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RESUMO - O trabalho teve por objetivo avaliar a cinética de crescimento da
Aphanothece no efluente de laticinio e sua capacidade de remog¢do de fosforo. Os
cultivos foram conduzidos heterotroficamente utilizando o efluente de laticinios como
meio de cultura em biorreatores. Realizou-se um planejamento experimental fatorial
(32), com os fatores: temperatura de cultivo (10, 20, e 30°C) e concentragdo de inéculo
(100; 200; 300 mg.L'l), pH 7,6, e tempo de detencao hidraulico de 24 h, C/N 20 e N/P
10. Considerou-se como resposta a remoc¢dao de fésforo e o crescimento celular. As
varidveis dependentes foram monitoradas a cada 4 h durante as fases de crescimento. Os
resultados indicaram 95,5 % de remocao de P—PO4'3 em até 24 h de cultivo no efluente
de laticinio para a temperatura de 20°C. Observa-se que a esta temperatura obteve-se 0s
melhores valores cinéticos, resultando em méxima concentraco celular de 0,84 gL,
velocidade maxima de crescimento de 0,36 h'le produtividade de 160,25 g.L'l.dia'l.

1. INTRODUCAO

Os residuos de laticinios distinguem-se pela elevada carga de matéria organica,
altos niveis de sélidos dissolvidos ou suspensos, 6leos e gorduras, nutrientes tais como a
amoOnia ou sais minerais e fosfatos e, portanto, requerem uma atencao adequada antes de
sua eliminagdo (Sarkar et al., 2006).

Na maioria dos casos, esses efluentes ndo sdo tratados com o objetivo de
remover nutrientes, visto que os tratamentos convencionais eliminam apenas matéria
carbonada, contribuindo assim com elevadas concentragdes de fosforo e compostos
nitrogenados (Chimenos et al., 2006; Irdemez et al., 2006; Golder et al., 2006)
acelerando o processo de eutrofizagdo em seus corpos receptores.

O tratamento de efluentes lacteos é, portanto, um fator determinante ndo s6 para
o ambiente, como também para fins de reciclagem de dgua para uso em processos
industriais (Hamdani et al., 2005) visando reducao de custos na planta de operagao.

Neste contexto estdo inseridos os sistemas de tratamento com microalgas. As
caracteristicas metabdlicas destes organismos possibilitam a exploragdo de variados
processos biotecnoldgicos, uma vez que podem crescer sob condicdes fotossintéticas,
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respiratdrias e fixando nitrogénio atmosférico. Estas rotas metabdlicas sdo passiveis de
exploracdo tecnoldgica para tratamento de efluentes e produgao de insumos.

O efeito da variacdo da concentracdo de indculo e temperatura de cultivos tém
sido muito estudados, uma vez que estes fatores atuam diretamente em quase todas as
fases do metabolismo, particularmente nas reacdes de transformacao de biocompostos e
taxa de crescimento (Hafting, 1999; Shu & Lung, 2003; Lee et al., 2007; Mishra & Jha,
2009; Satpute et al., 2010).

A temperatura € um dos fatores determinantes para a composi¢do da espécie
microbiana (Fontenot et al., 2007) bem como da variacdo de sua atividade metabdlica
Além disso, desempenha uma importante fungao no controle da eutrofiza¢do de corpos
hidricos minimizando a acdo antrdpica (Li et al., 2009). Em face disto o trabalho teve
por objetivo avaliar a cinética de crescimento da Aphanothece no efluente de laticinio e
sua capacidade de remogdo de fésforo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismo

Uma monocultura de Aphanothece microscopica Niageli (RSMan92),
originalmente isolada da Laguna dos Patos, no estado do Rio Grande do Sul, Brasil
(32°01°S - 52°05°W) foi utilizada. As culturas foram propagadas e mantidas a 25°C,
intensidade luminosa de 15 pmol.m™.s” (medida em luximetro digital (Minipa MLM
1010) e fotoperiodo de 12 h na fase exponencial para tomada do indculo. A
concentracdo celular foi determinada por gravimetria, mediante filtracio de volume
conhecido de meio de cultura BG11 (Ripka et al., 1979), contendo células do micro-
organismo. Foram utilizados filtro Millipore de porosidade 0,45 wm previamente seco a
60°C por 24 h (Queiroz et al., 2004).

2.2. Meio de cultivo

Os experimentos foram realizados em reator do tipo coluna de bolhas, construido
em PVC de 4 mm de espessura, didmetro interno de 10 cm, altura de 100 cm e 4,5 L de
volume de trabalho. O sistema de dispersdo de gases do reator consistiu em um difusor
de ar de 1,5 cm localizado no centro da base da coluna.

O meio de cultivo consistiu na dgua residudria do processamento de laticinios, no
qual as amostras foram coletadas no tanque de equalizacdo do sistema de tratamento de
efluente de uma industria localizada em Pelotas, RS, transportado para o Laboratério de
Biotecnologia (FURG) em recipientes de polietileno e estocado a 4 °C. A cada
experimento o efluente foi descongelado e esterilizados a 1,1 kgf cm™ (120 °C) por 15
minutos e caracterizadas quanto ao pH, demanda quimica de oxigénio (DQO),
nitrogénio total (NTK), e fésforo (P—PO4'3), segundo metodologia descrita em Standard
Methods for Examination of the Water and Wastewater (Apha, 2005).
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2.3. Obtencao dos dados cinéticos

Os experimentos foram conduzidos em biorreator operando em batelada,
alimentado com 4,5 L de efluente, temperatura de 10, 20 e 30°C, auséncia de
luminosidade, e aeracdo continua de 1 vvm. A concentragcdo celular foi monitorada a
cada 4 horas. Os dados cinéticos foram usados para a estimativa dos parametros:
velocidade méxima especifica de crescimento (Mmax, h'l), tempo de geracdo (tg, h) e
produtividade de biomassa (P, mgpiomassa/L-h) (Beltran-Heredia et al., 2000).

Planejamento experimental

Um planejamento experimental 3° com duas varidveis independentes (temperatura
de cultivo e concentracdo de indculo) em trés niveis a fim de avaliar o efeito destas
variaveis sob a produtividade de biomassa microalgal.

O planejamento foi baseado em 9 experimentos em triplicata. As varidveis € os
niveis estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Matriz do planejamento experimental
Tratamento Valores reais e codificados
X1 X2

1 -1 (10) -1 (100)
2 -1 (10) 0 (200)
3 -1 (10) +1 (300)
4 0 (20) -1 (100)
5 0 (20) 0 (200)
6 0 (20) +1 (300)
7 +1 (30) -1 (100)
8 +1 (30) 0 (200)
9 +1 (30) +1 (300)

X: temperatura de cultivo (°C) X,: concentragdo de indculo (mg.L'l).

De acordo com as resposta do planejamento experimental os efeitos de cada
varidvel, foram calculados e as interagdes entre eles determinadas. As superficies de
respostas foram obtidas, através da defini¢do de modelos empiricos, segundo a Equacgao
1.

Y=F6y+BXi + B Xo+ BiXa + B X + BonXo® + BaaXss + BaXi Xa + BiaXi Xs + B3 Xa X
(1)

Onde: X, X; e X3 s@o os niveis codificados das varidveis independentes; § é o
coeficiente de regressao (Po: intercepcao; Bi, B2, P3: linear; B2, P13, P23 interagcdo e Py,

B22, P33: coeficientes quadraticos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O comportamento cinético para a Aphanothece microscopica Nageli, cultivada
no efluente de laticinio a diferentes temperaturas e concentracdes de indculo, podem ser

avaliados nas figuras 1, 2 e 3.

Segundo Pelczar et al. (2007) a curva de crescimento de um sistema fechado de
cultivo, € definida por trés fases, correspondentes a um periodo inicial (fase lag), na
qual ndo ha um aumento da concentracdo celular, seguido por um crescimento
exponencial (fase log), onde a maior taxa de crescimento celular é registrada, até ao
momento, que ocorre o esgotamento do meio de cultura e a biomassa aumenta apenas
gradativamente ou permanece constante (fase estaciondria). Na fase estaciondria, ocorre
a lise celular, liberando novos substratos, que serve de fonte de energia, para manter o
crescimento lento dos micro-organismos que sobrevivem. O processo termina, quando o
nimero de células vidveis diminui em funcdo da mortalidade, cuja taxa aumenta
progressivamente, decrescendo paralelamente a producdo de biomassa, devido a
autdlise sobre acdao de enzimas da prépria célula. Observa-se pela andlise das figuras 1,
2 e 3, nitidamente, o efeito da temperatura e da concentracdo do in6culo na defini¢ao
das fases de crescimentos, com maximos de duracao da fase logaritmica de 8 horas, com
registro da fase de declinio de uma forma geral apés um tempo de residéncia de 20

horas.

Este rdpido crescimento é tipico de cianobactérias cultivadas no efluente de
indudstrias de alimentos, o que demonstra a capacidade destes micro-organismos em
removerem e assimilarem heterotroficamente compostos organicos e inorganicos de
efluente (Guerrero et al., 1999; Bastos et al., 2004; Queiroz et al., 2004; Hornes &
Queiroz, 2005; Queiroz et al., 2007). O comportamento descrito pelas curvas de
crescimento indicam que o tempo de detengdo celular de 24 horas foi suficiente para
definir o crescimento da cianobactéria em estudo, quando cultivado no efluente da

industria de laticinio.
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Figura 3 Curvas de crescimento para culturas de
Aphanothece microscopica Nigeli a partir de 300
mg.L"' de inéculo nas temperaturas de cultivos 10,
20 e 30°C.

A avaliacdo da cinética de crescimento da Aphanothece microscopica Nigeli

cultivada no efluente da industria de laticinios pode ser avaliada na tabela 2.
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Tabela 2. Parametros cinéticos de crescimento
Experimentos
Parametros
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Xinax 240 335 540 485 841 850 460 1045 1100
TR 12 12 12 8 4 8 8 6 12

Mmax 0,0186 0,0405 0,0375 0,0799 0,36 0,1261 0,163 0,25 0,0982
tg (h) 37,27 17,11 1848 3,86 1,92 5,50 4,25 2777 7,06

Y
S 0,67 0,48 0,88 1,31 0,89 095 098 056 1,30
(mgbiomassa/ ngQO)
Yxss
21,21 13,63 11,26 8,43 101,7 8,12 25,73 44,52 29,25
(mgbiomassa/ mgNTK)

Px 4,16 10,41 11,67 46,25 160,2 67,50 41,9 136,7 63,33
Remocao de

fosforo (%)

4,4 70,2 65,2 43,9 95,5 50,7 77,8 71,31 844

Xmax: concentracdo mixima de biomassa (mg.L’l); TR: tempo de residéncia celular (h);
velocidade especifica de crescimento méaxima (h'l); tg: tempo de geracdo (h); Yxss: fator de
conversdo de substrato em célula; Pyx: produtividade de biomassa (mg.L'lh'l); Producdo de
carboidratos extracelulares (mg.L’l). Experimentos: 1 (10°C, 100 mg.L'l), 2 (10°C, 200 mg.L'l),
3 (10°C, 300 mg.L™), 4 (20°C, 100 mg.L™"), 5 (20°C, 200 mg.L™"), 6 (20°C, 300 mg.L™"), 7 (30°C,
100 mg.L™"), 8 (30°C, 200 mg.L™") e 9 (30°C, 300 mg.L™").

Os dados cinéticos obtidos, fazem desta d4gua residudria um importante potencial
de meio de cultura a ser utilizado para a produ¢do de biomassa e compostos celulares, a
julgar pelas concentragdes celulares registradas, principalmente para o experimentos 8
(200 rng.L'1 de in6culo a 20°C), em curto tempo de geracdo (2,77 h), com importante
remocdo de fésforo (95,5 %) em um tempo de residéncia de apenas 24 horas. Estes
valores sdo substancialmente superiores se comparados as &4guas residudrias do
processamento do pescado e parboilizacdo do arroz (Hornes et al., 2010; Queiroz et al.,
2007), o que evidencia a potencialidade do uso de residuos agroindustriais para suportar
a producdo de biomassa microalgal.

Ainda analisando a tabela 2, pode-se verificar que as mais concentragdes de
biomassa, correspondem as maiores concentracdes de indculo e temperatura de cultivo,
atingindo valores de até 1045 mg.L'1 e 1100 rng.L'1 nos cultivos realizados sob as
condicdes dos experimentos 8 (200 mg.L™"' e 30°C) e experimentos 9 (300 mg.L"' e
30°C), respectivamente. No entanto, no experimento 5 (200 mg.L'1 20°C), as maiores
velocidades especifica de crescimento (0,36 h"), e menores tempo de geracdo (1,92 h) e
maior consumo de substratos, evidenciando o efeito da temperatura da reac¢do biolégica
na conversdo dos poluentes em biomassa. Os experimentos a temperatura de 30°C e 200
mg.L! apresentaram velocidade méxima especifica de crescimento de 0,25 h™' sendo
este valor substancialmente superior ao obtido por Hornes & Queiroz (2008), para o
efluente do processamento do pescado e Queiroz et al. (2007), para o efluente da
parboilizacdo do arroz que foram de 0,04 h'e0,11h', respectivamente.
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No que se refere aos experimentos conduzidos a temperatura de 10°C com
inéculo 100 mg.L", 200 mg.L" e 300 mg.L" verifica-se os menores valores para
velocidade especifica de crescimento (0,0186 h”, 0,0405 h™ e 0,0375 h") e maiores
tempos de geracdo (37,27 h, 17,11 h e 18,48 h), mostrando que a reducdo da
temperatura afetou diretamente o crescimento celular.

Os resultados das varidveis cinéticas tabela 2 ainda indicam, que independente
da temperatura nos cultivos com concentracdo inicial de inéculo de 200 mg.L
apresentou os melhores resultados, com tempos de geracdo baixos e velocidades
especificas de crescimento elevadas, seguidos dos cultivos com inéculo de 300 mg.L" e
100 mg.L'", ficando demonstrado que tanto a concentracio de indculo como a
temperatura de cultivo influenciaram no crescimento do micro-organismo.

A andlise da figura 4 evidencia, que ndo sé a temperatura exerce influéncia no
crescimento celular, considerando que tanto este fator como a concentragdo de indculo
possui efeito significativo na produtividade de biomassa, assim como a interagdo dos
fatores (p = 0,05). Ficou demonstrado ainda um efeito maior da concentracdo de in6culo
sob a resposta produtividade de biomassa quando comparado com o efeito da
temperatura de cultivo.

O efeito da temperatura no crescimento de cianobactérias, tem sido estudado por
outros autores, que reportam melhor crescimento em temperaturas de 30°C a 35°C, tais
como Martinez et al. (2000) e Mathiensen et al. (1999), quando cultivada no efluente da
parboilizacdo do arroz, sendo registrado maior crescimento celular a 35°C. O efeito da
temperatura é corroborada com o trabalho de Matthiensen et al. (1999), que estudaram
ao longo de doze meses floracdes de cianobactérias na regido estuarina da Lagoa dos
Patos e verificando que o valor mdximo alcancado foi de 1,3.10° células.L”' em
dezembro e o minimo de 1,5.105 células.L! em agosto, demonstrando o efeito da
temperatura no crescimento do micro-organismo.

i
-
%Z/Z/

Concentragédo de inéculo (mg/L)(Q) 103,94

(1)Temperatura de cultivo (°C)(L) 89,67704 -

Temperatura de cultivo (°C)(Q) 42,33114

(2)Concentragdo de inéculo (mg/L)(L)

1Lby2L

Figura 4. Efeito das varidveis temperatura de cultivo (1) e concentracdo de in6culo
(2) sobre a produtividade de biomasa de Aphanothece microscopica Nageli. (1), (2)

efeitos principais; (1)(2) efeitos de interacdo dos dois fatores.
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4. CONCLUSAO

Em termos cinéticos, a temperatura da reacdo bioldgica e a concentracdo de
indculo afetou o crescimento celular, bem como a remogao de fésforo.

Os experimentos nas condicdes de 200 mg.L™" de inéculo e 20°C se obteve as
maiores velocidades de crescimento celular e maior remocao de fésforo.
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