em efluente de manipueira digerida ndo estéril, em condi¢cdes de laboratério a 25°,
luminosidade média de 2.500 lux e fotoperiodo de 12h (claro/escuro). a) Monoraphidium sp.;
b) Chlorella sp.; c)Golenkinia sp.; d)Scenedesmus sp.



64

4.3.5 Sobrevivéncia das microalgas isoladas usando o efluente de manipueira digerido
estéril como meio de cultura

As quatro linhagens de microalgas foram cultivadas em efluente digerido estéril
(Figura 32) seguindo as mesmas condigdes do experimento com efluente digerido sem
esterilizar. Avaliaram-se os experimentos por contagem de células, amostradas a cada trés
dias durante o cultivo.

Registrou-se que Chlorella sp., em concentragdes de 20 e 40%, consegue se
desenvolver alcangando velocidade especifica de crescimento de 1,22E-01 dia™! e 4,16E-02
dia’!, respectivamente. Em concentragdes acima de 60% observou-se morte celular.
Golenkinia sp. apresentou maior resisténcia ao meio suportando concentragdes de até 80%,
porém, a maior velocidade especifica de crescimento foi de 5,15E-02 dia! na concentragio de
20% de efluente. Os isolados de Monoraphidium sp. e Scenedesmus sp. na concentragdo de
20% apresentaram uma velocidade méaxima de crescimento de 3,04E-02 dia™' e 9,29E-02 dia’!
respectivamente. A velocidade de crescimento para estas microalgas diminuiu gradualmente
conforme a concentragdo de efluente no meio aumentava, porém os dois isolados suportaram
concentra¢des de até 100% de manipueira digerida, o que as torna objeto de estudos mais
especificos sobre cultivos de microalgas em residuos agroindustriais.

Sendo que as quatro linhagens de microalgas avaliadas apresentaram crescimento em
determinadas concentragdes de efluente digerido, o calculo das velocidades de crescimento
inicial e final sdo apresentadas na

Tabela 13, onde as microalgas Monoraphidium sp. e Scenedesmus sp apresentaram
crescimento maior em comparagdo ao meio sintético. A Chlorella sp., em concentragdo de
20%, teve um bom desenvolvimento alcangando velocidades maiores que em meio sintético,

como observado na Tabela 13.

Tabela 13. Comparagdo da velocidade especifica de crescimento inicial e velocidade
especifica de crescimento final, das quatro linhagens estudadas em manipueira digerida néo
estéril (dia™).

Microalga Concentragdo de manipueira digerida ndo estéril no meio de cultivo (%)
0% 20% 40% 60% 80% 100%
pi pf pi nf pi pnf pi pnf pi nf pi pnf
Chlorella sp. 0,111 | 0,049 | 0,124 | 0,123 | 0,038 | 0,020 | -0,069 | -2,672 | -0,10 | -2,78 | -0,10 | -2.71

Monoraphidium sp. | 0,018 | 0,015 | 0,025 [ 0,039 | 0,015 | 0,048 | 0,019 | 0016 | 004 | 0,02 | 0,07 | 0,04

Scenedesmus sp. 0,105 | 0,027 | 0,036 | 0,166 | 0,032 | 0,116 | 0,044 | 0,075 | 0,02 | 0,09 | 0,01 | 0,17

Golenkinia sp. 0,092 | 0,064 | 0,033 | 0,049 | 0,055 | -0,006 | 0,037 [ 0,026 | 0,00 [ 0,03 | -0,01 | -0.01




wi: Velocidade especifica de crescimento inicial; pg: Velocidade especifica de crescimento final.
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Figura 32. Curva de crescimento e sobrevivéncia dos quatro isolados de microalgas cultivadas
em efluente de manipueira digerida estéril, em condi¢bes de laboratorio a 25°c, luminosidade
média de 2.500 lux e fotoperiodo de 12h (claro/escuro). a) Monoraphidium sp.; b) Chlorella

sp.; ¢)Golenkinia sp.; d)Scenedesmus sp.

O resultado da capacidade das microalgas isoladas nas lagoas de estabilizacdo da

manipueira para se desenvolver eficientemente usando como meio de cultura efluente

digerido ndo esterilizado ¢ de grande importancia, considerando sua possivel utilizagdo como

inéculo em cultivos de larga escala, dispensando custos com possiveis desinfeccdes do

efluente antes do cultivo.
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5 CONCLUSAO

No sistema de lagoas de estabilizagdo da manipueira na empresa Podium Alimentos —
LTDA localizada em Paranavai-PR, foram isoladas quatro microalgas. As microalgas isoladas
foram identificadas como Chlorella sp.; Monoraphidium sp.; Scenedesmus sp.; e Golenkinia
sp.

A utilizagdo da manipueira como meio de cultura para microalgas ¢ uma alternativa
promissora para reduzir custos no preparo de meios de cultivo para microalgas, além de se
obter biomassa com valor nutricional. Porém, tratamentos adequados devem ser identificados
para se obter uma maior produtividade microalgal.

A produgdo de exoenzimas, presentes em determinadas microalgas, permite sua
implementacdo em cultivos mixotréficos o que viabiliza a sua utilizagdo para se tratarem
residuos amilaceos como a manipueira. O isolamento de microalgas obtidas dos sistemas de
tratamento de aguas residuais € importante para se obter microrganismos com capacidade de
crescer em cultivos mixotréficos.

Através de observagdes e analises foi possivel determinar condi¢des que diminuem os
custos de producdo com relag@o a fonte de carbono, pois a manipueira é rica em amido, fonte
de carbono, que foi diluida em agua servindo de meio de cultura.

O efeito dos experimentos propostos por este trabalho sobre a eficiéncia do
crescimento algal em condigdes laboratoriais, tendo como base a a¢do de microalgas isoladas
do préprio efluente, foram avaliados. Em um periodo de 10 dias as quatro linhagens avaliadas
mostraram a capacidade metabolica de converter fontes organicas de carbono em biomassa e a
viabilidade da utilizagdo desta para produ¢do de metabolitos de interesse comercial.

A maior produ¢do de biomassa nos experimentos foi obtida com a microalga
Monoraphidium sp. quando cultivada em Erlenmeyer, utilizando-se meio de manipueira bruta
estéril na concentracdo de 10%, (10% de manipueira, 80% de agua e 10% de indculo) com
uma concentragdo celular maxima de 1,06E+04 cél.mL'.dia”!. O resultado alcanc¢ado foi
superior ao obtido nos cultivos em meio sintético.

A velocidade especifica maxima de crescimento nos quatro cultivos foi obtida na
condi¢do manipueira digerida nfo estéril (40% de manipueira — 50% de agua — 10% de
indculo) com a microalga Scenedesmus sp. que foi de 1,94E-01 dia™.

Os resultados nos ensaios de sobrevivéncia dos isolados usando manipueira bruta
como meio de cultura demostraram que tanto a elevada carga organica como os

microrganismos de acompanhamento, como bactérias e fungos, ndo propiciaram um bom
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desenvolvimento das culturas, suportando no maximo 20% do residuo no meio. Uma
adaptacdo prévia das microalgas pode favorecer os cultivos em concentragdes maiores.

Nos ensaios em efluente digerido, as microalgas Monoraphidium sp. e a Scenedesmus
sp. demostraram maior tolerancia ao efluente, indicando serem mais adaptadas que os demais

isolados de microalgas em relagdo a competigdo por nutrientes no efluente.
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6. RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a)

b)

Estudar o potencial para produ¢do de biodiesel, hidrogénio, gas metano e etanol
utilizando microalgas.

Estudar a composic¢ao elementar das microalgas isoladas de sistemas de tratamento
quando cultivadas em diferentes meios de cultivo com residuos agroindustriais.
Estudar o cultivo de Monoraphidium sp. em meio complementado com manipueira
em condi¢des ambientais ndo controladas

Estudar consoércios microbianos a fim de formular indculos altamente eficientes que
acelerem a velocidade de remogdo em aguas residuais visando sua aplicabilidade na
industria.

Criar e testar outros modelos de biorreatores
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