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RESUMO

A industria avicola ¢ uma atividade fundamental para a economia mundial, mas durante o
processamento das aves ha geracdo de efluentes que necessitam ser tratados adequadamente. Em
cada etapa do processamento das aves, eles apresentardo caracteristicas e concentragdes distintas
de nitrogénio e fosforo, tornando-os singulares e complexos. Atualmente, busca-se otimizar
processos para uma gestdo sustentavel e economia circular dos efluentes. Nessa perspectiva, as
microalgas realizam simultaneamente o polimento delas e sintetizam biomoléculas de valor para
varios setores industriais. No entanto, o cultivo de microalgas em efluentes estara suscetivel as
condi¢des ambientais, como as varia¢des da temperatura, que poderdo impactar significativamente
sua produtividade, bem como a eficiéncia do polimento dos efluentes. Assim, essa dissertacao
objetivou avaliar a influéncia da temperatura no cultivo da microalga Parachlorella kessleri em
efluente de termo-processamento de carne de frango. No primeiro capitulo, foi realizada uma
revisdo bibliografica com o software Vosviwer do efeito da temperatura no cultivo de microalgas
em efluentes. Foram identificados 2.828 artigos e o termo Biomass obteve a maior for¢a de link
total e numero de ocorréncia, com 1,44% e 0,66%, respectivamente. Ressalta-se que a temperatura
influenciard a produtividade e composi¢cdo da biomassa, logo, necessita de estratégias para otimizar
a operacao e/ou prospectar espécies com maior plasticidade fenotipica a temperaturas. No segundo
capitulo, foi avaliado o efeito da temperatura no cultivo da microalga Parachlorella kessleri em
efluente de termo processamento de carne de frango, condicionado as temperaturas de 10 °C, 20
°C e 30 °C. Durante 13 dias de cultivo, analisou a eficiéncia de remocao de nitrogénio e fosforo,
teor proteico e atividade enzimatica da lipase microalgal. Na temperatura de 20 °C e no 13° dia de
cultivo, obteve-se a maior densidade optica, produtividade da biomassa e remocao de fosforo, com
3,59+1, 0,049+0,01 g.L! e 95,67%, respectivamente. E no sexto dia de cultivo, obtiveram-se
98,79% de remog¢ao de amonia. O teor proteico e a atividade enzimatica da lipase ndo apresentaram
diferengas estatisticas entre os tratamentos. Ressalta-se que, o tempo de cultivo ¢ fator significativo
no polimento deste efluente, necessitando de estratégias para manter o crescimento, produtividade
e eficiéncia de remoc¢ao de nutrientes pelas variacdes das temperaturas, como identificar faixa de

temperaturas 6timas e extremas.

Palavras-chave: Industria avicola; Remocéo de nutrientes; Tempo de cultivo; Proteinas; Lipase



ABSTRACT

The poultry industry is a fundamental activity for the global economy, but, during poultry
processing, wastewater is generated that needs to be treated properly. At each stage of poultry
processing, this wastewater will present distinct characteristics and concentrations of nitrogen and
phosphorus, making them unique and complex. Currently, efforts are being made to optimize,
processes for sustainable management and a circular economy of wastewater. In this perspective,
microalgae simultaneously polish their wastewater and synthesize biomolecules, of value for
several industrial sectors. However, microalgae cultivation in wastewater will be susceptible to
environmental conditions, such as temperature variations, which can significantly affect their
productivity and the efficiency of wastewater polishing. Thus, this dissertation aimed to evaluate
the influence of temperature on microalgae cultivation of Parachlorella kessleri in wastewater
from the thermal processing of chicken meat. In the first chapter, a literature review was conducted
using the Vosviwer software to examine the effect of temperature on microalgae cultivation in
wastewater. A total of 2,828 articles were found, and the term Biomass obtained the highest total
link strength and number of occurrences, with 1.44% and 0.66%, respectively. It is noteworthy that
temperature will influence the productivity and composition of biomass, therefore, strategies are
needed to improve the operation and prospect species with greater phenotypic plasticity at
temperatures. In the second chapter, the effect of temperature on the cultivation of the microalgae
Parachlorella kessleri in effluent from a poultry meat processing plant, conditioned at temperatures
of 10 °C, 20 °C, and 30 °C, was evaluated. During 13 days of cultivation, the efficiency of nitrogen
and phosphorus removal, protein content, and enzymatic activity of microalgal lipase were
analysed. At a temperature of 20 °C and on the 13th day of cultivation, the highest optical density,
biomass productivity and phosphorus removal were obtained, with 3.59 + 1, 0.049 + 0.01 g.L* and
95.67%, respectively. And on the sixth day of cultivation, 98.79% of ammonia removal was
obtained. The protein content and lipase enzymatic activity did not show statistical differences
between the treatments. It should that, the cultivation time is a significant factor in the polishing of
this wastewater, requiring strategies to keep growth, productivity and nutrient removal efficiency

through temperature variations, such as finding optimum and extreme temperature ranges.

Keywords: Poultry industry; Nutrient removal; Cultivation time; Proteins; Lipase.
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1 INTRODUCAO GERAL

As microalgas, sao organismos fotossintetizantes, polifiléticas, com elevada plasticidade
fenotipica e apenas 1% sao conhecidas (Brasil et al.,2017; Erbland et al., 2020; Jebali et al., 2022).
Apresentam-se como multiplataforma, apta a fornecer matéria-prima para industria, subsisténcia
alimentar bem como para remediar efluentes, absorver metais, purificagdo de metano e captagao
de CO; (Chandra et al., 2019). Devido a essas caracteristicas, o cultivo de microalgas tornou-se
uma atividade industrial em expansao, ha previsdo de que o mercado seja de US$ 1,8 bilhoes até
2028 (Meticulous Research; EABA, 2022). Além disso, cultiva-las podera efetivar as diretrizes da
economia circular, ao combinar processos eficientemente a partir do tratamento/polimento de
efluentes com as microalgas (Souza et al., 2023).

Apesar do intenso e extenso interesse pelo cultivo das microalgas para tratar/polir efluentes,
desde a metade do século XX elas sdo utilizadas em sistemas de lagoa de alta taxa nos Estados
Unidos (Young, Taylor, Fallowfield, 2017). Devido apresentarem: (i) alta taxa de crescimento; (if)
sobrevivem em condi¢cdes extremas; (iii) absorvem e assimilam eficientemente nitrogénio e
fosforo; (iv) mantém a quantidade de oxigénio dissolvido entre as fases fotoquimica e quimica da
fotossintese; (v) podem resultar em economia de até 84% ao nao utilizar agua potavel e 55% para
nutrientes essenciais sintéticos, como nitrogénio e fosforo; (vi) ao incorporar microalgas em
sistemas apenas bacterianos pode melhorar as taxas de nitrifica¢do e; (vii) sua biomassa pode ser
aplicada como biofertilizantes ou bioestimulantes, como alimento na aquicultura, bem como na
producdo de alimentos e biocombustiveis (Bhatt ef al., 2022; Ho et al., 2018; Morillas-Espana et
al., 2021; Sanchez-Zurano et al., 2021; Yang et al., 2011; Wang et al., 2023).

Além do volume significativo, estima-se que sejam produzidos 380 bilhdes de metros
cubicos anualmente no mundo de efluentes (Qadir ef al., 2020). Eles apresentam variagdes na sua
composicdo e concentracdo, devido ao segmento que se origina, bem como o fluxo do
processamento na industria. Essas caracteristicas, influenciardo como as microalgas se adaptaram
a eles, consequentemente, a viabilidade em cultivd-las para o tratamento/polimento em
determinado efluente. Dentre os efluentes, o da industria avicola apresenta em sua composigao alta
carga organica e de nutrientes como nitrogénio e fosforo, solidos suspensos, metais e, estima-se
uma vazao de 21 milhdes de metros ctubicos ao ano (Vladic ef al., 2023). Dependendo do segmento

avicola, ser de abate, corte, residual do processo ou de processamento de carne, havera variagdes
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nas concentragdes dos compostos presentes no efluente. Logo, faz necessario compreender a
relagdo entre as caracteristicas do efluente e a espécie microalgal que sera utilizada no
tratamento/polimento. Assim, identificar a viabilidade e eficiéncia de remogao de nutrientes, bem
como obter a maxima produtividade microalgal.

Contudo, tanto as caracteristicas do efluente como a espécie microalgal serdo afetadas pelas
condi¢des ambientais, como a temperatura. Deve-se ao fato, de os tratamentos/polimentos de
efluentes convencionais serem baseados em métodos biologicos, como os microrganismos. Eles
sao suscetiveis a qualquer variagdo nas temperaturas, logo comprometera a sua eficiéncia. Ao
elevar a temperatura de 28 °C, poderd diminuir a eficiéncia de remoc¢ao de nitrogénio, fosforo e
demanda quimica e biologica de oxigénio. Acima de 40 °C, as bactérias podem desaparecer. Ao
reduz a temperatura de 15 °C, podera haver comprometimento do crescimento bacteriano. E abaixo
de 5 °C, podera ndo haver o processo de nitrificacdo (Ren et al., 2021; Sathya et al., 2023; Sheik;
Seepana; Ambati, 2022). Por sua vez, as microalgas também sdo suscetiveis as variacdes da
temperatura, haja vista que elas sdo organismos poiquilotérmicos (ndo controlam e necessitam
adaptar as temperaturas do meio) (Huner ef al.,2023; Ishikawa-Ishiwata et al., 2023)

Consequentemente, as variagdes das temperaturas levardo as microalgas ao estresse
térmico. Elas irdo responder e adaptar para manter uma condi¢ao térmica 6tima e assim, preservar
sua homeostase celular (Wu, Baumeister, Heimbucher, 2023). Ao ultrapassa-la, podera ocorrer
desativacdo e desnaturacdo enzimatica. E ao diminuir a temperatura da condicao térmica 6tima,
podera reduzir a atividade enzimatica e fotossintética, ocorrer remodelacdo dos lipidios e, redugdo
da fluidez da membrana (Jebali ef al., 2022; Jiang; Chen, 2000; Huner ef al., 2023; Mock; Valentin,
2004; Moore et al., 2021). Além dos lipidios, as variagdes das temperaturas também afetardo as
proteinas. Sao biomoléculas essenciais, por atuarem direta e indiretamente em todos os processos
fisiologicos. Ao elevar a temperatura por periodos longos, havera diminui¢ao do teor proteico bem
como, desnaturagdo ao romper as ligacdes ndo covalentes (Marzzoco; Torres, 2015; Pitawala et al.,
2023).

Por outro lado, essa capacidade em adaptar as variacdes da temperatura, pode ser algo
promissor ao prospectar da sua biomassa lipases termoestaveis. A partir de microrganismos que,
conseguem adaptar a amplas temperaturas, como as microalgas (Rabbani et al., 2023). As lipases
sdo biocatalizadoras com importantes aplicagdes biotecnoldgicas, por hidrolisar triglicerideos em

acidos graxos e glicerol. Sendo utilizadas em detergentes, aditivos alimentares, na industria
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quimica, remedia¢ao ambiental e produtos farmacéuticos (Brasil ef al., 2017; Hamdan et al., 2021).
E projeta-se que o mercado de produgdo enzimatica, atinja o valor de US$ 16,9 bilhdes em 2027
(Markets and Markets, 2022). Em estudos recentes, foram identificadas lipases nas microalgas
Scenedesmus sp e Desmodesmus sp (Tang et al., 2023) e, atividade enzimatica da lipase na
microalga Parachlorella kessleri (Primo, 2022). A microalga Parachlorella kessleri, destaca-se na
biotecnologia de algas por sintetizar lipidios, luteina, proteinas, substancias bioativas, carboidratos
e antioxidantes (Beigbeder et al., 2021; Manoyan et al., 2022; Rathod et al., 2023). Além destas
caracteristicas, ela ¢ utilizada para tratar eficientemente efluente avicola (Vargas et al., 2023),
efluente de industria de farinha e 6leo de peixe (Viriato et al., 2019), efluente municipal (Aketo et
al., 2020) e, efluente de suinos (Qu et al., 2019).

Diante destes apontamentos, essa dissertacdo objetivou avaliar o cultivo da microalga
Parachlorella kessleri em efluente de termoprocessamento de carne de frango sob efeito de
diferentes temperaturas. Ela esta dividida em dois capitulos, sendo o capitulo 1 ¢ uma revisao
bibliografica, sobre a importancia do efeito da temperatura sobre o cultivo de microalgas em
efluentes. E o capitulo 2, avaliou a microalga Parachlorella kessleri cultivada em efluente de
termoprocessamento de carne de frango, condicionada a diferentes temperaturas. Verificou-se o
efeito na produtividade, remog¢ao de nitrogénio e fosforo, o teor proteico e atividade enzimatica da

lipase.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da temperatura sobre o cultivo da microalga Parachlorella kessleri em

efluente de termoprocessamento de carne de frango.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar levantamento bibliografico da influéncia da temperatura no cultivo de microalga
em efluentes;

Determinar a influéncia da temperatura no cultivo de Parachlorella kessleri em efluente de
termoprocessamento de carne de frango;

Verificar a eficiéncia de remoc¢do de nitrogénio e fosforo no cultivo de Parachlorella
kessleri em efluente de termoprocessamento de carne de frango condicionadas a diferentes
temperaturas;

Determinar a influéncia da temperatura no teor proteico da Parachlorella kessleri em
efluente de termoprocessamento de carne de frango;

Analisar atividade enzimatica da lipase de Parachlorella kessleri cultivada em efluente de

termo processamento de carne de frango condicionada a diferentes temperaturas.
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3 DELIMITACAO DA DISSERTACAO

A dissertacdo foi dividida em dois capitulos e elaborada conforme o fluxograma (Figura

Figura 01 - Fluxograma da delimitac¢ao da dissertagao.
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4 CAPITULO 1: EFEITO DA TEMPERATURA NO CULTIVO DE MICROALGAS:
UMA REVISAO BIBLIOGRAFICA.

41 RESUMO

As microalgas sdo organismos fotossintetizantes, acentuada plasticidade fenotipica, sintetizam uma
ampla gama de metabolitos valiosos. Entretanto, como qualquer atividade industrial, requer
otimizagdo da cadeia produtiva, compreendendo as espécies cultivadas e, minimizando custos
operacionais. Uma estratégia ¢ cultiva-las em efluentes, como ha décadas elas sdo utilizadas para
tratar/polir e, simultaneamente geram uma biomassa que pode ser aplicada em diferentes setores
industriais. Porém, ha escassez de informacdes em obter o maximo de rendimento da biomassa em
areas externas, ja que estara condicionada a variacdo da temperatura. Ela ¢ uma variavel que
impacta significativamente o crescimento, produtividade da biomassa e seus metabdlitos.
Apresentando oscilagdes diarias, por frequéncia e local do cultivo. Diante disso, essa pesquisa
objetivou realizar revisdo bibliografica do efeito da temperatura sobre o cultivo de microalgas em
efluente. Nas bases de dados Web of Science e Scopus, entre 2013 e 2023. Foram levantados 2.828
artigos, com 147 clusters. O termo biomassa obteve a maior for¢a do total do /ink e nimero de
ocorréncia com, 1,44% e 0,06%, respectivamente. Independentemente do setor industrial, a
biomassa microalgal serd influenciada pela variagdo da temperatura. Ressalta-se que, estratégias
para manter a produtividade microalgal sob estresse térmico se faz necessario. Poderd modelar o
volume do raceway e, prospectar espécies que apresentem maior adaptabilidade as variagdes de
temperaturas.

Palavras-chaves: Efluente; Biomassa; Produtividade microalgal; Estresse térmico..

4.2 Abstract

Microalgae are photosynthetic organisms with marked phenotypic plasticity that synthesize a wide
range of valuable metabolites. However, like any industrial activity, they require optimization of
the production chain, whether by understanding the species cultivated or by minimizing operating
costs. One strategy is to cultivate them in wastewater, as they have been used for decades to
treat/polish them and simultaneously generate biomass that can be applied in different industrial
sectors. However, there is a lack of information on obtaining maximum biomass yield in outdoor

areas, since it will be conditioned by temperature variations. This is a variable that significantly
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impacts growth, biomass productivity and its metabolites, presenting daily fluctuations, by period
and location of cultivation. Therefore, this research aimed to carry out a bibliographic review of
the effect of temperature on microalgae cultivation in wastewater, in the Web of Science and Scopus
databases between 2013 and 2023. A total of 2,828 articles were collected, with 147 clusters, and
the term biomass obtained the greatest strength of the total link and number of occurrences with
1.44% and 0.06%, respectively. Regardless of the industrial sector, microalgal biomass will be
influenced by temperature variations. It is noteworthy that strategies to maintain microalgal
productivity under thermal stress are necessary, whether modelling the volume of the raceway or

prospecting species that present greater adaptability to temperature variations.

Keywords: WasteWater; Biomass; Microalgal productivity; Thermal stress.

4.3 INTRODUCAO

As microalgas sdo caracterizadas como organismos fotossintetizantes, polifiléticas, que
habitam ambientes aquaticos e terrestres, toleram amplas variagdes de temperatura, pH, salinidade
e intensidade luminosa. E estima-se que, ha entre 30.000 a 1.000.000 de espécies e, apenas 1% sao
conhecidas (Brasil ef al.,2017; Erbland et al., 2020; Rumin et al., 2020; Salbitani; Carfagna, 2021).
Devido a diversidade e ao numero de espécies, as microalgas podem ser aplicadas (i) diretamente
na remediacdo, biofertilizantes e na alimentagcdo, (ii) extracdo de biomoléculas para
biocombustivel, enzimas ou nutracéuticas; (ii7) como plataforma de expressao e edi¢do genética
(Vingiani et al., 2019). Logo, elas sdo consideradas plataformas emergentes de varios compostos,
na qual podem ser uma biorrefinaria de microalgas (Chandra et al., 2019; Li-Beisson; Beisson;
Riekhof, 2015). Consequentemente, ha uma expectativa que o mercado de microalgas atinja US$
1,8 bilhdes até 2028, com taxa de crescimento anual composto (CAGR) de 10,3% previsto para o
periodo de 2021 a 2028 (Meticulous Research; EABA, 2022). E estima-se que, anualmente a
producao mundial de microalgas seja em torno de 56.456 toneladas, sendo 5.000 toneladas
produzidas de microalgas do género Chlorella (FAO, 2021; Fernandez et al., 2021).

Desde sua descoberta em 1890 por Beijerinck, em que identificou a espécie-tipo Chlorella
vulgaris (Champenois; Marfaing; Pierre, 2015), o género Chlorella vem sendo amplamente
pesquisado. Para as revisdes sistematicas das espécies pertences ao género, bem como identificar
suas biomoléculas para cultiva-las massivamente. Ha registros que no inicio da década de 60, elas

j& eram cultivadas comercialmente no Japao e em Taiwan. Além do interesse em suas biomoléculas,
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elas possuem alta produtividade e eficiéncia na absor¢do de nutrientes. Essas caracteristicas,
tornaram-nas uma espécie-alvo para cultivo massivo e, atualmente, elas sao cultivadas em larga
escala no Japao, Estados Unidos e Alemanha (Dragone, 2022; Chew et al., 2018). Ademais, essas
caracteristicas despertaram o interesse em utiliza-las também para o tratamento/polimento de
diferentes efluentes. Exercendo um duplo papel, absorver e assimilar nutrientes enquanto sua
biomassa, pode ser aplicada em diversos setores biotecnoldgicos (Amaral et al., 203; Morillas-
Espana et al., 2021; Wang et al., 2022).

Devido a essas caracteristicas, a espécie Chlorella vulgaris ¢ a mais explorada para o
tratamento de efluentes (Pooja et al., 2022). No entanto, hd outros géneros proximos
filogeneticamente do género Chlorella, como o género Parachlorella (Ota et al., 2023). Que
apresentam caracteristicas semelhantes e, podem tratar/polir diferentes efluentes. Uma das espécies
deste género ¢ a Parachlorella kessleri, ela foi analisada para tratar: efluente municipal (Aketo et
al., 2020), efluente de industria de farinha e 6leo de peixe (Viriato et al., 2019); efluente avicola
(Vargas et al., 2023); efluentes de suinos (Qu et al., 2019). Além da significativa eficiéncia para
tratar/polir esses efluentes, sua biomassa apresenta ampla variedade de compostos. Com alto teor
de lipidios, luteina, proteinas, substancias bioativas, carboidratos e antioxidantes (Beigbeder et al.,
2021; Rathod et al., 2023). Logo, essas caracteristicas da microalga Parachlorella kessleri,
destacam-na na biotecnologia de algas (Manoyan et al., 2022).

Em contrapartida, para prospectar esses compostos da sua biomassa, para torna-lo um
produto competitivo no mercado. Necessita-se buscar alternativas para aumentar sua produtividade
em larga escala e, aproximar dos valores tedricos maximos. Solucionando trés questdes-chaves: (7)
identificar e produzir cepas robustas de crescimento rapido em amplas condi¢des de cultivo, (ii)
fotobiorreatores ideais para otimizar a producdo da cepa selecionada, (iii) sistema produtivo
adaptavel sob diferentes condigdes ambientais (Barcelo-Villalobos et al., 2019). As condi¢des
ambientais sdo um dos fatores-chave para obter um alto rendimento da biomassa microalgal, que
influenciard a espécie escolhida e no design, tipo € modo operacional dos fotobiorreatores. Dentre
as condi¢des ambientais que irdao influenciar o cultivo de microalgas, estdo a luz e a temperatura.
Esses parametros podem oscilar sazonal e diariamente, levando a condi¢cdes mais ou menos
favoraveis. E sdo dependentes da localizagdo do cultivo (Dias et al., 2023).

Devido as acentuadas variagdes nas temperaturas globais, bem como as inerentes flutuagoes

diarias, a temperatura tem influéncia direta na taxa fotossintética, no tamanho celular e na
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composi¢do bioquimica (Levina; Romagnoli, 2024). Logo, torna-se necessario identificar e
compreender o impacto da temperatura sobre a microalga, que consequentemente irdo afetar sua
produtividade. Além disso, ao cultiva-las em efluentes havera também o efeito da temperatura
sobre a absorcdo e assimilacao de nutrientes. Portanto, podera afetar a eficiéncia de remocao.
Diante destes fatos, esta pesquisa objetivou realizar levantamento bibliografico do efeito da
temperatura sobre o cultivo de microalga em efluente. Abordando trés eixos-chave: aplicagdes
ambientais das microalgas; microalgas no tratamento de efluentes e o efeito da temperatura no

cultivo de microalgas.

4.4 APLICACOES AMBIENTAIS DAS MICROALGAS

As microalgas sdo organismos fotossintetizantes com ampla diversidade morfoldgica,
fisiolégica e metabodlica. Atualmente, hd um intenso interesse em explorar a diversidade de
compostos sintetizados por elas, para prospecta-los em diferentes setores industriais. Apesar deste
interesse, ha décadas ocorrem pesquisas com as microalgas. Sendo que, varios processos
fisiologicos e metabdlicos foram elucidados com as espécies modelos, como o género Chlorella.
Contudo, ainda hd um numero significativo de espécies que ndo foram identificadas. Que podem
ser exploradas industrialmente, para maximizar o real potencial biotecnoldgico destes organismos.
Consequentemente, produzira novos produtos e servicos (Venancio et al., 2020; Mayfield; Burkart,
2021). Devido a sua capacidade de ocupar e de se adaptar ha diferentes locais, as microalgas
sintetizam ampla versatilidade de biomoléculas, tornando-as uma plataforma biotecnologica
emergente (Li-Beisson; Beisson; Riekhof, 2015; Fields ef al., 2021).

A partir destas caracteristicas, € possivel subdividir a aplicagdo das microalgas por setor
industrial (Figura 02). Cada um dos eixos pontua alguns produtos, que podem ser adquiridos da
biomassa microalgal. No setor da alimentagdo, hé registros arqueoldgicos que datam de 14.000
anos, em que as algas eram utilizadas como fonte de alimento para diferentes culturas (Dillehay et
al., 2009; Torres-Tiji; Fields; Mayfield, 2020). Além da fonte como alimento direto, podem extrair
biomoléculas como, proteinas, lipidios e carboidratos. E utilizé-las como atividades antioxidantes,
anticancerigenas e anti-hipertensivas (Gouda et al., 2022). Semelhante ao setor de alimentagao, o
setor farmacéutico busca por novas fontes para medicamentos. A partir da biomassa microalgal,
obtém-se uma fonte rica em compostos bioativos como, vacinas, hormdnios, anticorpos, regulador

imunologico e medicamentos (Khavari ef al., 2021). Por apresentar de 30 a 80% de teor e contetdo
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proteico da biomassa (Geada et al., 2021; Janssen; Wijffels; Barbosa, 2022), podem utiliza-las
como proteinas recombinantes para medicamentos. Elas sdo seguras, ha minimas alteragdes poOs-
traducionais na glicosilacao logo, facilitara sua compatibilidade com o hospedeiro (Banerjee; Ward,

2022).

Figura 02 - Fluxograma das aplicacdes das microalgas nos diferentes setores com os respectivos

produtos que podem ser gerados.
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Outro setor com crescimento significativo € o de fertilizantes e estimuladores. Por
apresentar uma biomassa rica em polissacarideos, fitohormonios, poliaminas, lipidios e
aminoacidos livres. Especificamente as algas verdes, podem ser utilizadas como fertilizantes a
partir do processo de mineraliza¢do dos nutrientes (Cordeiro et al., 2022; Musetsho et al., 2021).
No setor quimico, podem obter biocombustivel e matéria-prima na producdo de biocimento. Este
ultimo subproduto, foi identificado a partir da biomineralizagdo de diatoméaceas, que
simultaneamente contribuird com a descarbonizagao da industria cimenteira (Olonade ef al., 2023;

Williams, 2022).
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J& o setor de biorremediagdo, apresenta-se como um amplo campo sendo explorado. Além
de assimilar eficientemente os compostos presentes nos efluentes, sua biomassa podera ser aplicada
nos setores mencionados. Ressalta-se que, aplicar a biomassa na alimentagdo e farmacéutica,
necessita-se ser devidamente validados, quanto a sua biosseguranca. Consequentemente, podera
inviabilizar o uso da biomassa microalgal cultivada em efluentes, ja que efluentes podem apresentar
compostos recalcitrantes, como metais pesados. Além da possibilidade em remediar efluentes com
microalgas, elas podem biofixar dioxido de carbono (COz). Como, por exemplo, a espécie
Chlamydomonas acidophila que podera tolerar altas concentracdes e apresentar simultaneamente

elevada concentracao de lipidios (Neves et al., 2018).

45 MICROALGAS NO TRATAMENTO DE EFLUENTES

Estima-se que anualmente, sejam produzidos 380 milhdes de metros ctbicos de efluentes
no mundo e os principais contaminantes s3o: nitrogénio (N) com 16.600 milhdes de toneladas,
fosforo (P) com 3 milhdes de toneladas e, potassio (K) com 6.300 milhdes de toneladas (Qadir et
al., 2020). Sendo que, o N e P sdo considerados contaminantes preocupantes por causarem a
eutrofizag¢do dos corpos hidricos, alterando o ecossistema e uma ameaca a saude publica (Zhang;
Li; Ho, 2021). Logo, precisam ser reduzidos suas concentragdes, antes do langamento nos corpos
receptores (Mohsenpour ef al., 2021). Os métodos convencionais para tratar esses contaminantes
visam minimizar as concentragdes de N, P orgénicos, a demanda quimica de oxigénio (DQO) e
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) do efluente no tratamento secundario (Rout ef al., 2021).
Entretanto, dependendo das caracteristicas do efluente, ainda haverd elevadas concentragdes de N,
P inorganico, apresentando adicionalmente compostos recalcitrantes e metais pesados. Logo, as
estacdes de tratamento de efluente (ETE) necessitam acoplar um tratamento tercidrio para
polimento que: (i) sejam de baixo custo operacional; (ii) apresentem alta eficiéncia e; (iif)
possibilitem recuperar recursos advindos dos efluentes (Chrispim; Scholz; Nolasco, 2019; Zagklis;
Bampos, 2022). Sendo assim, utilizar o cultivo de microalgas para o polimento de efluente pode
ser uma alternativa.

As microalgas destacam-se como uma alternativa promissora no tratamento/polimento de
efluentes, considerando-as um método sustentavel (De Souza et al., 2019; Song et al., 2022).
Entretanto, como qualquer outro método de tratamento/polimento de efluente, as microalgas terdo

fatores desfavoraveis para seu uso. Logo ha necessidade de ampliar o conhecimento, identificando
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esses fatores para efetiva-las no tratamento/polimento de efluentes. Para elucidar, adaptou-se a
tabela 01 dos autores Moondra; Jariwala; Christian (2021), apresentando os principais topicos ao

! com a ficorremediagdo?. Agrupando seus topicos em

comparar os métodos convencionais usuais
Operacional e Sistema.

Operacional. Ao iniciar um planejamento de uma estagdo de tratamento/polimento de
efluentes, devem ser considerados alguns fatores para executa-los, como mensurar os custos a
curto, médio e a longo prazo para opera-la. Os métodos convencionais sao caracterizados por exigir
energia, espaco e capital elevada (Mondal et al., 2022), dependendo do volume que seré tratado, o
espaco necessario sera elevado. Além disso, fluxo que o efluente passard na estacdo e suas etapas
de tratamento, necessitara equipamentos e recursos humanos especificos. Podera utilizar produtos
quimicos como, cloreto férrico e sulfato de aluminio. A adi¢cdo de produtos quimicos, poderao
elevar os custos da estacdo, bem como podera restringir o destino do residual do tratamento.

Em contrapartida, a ficorremediagdo ¢ apontada como método sustentavel. Entretanto, para
implementa-la e opera-la, também havera custo para espaco, energia, equipamentos € recursos
humanos especificos. Como esse método ¢ baseado em um microrganismo, logo estara
condicionado que ele se adapte as caracteristicas do efluente. E estara suscetivel as variaveis
ambientais. Consequentemente, torna esse método complexo, devido ao fato que necessitara
identificar o fluxo e o sistema adequado para o efluente. Isolar e minimizar os efeitos das variaveis
ambientais e, atender os parametros requeridos pelas legislagdes ambientais. Além disso, o fato de
ndo requerer produtos quimicos e aeracao (ja que havera a fotossintese), a ficorremediagdo elevara
seus custos, na separag¢do e no processamento da biomassa. O que torna promissor em tratar/polir
efluentes com ela, ¢ a possibilidade em acopla-la a estagdo e, aplicar o conceito de biorrefinaria e

de economia circular.

! Processos fisico-quimicos e bioldgicos na remocio de metais pesados e compostos organicos, em niveis primario e
secundario (Silva, 2023).
2 Utilizam algas para remover e/ou minimizar contaminantes (Danouche; Ghachtouli; Arroussi, 2021).
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Tabela 01 - Comparativo entre o método convencional e a ficorremediagdo no tratamento de

efluentes.
~ TRATAMENTO
FICORREMEDIACAO CONVENCIONAL
Abordagem sustentavel; Abordagem de_ alto f:usto €
desatualizada;
Requer que a espécie se adapta as Necessario operadores qualificados
caracteristicas do efluente e ambientais; para o sistema de tratamento;
Menor custo operacional e de Maior custo operacional e de
manutenc¢éo; manutencéo;
Gasto energetico na sgparagac? € OPERACIONAL Gasto energético elevado;
processamento da biomassa;
Pode acoplar com tratamento O sistema é um processo especifico
convencional; logo requer acoplar a outras técnicas;
Aeracdo natural para remogéo dos Aeracdo mecéanica: método artificial
poluentes a partir da fotossintese; para remocdo de poluentes;
Sem adicio de produtos quimicos; Adiciona produtos qunmcos para o
tratamento;
Altamente eficiente na remogéo de - . o
. . . : Remocdo baixa de carga inorgénica de
nutrientes, carga inorganica e metais ) . !
! nutrientes e de metais pesados;
pesados;
I?o§5|bllldade de aplicar amesma Cada efluente apresenta tratamento
espécie para tratar efluentes industriais, e
S . especifico;
municipais e agricolas
Colabora com fixagdo de CO2 através Emissdo de gases de efeito estufa no
da fotossintese; processo de tratamento;
Remogdo de nutrientes, pigmentos, Vérias etapas envolvidas para remover
reducéo de DQO e DBp em uma Unica SISTEMA cada parametro;
etapa;
Geracdo menor de lodo; Alta geracdo de lodo;
Baixa taxa de A/M * Alta taxa de A/M;

O lodo gerado poder ser uma fonte
adicional de poluigo, se ndo houver
gerenciamento correto;

A biomassa gerada pode ser um
subproduto de valor agregado;

Se houver planejamento e
aproveitamento da biomassa microalgal,
ndo ha poluicdo secundaria.
* A/M: Alimento /Microrganismo

Fonte: Adaptado de Moondra; Jariwala; Christian (2021).

O sistema convencional é associado a
poluigdo secundaria.

Sistema. Além do fator operacional, a escolha de um sistema eficiente tem relevancia
significativa na estagdo. Seus resultados, devem atender obrigatoriamente as legislagdes ambientais
vigentes. Uma das principais caracteristicas da ficorremediagado € a capacidade que as microalgas
tém em assimilar os poluentes presentes nos efluentes, como nitrogénio, fésforo e metais pesados,
em compostos essenciais, para o seu desenvolvimento e metabolismo. Além disso, por serem
organismos fotossintetizantes que fixam CO», poluente que dependendo da estagdo € um passivo

ambiental elevado. Podera corroborar para minimizar seus efeitos. Em sintese, o método
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convencional apresenta uma dindmica de fragmentar os poluentes, para reduzir sua concentragao.
E assim, obter a maxima eficiéncia e, atender as legislacdes ambientais. Ja com a ficorremediagao,
0s processos sao simultaneos e, irdo reduzir eficientemente a concentracdo dos contaminantes.

Por outro lado, dependendo do volume e do segmento do efluente, suas concentragdes
brutas, turbidez e cor elevada. Poderdo ser toxicas e obstruir a passagem da luz para as microalgas
consequentemente, inviabilizard o tratamento/polimento com a ficorremediagdo. Logo, as etapas
presentes nos métodos convencionais, poderao propiciar que as microalgas consigam desempenhar
adequadamente sua fungao no tratamento/polimento. Sendo assim, acoplar a ficorremediacao em
estagdo com métodos convencionais, podera obter uma eficiéncia de remogao de contaminantes
significativa. Além disso, a presenga das microalgas podera incrementar o tratamento secundario,
ao promover uma melhora funcional significativa da comunidade bacteriana. Consequentemente,
aumentar as taxas nitrificantes (Wang et al., 2023).

Como mencionado, a biomassa microalgal podera ser direcionada como matéria-prima para
diferentes setores industriais. Devido a este fato, a ficorremediacao ¢ alternativa sustentavel e,
corroborara para efetivar o conceito de economia circular. Em contrapartida, o método
convencional, haverd geracdo de lodo e, estes sdo direcionados para aterros. Logo, ha apenas
transferéncia do residuo do tratamento do efluente, que necessitara que sejam tratados seu
percolado. Além disso, o lodo gerado necessita que a relagdo alimento e microrganismo (A/M)
estejam em equilibrio. Haja vista que, ao obter uma alta taxa de A/M, podera elevar a producao de
acidos graxos volateis. Inibira a atividade das arqueias metanogénicas e, assim a producdo de
metano (Liu et al., 2012; Wang et al., 2018). Atualmente, para minimizar os efeitos do lodo e evitar
direciona-los para aterros. Ha alternativas como, ser direcionado a compostagem (Chen et al.,
2024) e, para producao de tijolo ecoldgico (Zat et al., 2021).

Independentemente do comparativo entre eles, identificando os fatores positivos e
desfavoraveis. H4 estudos com diferentes efluentes e espécies de microalgas, que apresentam
elevadas eficiéncias de remoc¢do de nutrientes. A microalga Navicula venata, foi cultivada em
efluente primério municipal e, obtiveram-se remogdes de 96,9% de nitrogénio, de 99,8% para
fosforo e 95,7% de demanda quimica de oxigénio (Sisman-Aydin, 2022). A microalga Scenedesmus
sp., foi cultivada em efluente de aterro sanitario diluido e, obteve-se remog¢ao de 69% de nitrato e
87% de fosforo (De Souza et al., 2021). Ja a microalga Chlorella vulgaris, foi cultivada em efluente

téxtil, com remogao de 97% de descoloracao e 82% de demanda quimica de oxigénio (Javed ef al.,
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2022). Além destas espécies, a microalga P. kessleri também vem sendo testada para tratar
efluentes de cervejarias, agroindustriais e industriais (Beigbeder ef al., 2021; Primo, 2022; Sharma
et al., 2019) Esses estudos, constatam a capacidade das microalgas em tratar/polir diferentes
efluentes. Entretanto, necessita-se buscam detalhar os processos de absorcao e assimilagcdo dos
compostos, identificar a relacdo entre a espécie-efluente, os condicionantes que irdo influenciar a

eficiéncia dos sistemas de tratamento/polimento de efluentes na ficorremediagao.

46 EFEITO DA TEMPERATURA NO CULTIVO DE MICROALGAS

O uso de microalgas em sistemas de lagoas de alta taxa (tanques raceway) para tratamento
de efluentes iniciou-se em meados do século XX, quando foram desenvolvidos estes sistemas pela
Universidade da Califérnia (Young, Taylor, Fallowfield, 2017). Desde entdo, os sistemas
evoluiram. Entretanto, mesmo com o historico de uso e ser uma alternativa eficiente para
tratar/polir efluentes, ha fatores condicionantes que podem impactar o cultivo de microalgas e, que
ainda necessitam compreensdo. Haja vista, que a maioria das pesquisas sdo realizadas sob
condi¢des controladas. Logo hd uma lacuna em compreender as limitagdes do crescimento
microalgal em areas externas com efluentes, sob efeito de varidveis ambientais (Bhatt et al., 2022;
Morillas-Espafia et al., 2021; Zurano, et al., 2021). Elas podem apresentar oscilagdes de
temperatura, radiagdo solar e fotoperiodo, que irdo afetar os processos fotossintéticos, bem como a
taxa de crescimento microalgal (Xu et al., 2021). Para enfrentar ¢ minimizar esses efeitos, as
microalgas dispdem de acentuada capacidade de adaptar-se as varidveis ambientais, essa
caracteristica ¢ denominada de plasticidade fenotipica.

Dentre as variaveis ambientais com efeitos significativos nas microalgas, a temperatura
apresentard oscilagdes didrias e sazonais. Ela afetara diretamente a taxa de crescimento, bem como
a composi¢do bioquimica microalgal e a absor¢ao de nutrientes (Subhash et al., 2014; Teng et al.,
2020). As microalgas conseguem adaptar as variagdes e extremas temperaturas, essa caracteristica
esta relacionada a origem da espécie (Chokshi et al., 2015; Salbitani; Carfagna, 2021). A microalga
Chlorella vulgaris € uma espécie-tipo que também ¢ intensamente pesquisada para tratar efluentes.
Sua faixa de temperatura 6tima ¢ de 15 °C a 20 °C, sendo condizente com a faixa de temperatura
de 15 °C a 30 °C que maioria das microalgas sdo cultivas (Gao et al., 2023; Zhang et al., 2020).
Entretanto, uma cepa da Chlorella vulgaris apresentou caracteristicas de crescer em temperaturas

moderadas e tolerancia temperaturas baixas (Levina; Romagnoli, 2024). Ela foi coletada na regiao
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norte da Suécia, com periodos longos de temperaturas baixas ao ano. Logo, essa cepa possibilitara
cultiva-la para tratar/polir efluentes em locais com temperaturas baixas.

Devido ao efeito e a relevancia da temperatura sobre as culturas de microalgas, foi realizada
uma revisao bibliografica, para identificar quais os principais tOpicos que permeiam este assunto.
Selecionou as bases de dados Web of Science e Scopus entre 2013 e 2023, refinando para artigos
de pesquisa e revisao e, em inglés. Os 50 artigos mais citados em cada ano, base de dados e grupo
de palavras-chave foram selecionados. Esses grupos sdo: (i) “microalgae” and “temperature” and
“wastewater”; (ii) “microalgae” and “temperature” and ‘“‘raceway’; (iii) “microalgae” and
“temperature” and “cultivation”; (iv) “microalgae” and “temperature” and “remediation” e; (v)
“microalgae” and “temperature” and “photobioreactors”.  Obteve-se 4.910 artigos, que
posteriormente foram inseridos na plataforma Zotero, para excluir os artigos duplicados. Ao final,
obteve-se 2.828 artigos. Eles foram adicionados na plataforma Vosviwer, para correlaciond-los e

obter cluster. Utilizou-se apenas os termos que constavam citados >5 vezes, entre os artigos (Figura
03).
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Figura 03 - Mapa da similaridade dos termos encontrados nas bases de dados Web of Science e

Scopus em seus respectivos clusters no software Vosviwer entre 2013 e 2023.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Foram identificados, 1.000 termos em 147 clusters. Para evitar a sobreposi¢do dos termos
similares, com as palavras-chave “microalgae” e “temperature”, foram agregados e obtiveram-se
suas médias. Os termos que estavam no singular, no plural ou separados, também foram agregados.
Assim, obteve-se a média tanto do numero de ocorréncia como, da forga total do link destes termos.
O termo Biomass obteve a maior forga total do link com, 13.053 e ocorréncia com, 527 (Tabela
02). Representando, 1,44% e 0,06%, respectivamente. Como mencionado, a temperatura ¢ uma
varidvel que influéncia significamente o crescimento e a composi¢do bioquimica da biomassa

microalgal. Logo, ao prospectar a aplicagdo da sua biomassa, em diferentes setores industriais a
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partir do tratamento/polimento de efluente, deve-se compreender que a produtividade da biomassa

ira oscilar pela dependéncia a temperatura.

Tabela 02 - Representacao dos termos que apresentaram a maior forca total do link e nimero de

ocorréncia.

TERMO FORCA TOTAL DO LINK OCORRENCIA
Biomass 13053 527
Microorganisms 9415 397
Biofuel™ 8552 322
Wastewater treatment 7734 287
Metabolism 7597 251
Waste water management 6436 164
Waste water™™ 6294 186
Biotechnology 5601 193
Nitrogen 5452 165
Bioremediation 5437 178
Chemistry 5376 179
Carbon dioxide 5349 230
Procedures 4821 145
Biofuel production 4593 149
pH 4573 133
Biodiesel 4419 218
Microalgae” 4270 158
Lipid 4023 133
Biomass production 3976 106
Bioreactor 3895 111
Pollutant removal 3875 114
Anaerobic digestion 3851 132
Carbon 3818 134
Controlled study 3764 113
Water pollutant 3750 104
Adsorption 3643 140
Temperature” 964 29

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

*Representa a média dos termos similares de microalga (microalgae, microalga, algae, micro-algae, algal-growth, alga, green
alga, algal cell culture, microalgae cultivation, microalgal biomassa, microalgal cultivation, algal culture, algal biomass e algal
cultivation) e temperatura (temperature, temperature effect, environmental temperature, temperature sensitivy, high
temperature, low temperature, hot temperature, water temperature, temperature dependence);

**Unido dos termos iguais de biocombustivel (biofuel e biofuels) e efluente (waste water e wasterwater).

A dependéncia das microalgas pela temperatura, apresentard niveis distintos sobre a

biomassa microalgal. Podera alterar tanto a sintese das biomoléculas e metabdlitos, bem como no
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rendimento total da biomassa. Cada espécie microalgal, apresentara uma faixa de temperatura
Otima, e manté-las em areas externas ¢ dificil devido suas variagdes sazonais e didrias (Rodriguez-
Miranda et al., 2022). Logo, seu efeito sobre a biomassa incide no fato, da cepa microalgal adaptar
as temperaturas em que sdo condicionadas. Devido ao fato delas serem organismos
poiquilotérmicos (do grego “poikilo” = variado e “therme” = calor), ndo apresentam capacidade de
manter a temperatura interna e, necessitam adaptar-se as condi¢des do meio. E assim, preservar a
homeostase celular (Huner et al.,2023; Ishikawa-Ishiwata et al., 2023; Wu, Baumeister,
Heimbucher, 2023). As variagdes da temperatura levarao as microalgas ao estresse, e seu sistema
tenderd a neutraliza-lo, dependendo do nivel de desequilibrio ocasionado pela temperatura. Elas
realizardo acgoes de: (i) regulacdo: a célula tentara manter a homeostase no estresse inicial regulando
seu sistema bioldgico; (i7) aclimatag¢do: quando o nivel de estresse ocasionado persistir a célula
tentard equilibrar seu sistema biologico e voltar a homeostase; (iii) adaptagdo: se o estresse
condicionado a célula estabilizar por longos periodos, ela apresentard um novo fenotipo
(Borowitzka, 2018; Giordano, 2013).

Essa adaptacao que altera o fenotipo, ¢ denominada de plasticidade fenotipica. Que permite
um organismo lidar com a varidvel ambiental, sendo subdividida em adaptativa, desadaptativa e
neutra (Ghalambor et al., 2007; Leung et al., 2023). As microalgas apresentam acentuada
plasticidade fenotipica logo, torna essa caracteristica relevante para seu cultivo. Ja que determinara
como a produtividade da biomassa e bioproduto alvo sintetizado, se comportara com as variagdes
da temperatura (Jebali et al., 2022). Na literatura, hé estudos significativos em que identificaram,
como a temperatura alterou o fenotipo de diferentes espécies de microalgas. Essas alteragdes,
poderdo afetar a produtividade da biomassa em diferentes niveis. Desde a taxa de transferéncia de
COz e O3, a solubilidade do meio, processos enzimaticos € modulacao da composicao e estrutura
metabodlica. Até a morte da microalga, ao degradar as proteinas e danos oxidativos progressivos
(Serra-Maia et al., 2016). Dentre os niveis de alteragdo do fendtipo, esta a composicao dos lipidios.
Eles mantém a fluidez da membrana, modulando-o na composicao da cadeia acila, em temperaturas
baixas e altas. Essa caracteristica ¢ denominada de adaptagdao homeoviscosa (Huner et al., 2023;
Ishikawa-Ishiwata et al., 2023; Shim et al.,2020).

Contudo, essa modulagdo que os lipidios realizam representa uma fracdo do efeito da
temperatura, sobre um bioproduto da biomassa microalgal. Assim, ¢ necessario ampliar a

compreensao, identificando os efeitos sobre a fotossintese. A temperatura exerce influéncia sobre
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a enzima ribulose-1,5-bifosfato (RubisCo), que atua tanto na fotossintese como na fotorrespiragao.
Ela é dependente da relacao O2/CO., quando a relagao for menor (alta concentragdo de CO; e baixa
concentragdo de O;) tenderd para a fotossintese. Quando a relagao for elevada (alta concentragao
de O; e baixa concentragdo de CO»), tenderd a fotorrespiragcao (Masojidek et al., 2021; Ras, Steyer,
Bernard, 2013). No cultivo de microalgas, ¢ necessario que a fotorrespiracao seja inibida, para ndo
reduzir o rendimento da biomassa (Costache ef al., 2013). Logo, a concentracdao de CO; serd alta e
de O baixa e, podera ser obtida ao elevar a temperatura do cultivo (Ras, Steyer, Bernard, 2013).
Como mencionado, cada espécie de microalga apresentard uma faixa de temperatura 6tima,
para seu cultivo. Consequentemente, espécies que sdo termotolerantes a altas temperaturas, serdo
propicias para inibir a fotorrespiragao e, obter uma produtividade da biomassa consideravel. Em
um estudo, foi identificada que a microalga Picochlorum sp., uma espécie termotolerante, de um
lago ocednico na Bonaire, em que as temperaturas sdo elevadas ao longo do ano. Essa espécie,
apresentou o maior rendimento da concentragdo da biomassa, em temperatura de 47,5 °C (Barten
et al., 2021; Barten et al.,2020). Entretanto, mesmo identificando as espécies que apresentam alta
plasticidade fenotipica, devido a sua origem. Para manter crescimento e produtividade de biomassa
sob as flutuagdes das temperaturas, requer outras estratégias. Ressalta-se que, faz necessario
buscar, paralelamente, minimizar os efeitos da temperatura nas microalgas cultivadas em sistemas
de tratamento/polimento de efluentes. Dentre as estratégias, podem ser consideradas utilizar, a
modelagem matematica, para prever os efeitos da temperatura na cultura. Ou alterar a profundidade

do raceway, ao longo das varia¢des da temperatura ao ano (Rodriguez-Miranda et al., 2022).

4.7 CONCLUSAO

Cultivar microalgas, integrando-as aos sistemas de tratamento/polimento de efluentes,
podera ser uma estratégia promissora. Tanto do ponto de vista de diminuir os custos da produgao,
utilizando-o como meio de cultivo, como também por possibilitar aplicar o conceito de economia
circular. Simultaneamente, podera corroborar com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
da ONU (ODS), ao remediar um passivo ambiental e, produzird uma biomassa microalgal que
podera ser aplicada como multiplataforma industrial;

O cultivo das microalgas em efluentes, ¢ dependente das condigdes ambientais, sendo
suscetivel as variacoes da temperatura. Este parametro afetard significativamente as microalgas,

seja no crescimento como na biomassa. Independentemente do setor industrial que serd prospectada
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a biomassa de microalgal, a temperatura influenciard o cultivo. Assim, identificar espécies
tolerantes, desenvolver alternativas tecnologicas, prever e minimizar seus efeitos, € necessario para
avangar e concretizar o potencial das tecnologias de polimento de efluentes através do cultivo de

microalgas.
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3) CAPITULO 2: INFLUENCIA DA TEMPERATURA NO POLIMENTO DE
EFLUENTE DE TERMO PROCESSAMENTO DE CARNE DE FRANGO ATRAVES DO
CULTIVO DA MICROALGA PARACHLORELLA KESSLERI.

51 RESUMO

Os efluentes da industria avicola, mesmo apds o tratamento, apresentam acentuadas concentragdes
de nitrogénio e fosforo, que necessitam de um polimento para atender as legislagdes ambientais.
As microalgas apresentam significativa capacidade de polir efluentes, simultaneamente sua
biomassa sintetiza biomoléculas de alto valor. No entanto, o cultivo de microalgas estara suscetivel
as variagoes da temperatura, que influenciardo a produtividade e a eficiéncia de remogao de
nutrientes. Este estudo objetivou avaliar a influéncia da temperatura no polimento de efluente de
termo processamento de carne de frango através do cultivo da microalga Parachlorella kessleri.
Condicionou-o a trés temperaturas (10 °C, 20 °C e 30 °C) em triplicatas, durante 13 dias de
experimento. Avaliou-se o crescimento, produtividade, eficiéncia de remogdo de nitrogénio e
fosforo, teor proteico e atividade enzimatica da lipase. A temperatura de 20 °C obteve a maior
densidade celular, maior densidade dptica e produtividade da biomassa com 3.738,33 cel./mL 104,
3,59+1 € 0,049+0,01 g.L.d"!, respectivamente. O teor proteico e atividade enzimatica da lipase niio
apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamentos. Ao sexto dia de cultivo, obteve-se uma
eficiéncia de remocao de amodnia de 98,79% e ao 13° dia de cultivo obteve 95,67% de remogao
para fosforo. A microalga Parachlorella kessleri atingiu os limites maximos exigidos pelas
legislagdes ambientais para nitrogénio e fosforo sob a temperatura de 20 °C. Ressalta-se que, para
ampliar a compreensao do cultivo das microalgas para o polimento de efluentes, devem considerar
o tempo de cultivo. E para minimizar o estresse térmico, identificar a faixa de temperatura 6tima e
as extremas toleraveis pela microalga.

Palavras-chave: Industria avicola; Remocao de nutrientes; Estresse térmico; Tempo de cultivo;

Proteina; Lipase.

52 ABSTRACT
Poultry industry wastewater, even after treatment, presents high concentrations of nitrogen and
phosphorus, which require polishing to comply with environmental legislation. Microalgae have a

significant ability to polish wastewater, while their biomass synthesizes high-value biomolecules.
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However, microalgae cultivation will be susceptible to temperature variations, which will influence
productivity and nutrient removal efficiency. This study aimed to evaluate the influence of
temperature on the polishing of wastewater from a thermal processing plant for chicken meat
through the microalgae cultivation of Parachlorella kessleri. It was conditioned to three
temperatures (10 °C, 20 °C and 30 °C) in triplicates, during 13 days of experiment. Growth,
productivity, nitrogen and phosphorus removal efficiency, protein content and lipase enzymatic
activity were evaluated. The temperature of 20 °C obtained the highest cell density, optical density
and biomass productivity with 3,738.33 cells/mL 104, 3.59 + 1 and 0.049 + 0.01 g.L.d-1,
respectively. The protein content and enzymatic activity of lipase showed no statistical differences
between treatments. On the sixth day of cultivation, an ammonia removal efficiency of 98.79%
was obtained and on the 13th day of cultivation, it obtained 95.67% removal for phosphorus. The
microalgae Parachlorella kessleri reached the largest limits required by environmental legislation
for nitrogen and phosphorus at a temperature of 20 °C. It should that, to broaden the understanding
of microalgae cultivation for wastewater polishing, the cultivation time must be considered. To
minimize thermal stress, find the best temperature range and the extremes tolerable by the
microalgae.

Keywords: Poultry industry; Nutrients of removal; Thermal stress; Cultivation time; Protein;

Lipase.

5.3 INTRODUCAO

A industria avicola ¢ considerada uma das principais atividades econdmicas alimenticias
mundiais e estima-se que, em 2024, a producdo seja de 103,3 milhdes de toneladas de carne,
estando os Estados Unidos, como principais produtores mundiais, seguidos pelo Brasil (USDA,
2023). Consequentemente, ha geracdo de passivos ambientais como o consumo de agua potavel,
previsto o uso de 261 no processamento por ave (Dada et al., 2023). Logo, hé geragdo de efluentes
que precisam ser devidamente analisados e tratados, eles sdo constituidos por carga organica,
nutrientes, so6lidos suspensos e metais, que apresentam altas concentragcdes de demanda quimica e
bioldgica de oxigénio, nitrogénio e foésforo (Plumber; Kiepper, 2011; Vladic et al., 2023). Por sua
vez, os tratamentos dos efluentes de processamento de aves podem ser usuais, como lagoas de

estabilizacdo e reatores anaerdbios, aerobios e andxicos (Manjunath; Yakshith; Meghashree, 2023)
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ou como tratamentos avancados por ultrafiltragdo (Dada et al., 2023). Cada sistema apresenta
vantagens e desvantagens, entretanto atualmente hd interesse ndo apenas em tratar os efluentes,
mas praticar uma gestao sustentavel, considerando o potencial de recuperar recursos advindos dos
efluentes (Chrispim; Scholz; Nolasco, 2019).

Corroborando com esta perspectiva, as microalgas apresentam-se como uma alternativa
promissora no tratamento de efluentes, podem polir e remover os compostos, assimilando-os como
nutrientes para processos bioldgicos essenciais. Nos ultimos 50 anos avangaram gradualmente
como plataforma biotecnologica (Fields et al., 2021), dentre as vantagens em utilizar as microalgas
estdo: (i) alta taxa de crescimento; (i7) sobrevivem em condigdes extremas; (iii) absorvem e
assimilam eficientemente nitrogénio (N) e fosforo (P); (iv) mantém a quantidade de oxigénio
dissolvido entre as fases fotoquimica e quimica da fotossintese; (v) podem resultar em economia
de até 84% ao ndo utilizar dgua potavel e 55% para nutrientes essenciais sintéticos como nitrogénio
e fosforo; (vi) ao incorporar microalgas em sistemas apenas bacterianos pode melhorar as taxas de
nitrificagdo e; (vii) sua biomassa pode ser aplicada como biofertilizantes ou bioestimulantes, na
aquicultura, na producdo de alimentos e biocombustiveis (Bhatt et al., 2022; Ho et. al., 2018;
Morillas-Espafa ef al., 2021; Sanchez-Zurano et al., 2021; Yang et. al., 2011; Wang et al., 2023).

A partir destas caracteristicas, atualmente ha varias pesquisas sendo desenvolvidas para
determinar a eficiéncia de tratar diferentes efluentes de processamento de aves, com distintas
espécies de microalgas (Adekanmi et al., 2020; Han et al., 2019; Perera et al., 2022; Singh et al.,
2020; Viegas et al.,2021). Dentre as espécies, a microalga Parachlorella kessleri vem destacando-
se como uma promissora espécie no tratamento de efluentes, e simultaneamente sintetizam
biomoléculas de alto valor como: polifendis (Isquierdo; Coral; Benavies, 2024), butanol (Bauenova
et al., 2024), producdo de carboidratos (Qu et al., 2019), corrente elétrica e propriedades
exoeletrogénicas (Petrova et al., 2024), biohidrogénio (Manoyan et al., 2019), produtora lipidica
(Song et al., 2023) e, como produtora de enzimas como fosfatase (Rathod et al., 2023) e
galactolipase (Hashiro et al., 2018). Além de otimizar os sistemas produtivos e a alta demanda para
varios setores industriais, prospectar lipases de microalgas podera ser uma alternativa promissora.
Sendo possivel obté-las de uma fonte sustentdvel, cultivando-as em efluentes havera redugdo
consideravel dos custos de produgdo (Brasil ef al., 2017; Vingiani et al., 2019). Ademais,
possibilitara ampliar a compreensdo da sua sintese € agdo, para aumentar a produgao de lipidios

para biocombustiveis (Kong et al., 2018; Nomaguchi ef al., 2018).
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Todavia, a maioria destas pesquisas foram executadas em condi¢des controladas. Ao
transferir os cultivos para ambientes externos, haverd influéncia das condi¢des ambientais do local
de cultivo de microalgas, como temperatura. Dependendo dos locais de cultivo, havera
interferéncia das flutuacdes sazonais e diarias da temperatura, bem como sua duragdo, frequéncia
e severidade dos periodos de temperaturas elevadas e baixas (Barati et al., 2018; Novoveska et al.,
2023). A temperatura exerce influéncia significativa no crescimento e na composi¢ao bioquimica,
como carboidratos, lipidios, proteinas e enzimas, sendo que cada espécie de microalga apresentara
uma temperatura ideal (Salama et a/.,2018; Silva, 2022). Dentre esses componentes da biomassa
microalgal, as proteinas que apresentam o maior percentual, com 30 a 80% (Janssen; Wijffels;
Barbosa, 2022), sao fundamentais por participarem direta ou indiretamente de todos os processos
celulares. E a temperatura exerce influéncia sobre elas, por manter a conformagdo estrutural
proteica e atividade enzimatica, ao submeté-las a temperaturas elevadas por periodos longos, o teor
proteico ird diminuir, como ird ocorrer a desnaturagdo proteica ao romper as ligagdes ndo
covalentes (Marzzoco; Torres, 2015; Pitawala et al., 2023).

Ademais, a temperatura também influenciard como as microalgas absorverao e assimilardo
os nutrientes, consequentemente a eficiéncia do tratamento do efluente (Xu et al., 2021; Zhang et
al., 2021). Por sua vez, a temperatura também exercera fator-chave na gestao dos efluentes nas
estacdes de tratamento de efluentes (ETE), influenciando tanto os processos quimicos como os
biologicos. Quando ela estiver operando em uma temperatura 6tima, havera melhora nos processos
de conversdo, elevando a eficiéncia de remog¢do, bem como viabilizard alguns processos do
tratamento (Alisawi, 2020; Sathya et al., 2023). Haja vista que, 60% da remocao dos compostos €
realizada pela comunidade bacteriana no tratamento biologico e, a variacdo da temperatura
impactara delas. Logo, ao elevar a temperatura acima de 40 °C, a maioria das bactérias podera
desaparecer. E ao diminuir a temperatura abaixo de 15 °C, poderd diminuir o crescimento
bacteriano, inviabilizard algumas fungdes vitais, como a nitrificacdo e assim perderd a eficiéncia
no tratamento (Ren et al., 2021; Sathya et al., 2023). Sendo assim, a temperatura ndo apenas
influenciard o tratamento/polimento do efluente com microalgas, mas também a composigao dele,
trazendo impactos significativos na operagdo da ETE.

Diante destes fatos, esta pesquisa objetivou avaliar a influéncia da temperatura no
polimento do efluente de termoprocessamento de carne de frango através do cultivo da microalga

Parachlorella kessleri.
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54 MATERIAIS E METODOS
5.4.1 Material biol6gico e Condicdes da cultura

A espécie de microalga utilizada nesta pesquisa foi a Parachlorella kessleri (Fott &
Novakovd) (Krieitz, 2004), pertencente a classe Trebouxiophyceae. Ela foi coletada em
reservatorio na cidade de Florianopolis e inserida no banco de cepas do Laboratério de Cultivo e
Biotecnologia de Algas (LCBA) da Universidade do Estado de Santa Catarina - UDESC-Laguna,
sob codigo (LCBAOO1). Foram mantidas na sala de microbiologia do Laboratorio de Tratamento
de Agua e Residuos (LABTRAT) na UDESC-Lages, com fotoperiodo de 12 h, aera¢io constante,
iluminagdo artificial com lampadas LED de 40W e, em meio sintético Tris-Acetate-Phosphate
Medium (TAP) que apresenta a seguinte composicdo: 2.00-102M (H,NC(CH,OH);3), 7.00-10°M
(NH4Cl), 8.30-10*M (MgS04.7H,0), 4.50-10*M(CaCl,.2H20), 1.65-10>M (K,HPO4), 1.05-10°
M (KHPOs), 1.34-10"M (Na;EDTA.2H,0), 1.36-10*M (ZnS04.7H,0), 1.84-10“M (H3BO:s),
4.00-10°M (MnCL.4H,0), 3.29-10°M (FeS04.7H,0), 1.23-10°M (CoCl».6H>0), 1.00-10°M
(CuS04.5H20), 4.44-10°M ((NH4)sM003), 1.00-10°M (CH;COOH).

5.4.2 Aclimatacdo prévia
Para executar o experimento com a microalga P. kessleri, foram realizadas duas etapas de
aclimatagdo: a primeira com o efluente do termoprocessamento de carne de frango e a segunda

com as respectivas temperaturas dos tratamentos.

5.4.2.1 Aclimatacéo do efluente

O efluente utilizado foi de termoprocessamento de carne de frango de uma empresa avicola,
na qual a estacdo de tratamento de efluente (ETE) apresenta as seguintes etapas: tanques de
peneiras, tanque equalizador, flotador, lagoas de estabilizagdo e decantador. Devido as baixas
concentragdes de nitrogénio ao final do tratamento na ETE, as coletas foram realizadas em dois
pontos dela, o efluente tratado (ET) apds o decantador e, o efluente bioldgico (EB) apds a lagoa de
estabilizacdo. Ambos eram coletados, caracterizados e sem filtracdo semanalmente, realizou-se um
blend entre o ET e EB, para manter a concentracdo de N. Assim, aclimatar a espécie e ampliar
gradualmente o volume do inoculo. Ambos efluentes foram caracterizados conforme Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater 21° edicao (APHA, 2005) e, foram

analisados os pardmetros descritos na tabela 03.
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Tabela 03 - ParAmetros fisico-quimico para andlise de efluente com seus respectivos métodos da

APHA (2005).
PARAMETRO UNIDADE METODO
Condutividade mS/cm 2510-B
Cor Aparente Pt-Co 2120 C
Demanda Biolégica de Oxigénio mg. L!
(DBO) 5210 B
Demanda Quimica de Oxigénio mg. L!
5220D
(BQO)
Fosforo (PO4) mg. L 4500-P E
Nitrato (N-NO3) mg. LT 4500-NO;5-
Nitrito (N-NOy) mg. L!
-1
Nitrogénio amoniacal (N-NH3) me. L 45001;NH3
Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK) mg. L' 4500-Norg
Oxigénio Dissolvido (OD) mg. L 4500-0
Potencial Hidrogenidnico (pH) - 4500-H'B
Temperatura (T) °C 2550
Turbidez NTU 2130 B

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Entre sete e nove dias de cultivo, foram realizados repiques para aumentar o volume de
indculo. Sendo que, para cada repique era utilizado 20% de indculo do volume total do préximo

cultivo, em que totalizou 30 dias de aclimatacdo no blend do efluente.

5.4.2.2 Aclimatagdo da temperatura

Posteriormente aclimatacdo do blend de efluente, os indculos foram mantidos até o quarto
dia de cultivo na sala de microbiologia e transferidos para trés incubadoras BOD (marca
Lucaderma), sob aeracao constante, fotoperiodo de 12h e iluminagao artificial (Figura4). Em cada
incubadora, foi colocado o frasco do indculo e estabelecida a temperatura de 22°C, durante trés
dias as temperaturas foram ajustadas gradualmente para minimizar estresse. Na temperatura de
10 °C, foi reduzido 3,5 °C no 1° dia, 3 °C no 2°dia e 3° dia pela manha 3 °C e no final da tarde 2,5
°C. Na temperatura de 20 °C, foi reduzido 1 °C no 1° dia e 0,5 °C no 2° 3°dia.Na temperatura 30
°C, foi elevado 3,5 °C no 1° e 2° dia, e 1 °C no 3° dia. Paralelamente aos ajustes das temperaturas,
foram monitorados os cultivos em cada incubadora, com densidade celular e Ooptica, pH,

temperatura e turbidez.
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Figura 04 - Aclimatagdo para o experimento. (a) Aclimatagido no efluente com volume de 15L na
sala de microbiologia; (b) Aclimatagdo da temperatura de 10 °C na incubadora, (c) Aclimatag¢ao

da temperatura de 20 °C na incubadora; (d) Aclimata¢do da temperatura de 30 °C na incubadora.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

5.4.3 Condic¢Ges Experimentais

Em cada unidade experimental, o volume dos frascos era de 5 litros com volume qtil de 4
litros, sendo adicionados 3,2L do blend do efluente. J4 o volume do indculo, foram ajustados para
cada unidade experimental iniciar com densidade celulares similares com, 0,68L, 0,7L e 0,8L para
T10, T20 e T30, respectivamente. As unidades experimentais, foram condicionadas com aeragao
constante com seis compressores de ar (marca Boyu) em cada incubadora, com fotoperiodo de 12

horas e iluminagao artificial com quatro lampadas de LED com capacidade 9W, totalizando 36 W.

5.4.4 Delineamento Experimental

Para determinar as temperaturas dos tratamentos, utilizou-se como referéncia as médias da
temperatura da cidade de Lages, durante as estacdes do ano a partir do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET). Sendo os tratamentos: 10 °C (T10) refere-se o inverno, 20 °C (T20) refere-

se a primavera e outono e, 30 °C (T30) refere-se o verdo. O experimento teve a duracdo de 13 dias,
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com cada tratamento (T10, T20, T30) realizados em triplicadas, totalizando nove unidades
experimentais. Elas foram organizadas em cada incubadora em suas respectivas temperaturas

(Figura 05).

Figura 05 — Representacdo grafica das unidades experimentais na incubador com suas respectivas
temperaturas para o experimento com P. kessleri em efluente de termoprocessamento de carne de

frango.

I. I. I. o

Fonte: Elaborado pela autora com a plataforma Biorender (2024).

7 7 3\

Diariamente foram coletadas amostras de cada unidade experimental, para realizar o
monitoramento do cultivo e medir os pardmetros abioticos e bidticos conforme sua frequéncia de
analise. As analises didrias para densidade celular, densidade dptica (descritas nas se¢des 5.4.5.1 ¢
5.4.5.2), pH, temperatura e turbidez. A temperatura e o pH eram mensurados apds a coleta de cada
unidade experimental nas incubadoras e, utilizou pHmetro (marca Kasvi- K39-0014PA) e, a
turbidez foi medida utilizando o método 077 no espectrofotdometro (marca Merck- Nova60). Para
analises intermitentes, para condutividade, mensurado nos dias 0,2,4,6,10 e 13, utilizando o
medidor de condutividade (AKSO-EC Basic). A biomassa seca serd descrita na se¢ao 5.4.5.3, foi
mensurada nos dias 0,2,4,6 e 13. J4 para as concentragdes de nutrientes foram mensurados no dia

0, 6 ¢ 13 e sera descrito na segao 5.4.6.
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Conforme a frequéncia das analises, os volumes coletados eram diferentes. Para os dias de
cultivo, com andlises diarias e intermitentes, eram coletados 100 ml. Para os dias com apenas as
analises diarias, eram coletados 20 ml de cada unidade experimental. Sendo utilizado uma seringa
(20ml) para coletar as amostras em cada unidade experimental, eram posteriormente higienizadas

para usa-las novamente.

5.4.5 Parametros de crescimento e produtividade
5.4.5.1 Densidade celular

Para determinar a densidade celular, foram coletadas aliquotas de cada unidade
experimental diariamente. Realizou-se a contagem das células com auxilio da cAmera de Neubauer,
microscopio binocular e contador digital. Posteriormente, foram determinadas: densidade celular
maxima (Neves, 2013), a taxa de crescimento especifico (equacdao 01) (Lourengo, 2006),
velocidade de crescimento (equagdo 02) e tempo de duplicagdo (equacdo 03) (Derner, 2006) das

unidades experimentais a partir das respectivas equacdes.

u=In (NfA—_tNl) (Equacao 01)

Onde pé a taxa de crescimento especifica, /n é o logaritmo natural, Ny e N; sdo densidade final e inicial
respectivamente e o At é o tempo em dias do cultivo.

k = (%) X log (%) (Equacao 02)

4

Onde £ ¢ a velocidade de crescimento, 3,322 ¢é o fator de convengdo do logaritmo em base 2 a base 10; log ¢
o logaritmo em 10; Nre N; sdo densidade final e inicial respectivamente do cultivo.

T, = (Equagao 03)

1
k

Onde 7> € o tempo de duplicacdo e k ¢ a velocidade de crescimento do cultivo.

5.4.5.2 Densidade Optica

Para determinar a densidade Optica, foi utilizada a absorbancia de 680 nm, sendo coletadas
aliquotas diariamente de cada unidade experimental. Posteriormente, elas eram homogeneizadas e
analisadas em espectrofotdometro (marca Merck Prove 100). Utilizou-se os valores obtidos da
densidade oOptica, para estimar a biomassa seca nos dias em que nao foram mensuradas, a partir da

regresso linear com equacio (R? =0,8323).
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5.4.5.3 Analise de Produtividade
Para determinar a biomassa seca, foram filtradas aliquotas de cada unidade experimental,
utilizou-se kitassato, microfiltro G1 de 47 mm de diametro (marca Nagel) e bomba a vacuo.

Aplicou-se a equagdo 04 (Arredondo-Veja; Voltolina, 2007), para determinar a produtividade.
Xf_Xi
A¢

P = (Equacao 04)

Onde P ¢ a produtividade de biomassa; Xre X; sdo biomassa final e inicial respectivamente e o At € o intervalo
de tempo entre Xre X;

5.4.6 Avaliacdo da remocédo de nutrientes

Posteriormente a coleta das amostras de cada unidade experimental, elas foram transferidas
para tubos Falcon (capacidade de 50ml), centrifugadas (centrifuga Kasvi-K14-4000) durante 15
minutos sob rotagdo de 4000rpm, para separar a biomassa microalgal do efluente. O sobrenadante
da centrifugagdo, foi transferido para outro tubo Falcon (capacidade de 50ml), para serem
armazenados e congelados até sua andlise.

Foram analisados Nitrogénio total Kjeldahl, Nitrogénio amoniacal, Nitrato, Nitrito e
Fosforo, a metodologia conforme métodos listados na Tabela 03. Para analise de Nitrogénio Total
Kjeldahl (NTK), foram utilizados digestor e capela de exaustdo, destilador de nitrogénio (marca
Tecnal-Brasil) e bureta digital (marca Brand-4760161), para titulagdo da amostra com solugdo de
HC1 0,01 mol/L. Ao final do teste, para obter a concentracdo de NTK presente nas amostras, foi

utilizada a equagao 05.

Volume de HCl(ml)x0,01x14
Volume da amostra (ml)

NTK (%) = x 1000 (Equagdo 05)

Para andlise de nitrogénio amoniacal e fosforo, primeiramente as amostras foram diluidas
na propor¢ao de Iml de amostra e 50 ml de agua destilada e posteriormente, seguiu-se os
respectivos métodos (Tabela 01). Em todas as andlises, foi utilizado espectrofotdmetro (marca
Merck Prove 100) para obter as respectivas concentragdes. Adiante, para determinar a eficiéncia
de remocao, aplicou a equagdo 06

Ci_Cf
Cr

Eficiéncia de remogao = ( > x 100 (Equagao 06)

Onde C, ¢ a concentragao inicial e C,¢ a concentracgao final do nutriente
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5.4.7 Avaliagéo do teor proteico

Foram coletas amostras no dia 0 e no dia 13, com volumes aproximadamente 1,5L dos
tratamentos, posteriormente foram transferidas para tubos Falcon (volume de 50ml). Elas foram
centrifugadas (centrifuga Kasvi-K14-4000) durante 15 minutos, sob rotagdo de 4000rpm para
separar a biomassa microalgal do efluente. Os precipitados foram retirados, colocados em placas
de Petri, secaram em estufa durante 12 horas com temperatura de 50°C. A biomassa seca, foi
retirada das placas de Petri, pesadas em balanca analitica (marca Shimadzu) e armazenadas em
Eppendorf (volume de 2ml) para analise.

Para determinar o teor proteico, seguiu-se 0 mesmo método para determinar a concentragao
de NTK (se¢do 5.4.6) da biomassa. Foram pesadas 50 mg de cada unidade experimental em balanca
analitica (marca Shimadzu) e, aplicou a equacdo 07 com fator de conversdo 4,78 (Templeton;

Laurens, 2015).

Volume de HCl(ml)x0,01x14
Peso da amostra (mg)

Proteina(%) = | x 1000] x 4,78 (Equaciio 07)

5.4.8 Anélise de atividade enzimatica de lipase

Foram coletadas amostras do inoculo dia 0 e 13 de cultivo, com volume de 15ml,
armazenadas em tubos Falcon (volume de 15 ml) e congeladas até sua andlise. Para realizar a
andlise da atividade enzimatica da lipase, as amostras foram descongeladas e aliquotas de 2 ml
foram transferidas para Eppendorf (volume de 2ml). Utilizou-se a metodologia de extracao de Safi
et al. (2015) e Skorupskaite et al. (2019) adaptado por Primo (2022), que consiste em romper a
parede celular das amostras em banho ultrassonico (Eco-sonics), sob uma temperatura constante
de 20 °C e ciclos de 5s no banho e 15s de descanso até completar 30 minutos. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas (mini centrifuga portatil Walter) durante 10 minutos em 7000rpm e,
o0 extrato enzimatico foi obtido do sobrenadante das amostras.

Para determinar a atividade enzimatica, foi utilizado a metodologia de Brabcova et al.
(2013) e Pastore, Costa, Koblizt (2003), que consiste em adicionar em tubos de ensaio 500puL de
solucdo de Tris-HCL (Tris(hidroximetil)-aminometano) a 100mM. Seguida de 500 pL de agua
deionizada, 40uL da amostra e por tltimo 100 pL de solucao de laurato de p-nitrofelina a 3mM.

Seguidamente agitou-se em vortex para homogeneizé-la e aguardou 20 minutos, parou-se a reacao
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adicionando 1,5ml de acetona. Posteriormente, realizou-se a leitura em espectrofotometro (marca

Merck- Nova60) em absorbancia de 410 nm.

5.4.9 Analise Estatistica

O experimento ocorreu com delineamento em blocos casualizados, com trés tratamentos
em triplicatas e todas as analises foram realizadas em triplicatas com suas respectivas médias e
desvios padroes. Utilizou-se o software R para andlise de varidncia unifatorial e bifatorial
(ANOVA) e, quando os resultados apresentaram diferengas significativas entre os tratamentos, foi

aplicado o teste de Tukey com 5% de significancia.

55 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.5.1 Caracterizagdo do blend do efluente

Como mencionado, os efluentes de processamento de aves apresentam em sua composicao
concentragdes distintas de nitrogénio e fosforo e, ¢ dependente do segmento industrial que se
origina esse efluente. Neste experimento, o efluente avicola ¢ advindo do termoprocessamento da
carne de frango, logo as caracteristicas do efluente diferem de outros segmentos por ndo ter abate,
corte ou residuos do processamento de ave. Além disso, as concentragdes dos compostos presentes
no efluente sofrerdo variagdes sob influéncia das atividades da indistria e ambientais. A partir
disso, caracterizou-se o blend dos efluentes para o experimento (Tabela 04). Tanto na legislagdo
federal como na estadual o efluente tratado (ET) esta em conformidade as legislagcdes vigentes,
exceto o fosforo. Segundo Conselho Estadual do Meio Ambiente 182 de 2021 (CONSEMA
182/21), devera apresentar uma concentragdo maxima de 4mg.L. Em um estudo anterior com 0
mesmo efluente de termoprocessamento de carne de frango, no mesmo ponto do efluente bioldgico
(EB) deste experimento, o P apresentou uma faixa de concentragdo de 5,45+0,28, 5,91+0,34 e
22,11+0,69 mg. L-! em periodos distintos da ETE (Primo, 2022). Logo, mesmo oscilando e
diminuindo a concentragdo de P do EB de 16 mg. L-! para 10,09+ 2,22 mg. L-! do ET, h4

necessidade de um polimento para atender a legislagdo.
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Tabela 04 - Caracterizacdo fisico-quimica do blend de efluente do termoprocessamento de carne

de frango utilizado para o experimento. Os valores correspondem as médias + desvio padréo.

UNIDADE
~ ~ EFLUENTE EFLUENTE
PARAMETRO LEGISLACAO p
AMBIENTAL " TRATADO BIOLOGICO
Condutividade mS/cm - 2,13+0,08 1,82+0,05
Cor Aparente Pt-Co - 61,67+0,76 124,50+3,58
DBO mg. L? 70 8+0,00 393,33+90,74
DQO mg. L™ 200 58,59+2,93 848,38+124,35
Fosforo mg. L 4 10,09+2,22 160,76
Nitrato mg. L? - 5,42+2,73 2,95+0,28
Nitrogénio amoniacal mg. L 20 - 48,40+7,82
. A -1
Nltrogenlo Total mg. L i 2244032 148214311
Kjeldahl
Oxigénio Dissolvido mg. L? - 10,07+0,32 8,30+0,26
pH - 5a9 7,43+£0,15 6,17+0,12
Temperatura °C <40°C 21,17+0,06 21,30+0,10
Turbidez NTU - 6,67+0,58 45,67+1,15

*Conselho Estadual do Meio Ambiente
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Assim, a caracterizacdo do efluente demonstra a variabilidade entre os pontos e periodo da
coleta na ETE. Logo, é importante observar qual e quando determinado parametro apresentara
ligeiras elevagcOes na concentracdo. Essas informacgdes sdo importantes ao acoplar um sistema de
polimento da ETE com as microalgas. Independentemente das variacGes das caracteristicas do
efluente, ele deverd propiciar crescimento microalgal e alta produtividade de biomassa,
consequentemente terd uma maior eficiéncia de remocao no sistema (Acién et al., 2016; Morales-
Amaral et al., 2015). Todavia, deve-se compreender que a microalga apresentard mecanismos de
absorcéo e assimilacdo de N e P distintos e, simultaneamente, havera processos fisico-quimico e
bioldgico, com a presenca da comunidade bacteriana, atuando na remog&o dos nutrientes. 1sso ndo
dependera apenas das concentragdes no efluente, mas também das variagdes da temperatura. Neste
experimento, condicionou-se P. kessleri a diferentes temperaturas no blend de efluentes e,
obtiveram-se mecanismos de remocao de N e P entre os tratamentos. Ressalta-se que, esses valores
correspondem as concentracOes de cada efluente utilizado para o blend e, além destes, havia as
concentracgdes residuais advindas dos inoculos para o experimento, assim as concentragdes iniciais

dos tratamentos foram distintas.
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5.5.2 Crescimento e Produtividade

Uma das principais caracteristicas da microalga P. kessleri € sua alta de taxa de crescimento
(Gomes-Pérez, Espinosa, Montenegro-Ruiz, 2021) e, durante os 13 dias de cultivo em efluente de
termoprocessamento de carne de frango. Ela apresentou diferencas acentuadas no seu crescimento,
ao ser condicionada a diferentes temperaturas. Foram monitorados densidade celular (DC) e
densidade optica (DOsso) (Figura 6 a e b respectivamente), sendo verificado que a curva DC do
tratamento T20 apresentou o maior crescimento, com uma densidade celular maxima (DCM) de
3.738,33 cel/ml 10* no ultimo dia de cultivo. Seguiu-se, dos tratamentos T30 e T10, com DCM
de 2.453,33 cel/ml 10* e 1.381,67 cel/ml 10* com diferengas estatisticas significativas entre os
tratamentos, respectivamente. Apesar do tratamento T30 ter apresentado uma DCM alta, ela ficou
abaixo do tratamento T20, logo a temperatura de 30 °C poderé estar proxima do limite térmico
tolerado pela P. kessleri. Em um estudo, ela foi condicionada a temperatura supra-o6timas (=40 °C)
e, apresentou inibi¢ao do crescimento celular, bloqueio da replicacdo do DNA e da divisdo celular.
Consequentemente, diminui¢do da produtividade, levando o cultivo ao colapso (Zachleder ef al.,
2021; Barten et al., 2021).

J4 o tratamento T10, apresentou a menor DCM entre os tratamentos. Logo, o efeito de
temperatura baixa inibi-o seu crescimento celular, além disso, poderd diminuir a fluidez da
membrana, elevar a solubilidade de O», estresse oxidativo e modificar a estrutura do RNA gerando
deformacdes (Ahmad et al., 2020; Ermilova, 2020). Em estudo anterior com a P. kessleri
condicionada no mesmo efluente deste experimento, obteve-se DCM de 1.877 cel/ml 10*no 11 °
dia de cultivo sob uma temperatura média de 24+1°C (Primo, 2022). Assim, mesmo apresentando
uma DCM inferior as DCM’s do tratamento T20 e T30 deste experimento, constata-se que a faixa
de temperatura de 20 °C a 30 °C podera a ser ideal para obter crescimento celular elevado da P,

kessleri em efluente de termoprocessamento de carne de frango.
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Figura 06 - Parametro de crescimento e produtividade. (a) densidade celular e; (b) densidade

optica.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Semelhante a curva DC, a curva DOggo também o apresentou diferencas acentuadas no seu
crescimento, observou-se que o tratamento T20 obteve a maior absorbancia com 3,59+1, seguidos
dos tratamentos T30 e¢ T10 com, 2,44+0,10 e 0,94+0,03 abs. (680 nm) respectivamente, com
diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos. Corroborando com a faixa de temperatura
de 20 a 30 °C, que o apresentou as maiores taxas de crescimento celular P. kessleri em efluente de
termoprocessamento de carne de frango. Essa faixa de temperatura ideal da microalga P. kessleri,
foi observado em outros efluentes. Cultivou-a em efluente de digestdo anaerodbica, sob temperatura
de 2542 °C. Obteve-se uma DOggo de 4,07£0,30 abs. em Erlenmeyer de 500ml e, em um
fotobiorreator de 1L, obteve-se 2,79+0,59 abs., sob condi¢des controladas (Manthos ef al., 2022).
Em outro estudo, cultivou-a em efluente municipal sob temperatura de 22 °C, obteve-se uma DOsgo
de 2,5 abs., ap6s sete dias de cultivo (Osundeko et al., 2014). E ao compara-la com outras espécies
cultivadas em efluentes, observou-se que o tratamento T20 foi superior a microalga Scenedesmus

obliguus com DOego de 2,5 abs. e Chlorella pyrenoidosa com DOggo de 0,96 abs., ambas cultivadas
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em efluente de suinos diluidos a 12%, sob temperatura de 24+2 °C (He et al., 2023). Ja com a
microalga Chlorella vulgaris, obteve-se uma DOego de 1,62+12 abs. em efluente téxtil diluido, sob
uma temperatura de 25+ 2° C (Fazal et al., 2021). Entretanto, ao comparar estes estudos com a
DOsso do tratamento T10, constatou-se que todos foram superiores, corroborando que a temperatura
baixa exercera influéncia negativa sobre o crescimento da microalga P, kessleri deste experimento.
Além das curvas de DC e DOesgo, observou-se que os parametros de crescimento da
microalga P. kessleri também apresentaram diferencas entre os tratamentos (TABELA 5). Sendo
que, a maior taxa de crescimento especifica (n) foi obtida pelo tratamento T20 com 0,12+0,01d?,
seguida pelos tratamentos T30 e T10 com 0,07+0,000e 0,06+0,010 estatisticamente semelhantes,
respectivamente. Ressalta-se que, a taxa de crescimento especifica foi mensurada a partir da maior
biomassa seca dos tratamentos. Sendo os tratamentos T20 e T30, foram alcancados no ultimo dia
de cultivo e, o tratamento T10 foi alcancado no 6° dia de cultivo. Ja a velocidade de crescimento e
0 tempo de duplicacdo, foram estaticamente semelhantes nos tratamentos T20 e T30, com
0,30£0,008 e 0,29+0,006 e 3,29+0,08 e 3,50+0,07, respectivamente. Esses dados, endossam que a
temperatura € um fator significativo que influenciara a taxa de crescimento, bem como suas
variacdes terdo efeitos consideraveis sobre o cultivo de microalgas (Chowdury et al., 2020).
Mesmo com esses parametros de crescimento significativos, ao comparar a u de Primo
(2022), em que obteve a maior p 0,29+0,03 d* e a menor de 0,17+0,02 d, ambas superiores a
deste experimento. Um dos fatores que podem ter corroborado com isso, foi que os inéculos
necessitavam deum periodo maior para adaptar ao efluente. Esse periodo longo de adaptacdo, sera
observado como uma fase lag maior na curva de crescimento da microalga. Fato este que, podera
ser observado ao utilizar efluentes como meio de cultivo, que afetara o ciclo de produgio, logo um

desafio ao sistema de cultivo (Nagi et al., 2020).
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Tabela 05 - ParAmetros de crescimento da microalga P. kessleri em efluente de
termoprocessamento de carne de frango condicionadas a diferentes temperaturas, T10, T20 e T30.
Os valores correspondem as médias = desvio padrao e as letras minusculas representam as

diferencas estatisticas (p>0,05).

TAXA DE BIOMASSA SECA (g.L.
CRESCIMENTO VELOCIDADE TEMPO DE PRODUTIVIDADE QL)

TRATAMENTO  ZoooCitich ) CRESCIMENTO  DUPLICAGAO DA BIOMASSA
(@ 0 (T2 @Ldy Inicial Final
T10 0,06+0,01° 0,55+0,012 1,81+0,05° 0,017+0,00° 0,263+0,03®  0,370+0,01°
T20 0,12+0,01° 0,30+0,008° 3,29+0,082 0,049+0,012 0,18+0,02° 0,820+0,15?
T30 0,07+0,00° 0,29+0,006° 3,50£0,072 0,028+0,00° 0,270+0,01*  0,636+0,072

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Apesar da relevancia em compreender as curvas e os parametros de crescimento, servindo
como base para monitorar e identificaras condi¢des e deficiéncias da cultura para tomadas de
decisoes. Ha necessidade de um parametro que mensure além do estado de crescimento da célula,
que exprima a maxima produtividade que a cultura pode obter em massa. O parametro da biomassa
seca, considera a concentragdo dos compostos internos (Pahija; Hui, 2019), que também sera
afetado por temperaturas baixas, que reduzira a fotossintese (Carneiro et al., 2020; Singh; Singh,
2015). Ao analisar tanto a produtividade da biomassa como a biomassa seca do final do
experimento, o tratamento T20 apresentou-se com as maiores concentracdes com, 0,049+0,01
g.L.d? e 0,820+0,15 g.L, respectivamente. Entretanto, o tratamento T30 foi estatisticamente
semelhante ao T20, ao compara-lo a biomassa seca final, com 0,636+0,07 g.L. E ao observar a
produtividade da biomassa do tratamento T30, foi semelhante estatisticamente ao tratamento T10
com, 0,028+0 g.L. d* e 0,017+0 g.L.d™}, respectivamente.

Por sua vez, a produtividade da biomassa foi obtida quando cada tratamento apresentava a
maxima de biomassa seca, sendo que nos tratamentos T20 e T30 foram no ultimo dia de cultivo e,
no tratamento T10, foi no 6° dia de cultivo. Além da produtividade da biomassa do tratamento T10
menor, a sua biomassa seca no 6° dia foi de 0,370£0 g.L e, no altimo dia de cultivo, foi de 0,210+0
g.L (Figura 7), evidenciando o declinio da biomassa. Em todos os tratamentos, o 6° dia de cultivo

apresentou um aumento da biomassa seca e, a partir deste dia, ¢ possivel identificar que os
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tratamentos T20 e T30 progrediram no crescimento e, o tratamento T10 foi gradualmente
diminuindo sua biomassa seca. Esses dados corroboram com a DCM e DOego, que a faixa de
temperatura de 20 °C a 30 °C propiciou-se 0 maior crescimento celular e produtividade da biomassa
da microalga P. kessleri deste experimento. E que, a temperatura 10 °C influenciou-se

negativamente, levando-a ao declinio da produtividade da biomassa.

Figura 07 - Biomassa seca obtida durante os 13 dias de experimento da microalga P. kessleri em
efluente de termoprocessamento de carne de frango. Os valores correspondem as médias + desvio

padrio.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Corroborando com a faixa de temperatura de 20 °C a 30 °C, em que se obtiveram as maiores
biomassas secas deste experimento, hd um estudo com P. kessleri em efluente de suino que se

obteve a maior produtividade da biomassa de 1,15+56 g.L.d e uma biomassa seca de 9,2 g.L no
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ultimo dia de cultivo, sob temperatura de 30 °C (Qu et al., 2019). Estes valores, foram superiores
aos obtidos deste experimento, mas eles foram alcancados por ajustes de temperatura, intensidade
luminosa e por cultiva-las em condigdes heterotroficas ao adicionar CO,. Entretanto, deve-se
avaliar se ao alterar o modo de cultivo, sera viavel tecno-economicamente. Mesmo sendo uma
técnica aplicdvel e comum adicionar uma fonte de carbono na cultura, possibilitara obter
rendimentos superiores a 100g.L de produtividade de biomassa em produgéo em larga escala (Van
de Walle et al., 2024).

Além disso, a cultura podera apresentar uma dinamica populacional distinta durante as
estacbes do ano sob variacbes da temperatura, consequentemente havera oscilacdes da
produtividade da biomassa microalgal. Em uma estacdo piloto de cultivo em meio sintético,
monitorou-se o policultivo durante um ano, observaram-se as variagdes da produtividade da
biomassa. Dentre as espécies presentes no cultivo, a microalga P. kessleri apresentou a maior
produtividade durante o inverno, com 0,13+96 g.L.d! (20,1+0,5 °C), seguida do outono com
0,0821+1,49 g.L.d? (21,7+0,5 °C). Ja no verdo, obteve-se 0,0785+5,7 g.L.d* (26,2+0,3 °C) e,
obteve-se a menor produtividade na primavera com, 0,0629+1,3 g.L.d (24,9+0,3°C) (Fields et al.,
2022). Contudo, nota-se que a média das temperaturas do estudo ficou na faixa dos 20 °C,
constatando que mudancas sutis da temperatura afetardo a produtividade da biomassa, bem como
ha outros fatores além da temperatura envolvidos na méaxima produtividade em culturas de
microalgas.

Essa influéncia da temperatura sobre o crescimento e produtividade das microalgas, deve-
se ao fato que elas s&o organismos poiquilotérmicos (do grego “poikilo” = variado e “therme” =
calor), que ndo controlam sua temperatura e devem adaptar-se as condi¢des do meio (Huner et
al.,2023; Ishikawa-Ishiwata et al., 2023). Neste experimento com a microalga P. kessleri,
constatou-se que as temperaturas dos tratamentos a afetaram de maneiras distintas. Obteve-se um
crescimento e produtividade significativa na faixa de temperatura 20 e 30 °C, bem como se obteve
inibicdo na temperatura de 10 °C. Logo, temperatura baixa levara a redugéo da atividade enzimatica
e fotossintética, ocorrerd remodelacdo dos lipidios e reducdo da fluidez da membrana celular,
denominada de plasticidade fenotipica adaptativa homeoviscosa (Huner et al., 2023; Jebali et al.,
2022; Jiang; Chen, 2000; Mock; Valentin, 2004). Ressalta-se que, ¢ necessario identificar qual as

temperaturas ideais e letais, para obter uma faixa de temperatura que a microalga mantera seu
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crescimento e produtividade, para escaloné-la sob as oscilagfes da temperatura em um sistema ao
ar livre.

Ademais, o cultivo da P. kessleri em efluente termoprocessamento de carne de frango
necessitara otimizar o sistema, buscando alternativas e um manejo adequado para obter a maxima
produtividade da espécie. Considerando ndo apenas a microalga inoculada, mas outras espécies de
microalgas e comunidade microbiana presentes no cultivo, e como elas irdo interagir sob as
condi¢des ambientais da regido de Lages.

5.5.3 Parametros fisicos do experimento

Neste experimento, foi verificado como um fator abidtico, como a temperatura influencia o
cultivo da P. kessleri. Entretanto, além da temperatura, ha outros fatores abidticos que sdo
simultaneamente importantes no cultivo de microalgas, como o pH, turbidez e a condutividade.
Semelhante ao que ocorre com a temperatura, o pH também ha uma faixa 6tima para cada espécie
de microalga e, qualquer mudanga no pH ira causar respostas bioquimicas das microalgas (Ananthi
etal.,2021). Além disso, ha uma singularidade da relagdo pH — microalga, o pH do meio influéncia
a microalga como o crescimento da microalga influencia o pH do meio (Yu ef al., 2022). Ademais,
as espécimes dos nutrientes N ¢ P também serao influenciados pelo aumento do pH, reduzirdo sua
biodisponibilidade para as microalgas (Chowdury et al., 2020; Lopéz-Sanchez et al., 2022). No
inicio do experimento, o pH estava ligeiramente alcalino com, 7,454+0,32, 8,03+0,35 ¢ 7,3+0,2 para
os tratamentos T10, T20 e T30 respectivamente. Mas, ao decorrer do experimento, os tratamentos
T20 e T30 (Figura 8a) apresentaram um aumento significativo da alcalinidade, com pH médio de
9,4840,12 e 9,58+0,05, respectivamente.

Na literatura, as maiores taxas de crescimento das microalgas ocorrem em pH neutro, mas
algumas espécies, como a Chlorella vulgaris, podem crescer em uma ampla faixa de pH, podendo
inibir severamente seu crescimento celular com valores extremos (Filali ef al., 2021; Juneja;
Ceballos; Murthy, 2013). Neste experimento, observou que P. kessleri obteve as maiores taxas de
crescimento em pH alcalino nos tratamentos T20 e T30, logo, ocorreu absor¢cdo das espécimes
carbonaceas do meio, produzindo mais H'. A presenca e a concentra¢do de H", sdo fundamentais
para o metabolismo e crescimento celular, sinaliza¢do da transducao e, nos processos metabolicos
como, a fotossintese (Zerveas et al., 2021). Quanto maior a atividade fotossintética do cultivo de
microalgas, havera o aumento do pH, o que foi observado nos tratamentos T20 e T30. Entretanto,

mesmo com o pH médio alcalino de 8,32+0,09, o tratamento T10 obteve uma taxa de crescimento
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inferior aos demais tratamentos. Além do pH expressar a condi¢@o e crescimento da cultura, bem
como a assimilacdo das espécimes dos nutrientes do meio, apresentar um pH alcalino pode ser uma
opg¢ao para colheita microalgal. A partir da autofloculagdo ou floculacao alcalina, caracterizada
pela simplicidade e sustentabilidade, envolve a precipitagdo de fosfato de calcio, carbonato de

calcio ou hidroxido de magnésio em pH acima de 9 (Rao et al., 2023; Young et al., 2021).



Figura 08 - ParAmetros fisicos monitorados no experimento. (a) pH; (b) Turbidez e; (c)
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J& a turbidez, ¢ um parametro essencial para cultivar microalgas em efluente. Quando um
efluente tem alta turbidez, hé detritos inorganicos e organicos que, interferirdo na clareza da agua
(Tawfik et al., 2022). Logo, ao apresentar uma turbidez elevada dificultard a penetracao de luz,
consequentemente o crescimento das microalgas. Mas, do ponto de vista do cultivo de microalgas,
esse parametro pode refinar o monitoramento da densidade celular, ha interesse crescente neste
parametro ao escalond-la (Thoré et al., 2021a). Nesta Gltima abordagem, a turbidez média do
experimento foi obtida com 200+6,68, 398,81+16,86 ¢ 369,60+11,48 NTU para os tratamentos
T10, T20 e T30, respectivamente (Figura 08b). Ao observar os parametros de crescimento e
produtividade obtidas nos tratamentos, ha uma possivel correlacdo com a turbidez apresentada
neste experimento.

Ao obter uma turbidez elevada, nos tratamentos T20 e T30, também se obteve um
crescimento e produtividade altos. Quando o crescimento e a produtividade declinaram, houve uma
turbidez reduzida, como no tratamento T10. Entretanto, como qualquer outro parametro, a turbidez
também apresentara desvio que, sdo relativos a cada espécie. E ao utilizar efluente como meio de
cultivo, também podera ter particulas nestes que irdo influenciar a medi¢ao da turbidez. Mesmo
com essas desvantagens, a turbidez podera ser util para automatizar a cultura e a colheita e, para
tomadas de decisdes sobre o cultivo da microalga (Thoré ef al., 2021a).

Semelhante aos outros pardmetros, a condutividade ¢ uma medida que pode ser aplicada
tanto para tratamento de efluentes como no cultivo de microalgas. Ela medira a condugao elétrica,
a partir da concentracdo de ions dissolvidos de sais e materiais inorganicos presentes na agua
(Kinuthia et al., 2020; Zafar; Javed; Hassam, 2022). No entanto, a condutividade no cultivo de
microalgas ndo ¢ considerada um pardmetro critico, mas devido a facilidade e rapidez pode ser um
parametro no monitoramento do cultivo (Resman et al., 2023). Neste experimento, a condutividade
inicial foi estatisticamente semelhante entre os tratamentos, em que obteve 1,932+11,93 mS/cm,
1,936£1,73 mS/cm e 1,960+15,63 mS/cm para os tratamentos de T10, T20 e T30, respectivamente.
Mas, ao final do experimento, apresentou diferencas estatisticas entre os tratamentos T20 e T30
com o tratamento T10, sendo que este apresentou um aumento da condutividade para 2,190+52
mS/cm. J4 para os tratamentos T20 e T30, a condutividade diminuiu para 1,8214+35 mS/cm e
1,830+£78 mS/cm, respectivamente.

A diminuicao da condutividade pode estar relacionada ao consumo de ions de nutrientes do

meio, fato que no tratamento T10 ocorreu com menor eficiéncia, podera ser um indicativo que
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ocorreu decomposi¢ao de células mortas das microalgas e conversdo do material particulado em
dissolvidos, elevando a condutividade. Além de um pardmetro para monitoramento do cultivo,
podera ser um parametro essencial ao utilizar a eletrofloculagdo para a colheita da biomassa. Ao
medir a condutividade do cultivo, podera projetar qual a carga elétrica necessaria, sem danificar as
células e/ou aumentar a concentragdes de sais no meio, obtendo maior eficiéncia de colheita

microalgal (Inostroza et al., 2022).

5.5.4 Remocédo de Nutrientes: Nitrogénio

O nitrogénio é um elemento essencial para o0 crescimento e composicdo bioquimica das
microalgas e, cada espécie terd uma fonte de nitrogénio favoravel (Salbitani, Carfagna et al., 2021;
Yaakob et al., 2021). Além disso, o efluente apresenta em sua composicdo diferentes fontes de
nitrogénio, sob diversas concentracfes. E essas diferentes fontes de nitrogénio, resultara como o
nitrogénio é absorvido e assimilado (Su, 2021). Assim, analisaram-se as fontes: nitrogénio total
Kjeldahl (NTK), nitrogénio amoniacal (NH3-N), nitrito (NO2) e nitrato (NOz), no dia zero, seis e
13 do experimento. O NO-, foi a Unica fonte de N que n&o apresentou concentragdo observavel
para leitura do experimento.

O NTK, que obtém tanto a concentracdo de nitrogénio organico como inorganico da
amostra, apresentou a maior eficiéncia de remocdo no tratamento T30 com, 90,20% seguido, pelo
tratamento T20 com, 70,83%, que foram estatisticamente semelhantes. J& o tratamento T10, houve
um aumento da concentracdo de NTK ao final do experimento.

Ressalta-se que, no 6° dia de cultivo, apresentou remogao em todos 0s tratamentos, porém
nos tratamentos T20 e T30, a remocao foi acentuada e progrediu-se até ao final do experimento. E
o tratamento T10, evidenciou-se o efeito da temperatura sobre a remocéo de NTK. A eficiéncia de
remocdo de NTK dos tratamentos T30 e T20, estdo nos valores de referéncia com cultivo de
microalgas com efluente avicola (Tabela 6). Ao observar os estudos com Chlorella vulgaris,
Chlorella protothecoides e Tetradesmus obliquus, obteve-se uma eficiéncia de remogéo de 100%
de NTK, sob uma temperatura de 23°C+2°C (Viegas et al., 2021). Em outro estudo, sob uma
temperatura de 30+2 °C, obtiveram-se 80,19% de remog¢édo de NTK com a Chlorella pyrenoidosa
(Singh et al., 2020). Considerando-se as taxas de remoces obtidas neste experimento e dos estudos
citados, observa-se que, a faixa de temperatura de 20-30 °C propiciou alta eficiéncia de remoc¢éo
de NTK.
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Tabela 06 - Eficiéncia de remogdo de nitrogénio e fosforo da P. kessleri cultivada em efluente de
termo processamento de carne de frango. Os valores correspondem as médias + desvio padrdo ¢
as letras minusculas representam as diferencas estatisticas entre os tratamentos e as letras

maitsculas representam as diferencas estatisticas no tempo dos tratamentos (p>0,05).

VALORES DE CONCENTRACAO
PARAMETROS  REFERENCIA  TRATAMENTOS EFICIENCIA (%)
(%) INICIAL 6°DIA FINAL

T10 31,70+4,410A  28,39+0,23* 33,87+4,03 N.O.

NTK 63-100 T20 38,57+0,7124  17,87+0,23% 11,25+0,715¢ 70,83
T30 37,5740,55%  21,51+158t%8 3,68+1,08 90,20

T10 37,17#1,20» 12,5441 ,58® 45,22+0,07%A N.O.

NH;-N 57-100 T20 37,1047,45%  0,45+0,62°8 27,050,602 27,09
T30 37,0740,982 3,700,478 24,25+10,85% 34,58

T10 3,640,052 1,792,202 3,900,514 N.O.

NO; 79-98 T20 584+0,10  0,62£0,03: 1,64£0,37:® 71,92
T30 2,41+1,06" 3,03+0,30* 3,82+0,87 N.O.

T10 64,80+2,47°*  14,06+0,50%® 5,00+1,28% 92,29

PO, 56-97 T20 78,69+0,49%2  6,91+0,2308 3,41%0,15% 95,67
T30 03,7440,914  8,58+1 2508 6,37+0,14%® 93,20

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

N.O.: ndo observavel.

“Dados obtidos de estudos em que utilizaram efluente do processamento de aves para cultivo de microalgas por
Adekanmi et al. (2020); Han et al. (2019); Katircioglu-Sinmaz; Erden; Sengil, (2022); Loépez-Sanchez et al. (2022);
Musetsho et al. (2021); Oliveira et al. (2019); Singh et al. (2020); Thoré et al. (2021b); Viegas et al. (2021).

** Referente as concentragdes final e inicial do experimento.

Como mencionado, o ponto de coleta do efluente na ETE é tdo importante quanto o proprio
sistema de cultivo/polimento com as microalgas. Deve-se ao fato que, o efluente apresentara
caracteristicas do tratamento secundario, as bactérias transformardo rapidamente a matéria
organica em CO2, NH4* e PO43. Posteriormente, absorvidos e assimilados pelas microalgas (Acién
et al., 2016). Logo, a fonte de nitrogénio predominante nos efluentes é NH4*, além de fonte
preferencial das microalgas, pelo menor gasto energético para assimila-la, sua presenca ira inibir
como as outras fontes serdo assimiladas. Neste experimento, os tratamentos T30 e T20 obtiveram
a maior eficiéncia de remogdo de NH3-N com, 34,58% e 27,09% n&o apresentaram diferencas
estatisticas, respectivamente. No tratamento T10, a concentragdo de NHz-N foi maior ao final do
experimento. Ao comparar as taxas de remocdo dos tratamentos, com a microalga Chlorella

vulgaris que se obteve uma eficiéncia de 57,74%, sob uma temperatura de ~30 °C (Adekanmi et
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al., 2020). Observa-se que, ao final do experimento, foram inferiores e as concentracfes estdo
acima do permitido pelas legislagOes vigentes.

Ao determinar a concentracdo de NH3-N podera realizar especiagao, se ha a forma ionizada
ou ndo ionizada. Dependendo das suas concentracdes, ambas serdo toxicas, mas NH3z € mais toxica
para as microalgas (Chen; Wang, 2020). Para realizar especiacdo da amdnia no meio, aplicou-se a
equacdo NHs(%): 100/(1+10PKaPH) (Kérner et al., 2001) nos tratamentos. Obtiveram-se 4,55%,
59,51% e 78,97% de NHz nos tratamentos T10, T20 e T30, respectivamente. Assim, como a
temperatura propiciara que os tratamentos T20 e T30 obtivessem um crescimento celular elevado
e este, elevou-se 0 pH do meio acima de 9,25. Consequentemente, pH’s alcalinos favoreceram a
volatilizacdo da NH4"assim, a NH3 apresentasse a maior concentragao nestes tratamentos. Ressalta-
se que, havera mecanismos de remocdo da amonia concomitantemente, por processos fisico-
quimicos e biologicos.

Por sua vez, ao analisar as concentra¢des de NHz-N no 6° dia de cultivo, observara que, em
todos os tratamentos, houve remocao significativa. Ao considerar a eficiéncia de remocgédo deste
dia, o tratamento T20 obteve 98,79% seguidas, pelos tratamentos T30 e T10 com, 90,05% e
66,26%, respectivamente. Assim, concentracfes estariam conforme as legislacdes ambientais. Ao
compara-las com a microalga Chlorella vulgaris, em que obteve 99% de eficiéncia de remogéo de
NH; e, ~0,68 g.L de biomassa seca no 12° dia de cultivo. Sendo no 4° dia, apresentara apenas 0,54
mg. L e ~0,42 g.L, sob controle de pH 10,5 e temperatura de 25 + 1 °C (Katircioglu-Sinmaz; Erden;
Sengil, 2022). Esses dados, apontam que P. kessleri obteve uma taxa de eficiéncia de remogao de
NH3-N semelhante ao do estudo, com menor tempo de cultivo e um pH de 9,57 para o tratamento
T20. Entretanto, a biomassa obtida no 6° dia no tratamento T20, era 0,72 g.L e ao final alcancara
0,82 g.LL com pH de 9,23. Assim, com menor tempo de cultivo terd uma elevada eficiéncia de
remoc¢do de NH3-N, mas haverd um rendimento da biomassa seca menor ao compara-la com o
ultimo dia de cultivo. Logo, realizar o monitoramento das concentra¢des de N e P ao longo do
cultivo € uma estratégia para determinar o dia adequado para obter eficiéncia de remog¢ao conforme
as legislacdes ambientais. E paralelamente, obtenha-se uma produtividade de biomassa elevada de
P, kessleri. Ressalta-se que, neste experimento ndo foi controlado o pH, podera ser uma alternativa
verificar se elevando e mantendo o pH alcalino alto (como do estudo referenciado) P. kessleri
cultivada em efluente de termoprocessamento de carne de frango alcangard a mesma eficiéncia de

remog¢ao de NH3-N e biomassa seca em periodos maiores de cultivo.
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Outra fonte de nitrogénio mensurada foi NOs, apesar da NHs-N apresentar uma maior
concentracdo no meio e ser a fonte preferivel pelas microalgas, o nitrato eleva a atividade
fisioldgica das células, pela estabilidade | e sofrer menos interferéncia as mudancas de pH (Kumar;
Bera, 2020; Yaakob et al., 2021). Neste experimento, o tratamento T20 obteve a maior eficiéncia
de remocdo com 71,92%. Ja os tratamentos T30 e T10, apresentaram concentragdes superiores ao
inicio do experimento. Ressalta-se que, paralelamente ao cultivo de microalga, havera processos
de nitrificacdo/desnitrificacdo ocorrendo no meio. Assim, a comunidade bacteriana presente
também tera seu crescimento e fungdes fisiologicas comprometidas, sob efeito da temperatura. A
maioria das espécies de bactérias presentes no processo de nitrificacdo/desnitrificacdo, sdo
mesofilicas (20-30 °C). Logo, com temperaturas < 10 °C sua funcéo sera drasticamente inibida e,
diminuira seu crescimento celular. Reduzira a eficiéncia da desnitrificacdo, devido ao atraso na
expressdo de genes responsaveis pela nitrificacdo /desnitrificacdo, por apresentar uma fase lag
longa como, Pseudomonas mandelli (He et al., 2018b; Rajta et al., 2019; Saleh-Lakha et al., 2009).

Além disso, ha relato que Chlorella kessleri (atualmente P. kessleri), sob cultivo de ciclos
claro/escuro, apresentou menor eficiéncia de remocéo de NOs ao comparar com luz continua (Lee;
Lee, 2001). Neste experimento, o ciclo claro/escuro foi 12 horas em todos o0s tratamentos, assim
ndo é apenas o periodo de luz fornecida. Mas a temperatura condicionada tera impacto na
assimilacdo de NOs. Ao nivel molecular, com a microalga Chlamydomonas sp. que, a assimilacdo
de NOsz podera ser regulada pela presenca de NHz. Sua presenca, reprimira os genes codificadores
do nitrato redutase e seus respectivos transportadores pelo NHs, logo bloqueara a assimilacdo NO3
(Sanz-Luque et al., 2015).

Neste experimento, a temperatura foi a principal condicionante e, sua interferéncia na
assimilacdo de N é por afetar a atividade enzimatica (Zhang et al., 2020) das microalgas. Logo,
como todo processo de assimilacdo de N requer acdo de complexos enzimaticos, como nitrito e
nitrato redutase, ciclo glutamina sintetase — glutamato sintase (GS-GOGAT) ou NADP-glutamato
desidrogenase (GDH), ao ser condicionada a diferentes temperaturas, a atividade delas poderao ser
comprometidas. Em que, atividade podera inibida, desnaturada, conformacéo estrutural inadequada
e inativagdo funcional. Observa-se que os tratamentos T20 e T30, apresentaram as maiores
eficiéncias de remocéo e, essa faixa de temperatura é condizente a relatos da Chlorella (mesma
ordem que P. kessleri). Ela cresce na faixa de 25 e 32°C, e ao condiciona-la, podera tolerar

temperaturas >40°C. Entretanto, o desafio sdo as temperaturas baixas (Salbitani; Carfagna, 2021),
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quando condicionou P. kessleri a temperatura de 10°C, obteve-se remocéo de N, densidade celular
e produtividade da biomassa inferiores aos outros tratamentos. Além disso, ao prospectar o
escalonamento do cultivo, as temperaturas baixas irdo oscilar, havera fotoperiodo e radiagédo
diferentes, assim esses fatores poderéo agravar producdo, crescimento e assimilagdo de N. Logo,
requer alternativas para manter uma eficiéncia de remocéo adequada em temperaturas baixas.
Assim, realizar o monitoramento das concentragdes de N ao longo do cultivo ¢ uma
alternativa para determinar o tempo adequado para obter uma eficiéncia de remocao, que atenda as

legislagdes ambientais e, simultaneamente alcance uma produtividade de biomassa elevada.

5.5.5 Remocéo de Nutrientes: Fosforo

A remocdo de P em efluentes podera ocorrer de trés formas: (i) naturalmente, quando ha
altas concentracdes de N e P, presenca de Mg e pH alcalino, formando estruvita; (ii) quimicamente,
ao adicionar sais de ferro ou aluminio e; (iii) biologicamente, por organismos que removem ou Sao
acumuladores de polifosfato (Christensen et al., 2022; Sena et al., 2021). As microalgas séo
consideradas organismos que absorvem e assimilam P para sintese de biomoléculas e, podem
acumula-lo em até 4-6% da sua biomassa na luxury uptake (Schaedig et al., 2023; Solovchenko et
al., 2019). Ao contrario da remocéo de N, que obteve oscilagfes e evidenciou a influéncia da
temperatura sobre sua assimilacdo, a eficiéncia de remocdo de P foi expressiva em todos os
tratamentos. Obteve-se, 92,29, 95,67 e 93,20% nos tratamentos T10, T20 e T30 respectivamente e,
as concentracdes de P no 6° dia de cultivo (Figura 9), ja apresentava acentuada assimilacdo em
todos os tratamentos. Entretanto, apenas no Gltimo dia de cultivo no tratamento T20, obteve-se
concentracéo estabelecida na legislacdo vigente. Logo, cultivos longos poderé&o propiciar uma alta
remocdo de P.

Ao observar um estudo com Scenedesmus obliguus em efluente de floculag@o primaria de
restos de aves, sob uma temperatura ~25°C, obteve-se uma eficiéncia de remocéo de P de 97%
(Oliveiraetal., 2019). Ja no estudo com Chlorella pyrenoidosa em excretas de aves, obteve-se uma
eficiéncia de remocéo de 95,14%, sob uma temperatura de 30£2°C (Singh et al., 2020). Indicando
que, a faixa de temperatura de 20-30 °C propiciard alta eficiéncia de remocdo de P em algumas
microalgas. Entretanto, neste experimento, obtiveram alta eficiéncia de remocéao de P em todas as

temperaturas.
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Figura 09 - Concentragdo inicial, no 6° dia e final de PO4 no experimento com P, kessleri em
efluente de processamento de carne de frango. Os valores correspondem as médias + desvio
padrao e as letras mintsculas representam as diferencgas estatisticas entre os tratamentos € as

letras maiusculas representam as diferencas estatisticas no tempo dos tratamentos (p>0,05).
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Por sua vez, faz necessario compreender quais as vias que as microalgas utilizam para
remover o P e, outros processos fisico-quimicos e bioldgicos no meio. Ha comumente trés vias
para a remogdo de P pelas microalgas, (i) a assimilagdo, (ii) absorcdo extracelular e, (iii)
precipitagdo abiodtica (Qu et al., 2021; Xu et al., 2020) e, todos dependerdo da espécie e das

condigdes do cultivo. Ao assimilar o P, as microalgas utilizam-no para sintese de metabolitos de
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DNA, RNA, ATP e fosfolipidios. Semelhante ao N que ha preferéncia pela NHs, as espécimes de
P inorgéanicas, com baixa carga, sdo mais biodisponiveis (Solovchenko et al., 2019; Su, 2021).

Outra possibilidade para alta remocdo de P em todos os tratamentos, é a luxury uptake.
Caracteriza-se pela capacidade de absorver mais P do que necessita para suas funcdes fisioldgicas
e, é dependente da concentracdo de P, escassez de N, S e Zn, luz ou temperatura (Wu et al., 2021).
E, levard as células acumularem granulos de polifosfato (PolyP) nos acidocalcisomos
(Goodenough et al., 2019; Slocombe et al., 2023). Neste experimento, a concentracdo de P estava
superior a 60 mg. L, em todos os tratamentos. Logo, sob condi¢des repletas de P, ele sera utilizado
para sintese de metabolitos para divisdo celular (Slocombre et al., 2023) consequentemente, para
crescimento celular e produtividade microalgal. Além da concentracdo de P, a restricdo de N
também podera propiciar luxury uptake, neste experimento, a concentracdo de N foi inferior a
concentracdo de P. Assim, poderad ser um gatilho para ocorrer a absor¢do de luxo. O efeito da
temperatura, também é considerado fator que poderé levar a luxury uptake. Em um estudo, ao testar
a influéncia de temperaturas de 15 e 25 °C na absorcdo de P em Scenedesmus sp. em efluente
sintético, verificou-se que, a temperatura alta, obtivera maior concentracéo de polyP. Mas ap0s sete
dias de cultivo, ambas temperaturas, houve luxury uptake. Logo, este mecanismo de remocao de
P, ird ocorrer independentemente da temperatura (Powell et al., 2009).

Além dos fatores mencionados, podera ocorrer a precipitacédo do P, resultado do pH alcalino
do meio. Ao caracterizar o efluente de termoprocessamento de carne de frango, verificou-se que
apresentava pH neutro no ET e ligeiramente acido no EB. Ao acoplar um polimento com
microalgas na ETE, o pH do meio elevard, devido a intensa atividade celular, fato constatado neste
experimento. Logo, a presenca de P. kessleri possibilitara que dois mecanismos de remogéo
ocorressem simultaneamente, via assimilagdo e precipitacdo do P. Nos tratamentos T20 e T30,
constatou-se, que ambas as vias ocorreram, devido a alta densidade celular, produtividade da
biomassa e pH alcalino. Para verificar se houve luxury uptake nos tratamentos, devera analisar a
concentracédo de polifosfato (polyP), bem como realizar a especiacdo. Mas, o acumulo de polyP
ndo ocorre simultaneamente quando h& uma alta produtividade microalgal nesta via (Powell et al.,
2011; Su, 2021). Sendo assim, ao observar a baixa produtividade de biomassa, pH alcalino e a alta
taxa de remocéo de P do tratamento T10, a hipGtese é que ocorreu a precipitacdo do P.

Ha que considerar que, sob diferentes temperaturas, P. kessleri obteve uma alta taxa de

remocao P. Independentemente das vias utilizadas, ela é uma espécie promissora para remové-lo
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do efluente de termoprocessamento de carne de frango e atender as legislagdes vigentes. Contudo,
investigar a capacidade dela de, além de remover P acumula-lo, necessita de mais estudos. N&o
apenas do ponto de vista de recuperar este nutriente e aplica-lo, como biomateriais, produtos
farmacéuticos, aditivos alimentares e biofertilizantes (Solovchenko et al., 2019). Mas ao acumular
o P, havera concomitantemente sequestro de cofatores enzimaticos e metais pesados como Ca?*,
Mg?*, Fe?*, Zn?*, APP*, Cd** e Co?*(Albi; Serrano, 2016; Goodenough et al., 2019; Sanz-Luque;
Bhaya; Grossman, 2020; Slocombe et al., 2020; Su, 2021). Endossando a capacidade de remediar
metais pesados das microalgas, de forma sustentavel. No entanto, essa capacidade de remover
cations podera apresentar uma desvantagem. Esses cations participam como cofatores enzimaticos
em diversas funcGes celulares e, ao reté-lo nos acidocalcisomos, tornam-se indisponiveis para as

demais funcdes na microalga.

5.5.6 Teor de proteinas

O cultivo de microalgas em efluentes tem dois objetivos diferentes, mas que s&o
interdependentes e simultaneamente importantes: (i) realizar eficientemente a remoc¢do dos
nutrientes e (ii) a biomassa gerada necessita tornar-se um produto comercial. Logo, caracterizar a
composicdo da biomassa da espécie alvo é essencial para identificar quais biomoléculas
apresentardo elevado grau de sintese. Consequentemente, qual produto podera gerar. Dentre 0s
componentes presentes na biomassa microalgal, as proteinas representam alto teor e o contetido
bruto podera variar de 30 a 80% dependendo da espécie (Geada et al., 2021; Janssen; Wijffels;
Barbosa, 2022). Sua variacdo estard condicionada as alteracGes da temperatura, ao passar por
periodos longos de temperatura elevada, ocorrera a reducao do teor proteico (Pitawala et al., 2023).
Mas também havera variacdo do teor proteico, durante as estagdes do ano. Em um estudo,
obtiveram-se 42,27+0,86% no verdo e no inverno 36,02+3,79% do teor proteico em raceway
(Quiroz-Arita et al., 2022).

Neste experimento, os tratamentos T10, T20 e T30 obtiveram um teor proteico de
36,76+2,56%, 33,80+4,01%, 34,49+0,97%, estatisticamente semelhantes, respectivamente (Figura
10). Logo, a temperatura nao exercera influéncia sobre o teor proteico de P. kessleri em efluente
de termoprocessamento de carne de frango no experimento. No entanto, ao comparar 0s teores
iniciais e finais dos tratamentos, observa-se que o tratamento T20 obteve um aumento de apenas

5,58%. Ja os tratamentos T10 e T30 obtiveram um aumento de 80,45 e 39,18% do teor proteico,



77

respectivamente. Ressalta-se que, o tratamento T10 apresentara acentuado declinio da densidade
celular durante o cultivo, assim o0 aumento do teor proteico podera estar relacionado a morte celular

da microalga, bem como ao aumento da comunidade microbiana no cultivo.

Figura 10 - Teor de proteinas inicial e final obtida do cultivo da P. kessleri em efluente de
processamento de carne de frango. Os valores correspondem as médias = desvio padrao e as
letras mintsculas representam as diferengas estatisticas entre os tratamentos e as letras

maiusculas representam as diferencas estatisticas no tempo dos tratamentos (p>0,05).
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Ao comparar 0s teores proteicos obtidos deste experimento, com um estudo anterior com o
mesmo efluente e espécie, obteve-se um teor proteico de 39,21%, sob uma temperatura de
25+0,9°C (Vargas et al., 2023). E ao cultiva-la em efluente aquicola, obteve-se um teor proteico de

32,3+1,1%, sob uma temperatura de 25°C (Akmukhanova et al., 2022). Valores semelhantes ao
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deste experimento (Tabela 07). Entretanto, ao observar os teores proteicos da espécie Chlorella
vulgaris em efluente aquicola, obtiveram-se 57+1,2%, sob uma temperatura de 25°C. E ao cultiva-
la em efluente de abate de aves, obtiveram-se 24,8% de teor proteico, sob uma temperatura de
23+2°C (Viegas et al., 2021). Verifica-se que, os teores proteicos irdo modificar a partir do efluente,
da espécie e da temperatura condicionada a cultura. Mas, ao condicionar C. vulgaris a uma
temperatura de 4°C em efluente municipal, obteve-se um teor proteico de 18,4% (Xu et al.,2019).
Neste mesmo estudo, alternaram a temperatura de 4°C e depois aumentaram para 35°C e,
verificaram diminuicdo significativa do teor proteico para 11,6% (Xu et al., 2019). Esses dados
salientam que, a oscilacdo da temperatura impactara consideravelmente o teor proteico, do que

manter uma temperatura regular no cultivo.



Tabela 07 - Teor proteico de espécies de microalgas cultivadas em efluente sob diferentes

temperaturas. Os valores correspondem as médias = desvio padrao.

- TEOR TEMPERATURA -
ESPECIE PROTEICO (%) DE CULTIVO (°C) EFLUENTE REFERENCIA
Parachlor_ella 32,3411
kessleri
Chlorella Efluente Akmukhanova et
Vu|garis 5712 25 AquiCUltUra al. (2022)
Chlamydomonas 35,55+1,1
reinhardtii
Efluente de
Parachlorella processamento Vargas et al
kessleri 39.21 25¢0,9 de carne de (2023)
frango
Chlorel_la 248
vulgans Efluente de
Chlorella Viegas et al.
protothecoides 21,7 23+2 abatedouro de (2021)
Tetradesmus aves
. 21,9
obliquus
Chlorella Efluente Kusmayadi et al.
sorokiniana 18 25¢1 laticinio (2022)
Chlorella Efluente de Singh et al.
pyrenoidosa 54,35 30+2 excreta de aves (2020)
Chlorella 18,4 4 Efluente Xu et al. (2019)
vulgaris municipal
36,76 10 Efluente de
Parachlorella termo
. 33,80™ 20 processamento Este estudo
kessleri
de carne de
34,49™ 30 frango

*Tratamento T10; “Tratamento T20, " Tratamento T30.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Ao obter o teor de proteinas existente da biomassa microalgal P. kessleri em efluente de

termoprocessamento de carne de frango, necessitara identificar qual produto comercial sera

destinado, sendo que as proteinas de microalgas sdo consideradas biocommodities, podem gerar

varios produtos (Beigbeder; Boboescu; Lavoie et al., 2019; Pierson et al., 2023; Quiroz-Arita et

al., 2022). Por ser cultivada em efluente, aplicar sua biomassa rica em proteinas como, alimento

ou suplemento de racdo, requer regulamentagdo de 6rgdos competentes. Para analisar a presenca

de compostos recalcitrantes, como metais pesados advindos do efluente. Entretanto, ha outras
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aplicacdes das proteinas de microalgas além de suplemento alimentar, como alimentacdo animal,
biofertilizantes, poliuretano e alcoois mistos.

Em um estudo, projetardo o volume gerado da biomassa de microalgal e quais produtos sua
proteina poderia ser aplicada, a partir da ETE do Fort Worth no Texas, USA. Estimardo que ela
obterd um rendimento semanal de biomassa de microalgas de 94,76 toneladas e que, destes, 40+5%
serdo de proteinas com, 33,2-42,6 toneladas. Assim, 0s autores propdem que essas proteinas sejam
utilizadas como espuma de poliuretano nao isocianato (NIPU), com rendimento de 550 toneladas
e 1.144 toneladas de alcool misto (Pierson et al., 2023). Outra aplicacdo, € utiliza-las como
biofertilizantes, j& que sua biomassa é rica em nutrientes, por processos de mineralizagdo
(Musetsho et al., 2021). Dependendo da especie microalgal, haverd variacbes no teor dos
aminoéacidos, seja para formar proteina ou como aminoacidos livres. A presenca do triptofano
propiciard um crescimento vegetal significativo, como também sera fundamental para formar
proteinas e hormonios vegetais. J& os aminoacidos e peptideos livres, poderdo auxiliar na sintese
de clorofila e em moléculas sinalizadoras nas plantas (Bello; Saadaoui; Bem-Hamadou, 2021;
Cordeiro et al., 2022).

5.5.7 Atividade enzimética da lipase

Além da proteina microalgal poder ser utilizada para producdo de alcoois mistos,
poliuretano e biofertilizantes, podera gerar subproduto de alto valor no mercado, as lipases. Elas
sdo biocatalisadoras mais promissoras da biotecnologia, por otimizarem producdo industrial de
alimentos, detergentes, biocombustivel e tratamento de efluentes (Ben Bacha et al., 2022;
Remonatto et al., 2022; Vingiani et al., 2019). Entretanto, ha poucos estudos que identificam,
purificam, extraem e industrializam lipases de microalgas. Elas apresentam vantagens sobre as
lipases de outros organismos, por requerer condi¢cBes nutricionais minimas, consequentemente
havera reducdo de custos na sua producdo (Brasil et al., 2017). Ressalta-se que, como as microalgas
podem ser cultivadas em efluentes, havera reducdo dos custos para industrializar lipases de
microalgas. Mas ha que compreender e coordenar, como a producdo de lipase sera afetada pelas
oscilacBes da densidade celular e produtividade de biomassa, que por sua vez é afetada pelas
variagoes da temperatura.

Neste experimento, avaliou-se a atividade enzimatica da lipase de P. kessleri cultivada em

efluente de termoprocessamento de carne de frango, obteve-se no tratamento T10 a maior atividade



81

enzimética com, 0,0967+0,02 U.ml. Seguido, pelos tratamentos T20 e T30 com, 0,0503+0,03 e
0,0232+0 U.ml estatisticamente semelhantes, respectivamente (Figura 11). Ao observar que, a
atividade enzimatica do indculo, obteve-se 0,1276+0,01 U.ml, valor superior ao final do
experimento. O in6culo estava no 8° dia de cultivo e na fase exponencial de crescimento celular e,
ao final do experimento estava no 13° dia de cultivo, pelo efeito da temperatura, cada tratamento

estava em fases distintas de crescimento.

Figura 11 - Atividade enzimatica da lipase da microalga P. kessleri cultivada em efluente de
termoprocessamento de carne de frango. Os valores correspondem as médias + desvio padrdo e as

letras mintsculas representam as diferencas estatistica com p>0,05.

mInéculo  T10 =T20 =T30
0,18 -

0,16 A
0,14 A
0,12 A

0,1 -

U/ml

0,08 -

0,06 -

0,04 A

0,02 A

0 n T
0 13
Tempo (dias)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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O tratamento T20 estava na fase exponencial, o tratamento T30 na fase estacionaria e o
tratamento T10 estava na fase de declinio. Como as lipases sdo reconhecidas como
enantiosseletividade, regiosseletividade e especificidade (Faruque; Razzak; Hossain, 2020) com
seu substrato (lipidios) e, ao ocorrer alteragao nele, havera a acao de determinada lipase. Os lipidios
sdo biomoléculas responsaveis por estruturar e reserva energética. Sua disposi¢do serd dependente
das fases de crescimento, em que sdo sintetizados, remodelados e degradados rapidamente, sob
variacoes da temperatura, luz e nutrientes (Khoo et al., 2023; Kong et al., 2018). Logo, havera
nesses processos a mediagdo de lipases. Em um estudo com Saccharomyces cerevisiae, obteve-se
a fosfolipase A2 que atua na remodelacdo de lipidios de membrana e na biossintese de
triacilglicerol (TAG) nas goticulas lipidicas. Essa lipase, foi identificada na fase G1 tardia do ciclo
celular (Kurat et al., 2009). Assim, relacdo entre ciclo celular — lipidios — lipases em microalgas,
requer ampliar os estudos sobre esta relacao.

Em um estudo anterior com P. kessleri em efluente de termoprocessamento de carne frango,
a autora investigara atividade enzimatica da lipase, protease ¢ a-amilase. Constatou-se que, até o
sétimo dia de cultivo, houve presenca de lipase na microalga e, no nono dia cultivo, ndo apresentara
presenca da lipase (Primo, 2022). Esses dados, ndo correlacionam com os deste experimento,
analisou-se no inicio e no 13° dia de cultivo e, P. kessleri apresentava atividade enzimatica da lipase
ao final do experimento. Ao comparar a concentracao apresentada deste experimento com outras
espécies de microalgas e microrganismos, observa-se que estes sdo superiores aos obtidos P.
kessleri neste experimento (Tabela 08). Dentre eles, a galactolipase da microalga C. kessleri, com
uma atividade enzimatica de 1.313U, ponto isoelétrico de 6-7, temperatura de 4 a 40°C e
dependéncia por Ca?*e Mn?*. Devido sua alta atividade enzimatica, ela podera estar envolvida no
metabolismo lipidico da membrana celular e do cloroplasto (Hashiro et al., 2018). Corroborando
com a hipoétese, de que ao analisar a atividade enzimatica nas fases do ciclo celular, bem como
quais lipidios estdo sendo requeridos pela célula, talvez possa ser uma maneira de compreender a

dindmica da sintese e acdo das lipases.
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Tabela 08 - Identificagdo de lipases em diferentes microrganismos com suas respectivas

atividades enzimatica. Os valores correspondem as médias + desvio padrdo e as letras minusculas

representam as diferencas estatisticas entre os tratamentos (p>0,05).

TIPO DE UNIDADE DA
ESPECIE LIPASE SUBSTRATO Valor ATIVIDADE REFERENCIA
ENZIMATICA
Chlorella : p-D B Hashiro et
kessleri Galactolipase  galactosil - 1313 U al. 2018
sn- glicerol b
Scenedesmus
sp. e . Palmitato p- Tang et al.,
Desmodesmu ~ —'P%®  itrofenila 183 U. mL 2023
S sp.
Spirulina . Palmitato de Demir;
platensis Lipase p-nitrofenila 0.23 U. mL Tikel, 2010
. ) Okino-
Aspe_rglllus Lipase Bu.t Irato Qe 29,44+4,29 U. mL Delgado et
niger p-nitrofenila al. 2022
Bacillus . Laurato de Ranaet al.,
subtilis Lipase p-nitrofenila 90,39 U. mL 2024
Janibacter sp Lipase MAJ1 QL(I::S:% 105,6 U. mL Cuzlc;aéza L
b hlorell Laurato d 0,0967+0,02a"
arachiore Lipase aurato €€ 4 9503+0,03a" U. mL Este estudo
a kessleri p-nitrofenila 0.0232405""
, +0a

*Tratamento T10; “Tratamento T20, " Tratamento T30.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Além de identificar, purificar, extrair as lipases de microalgas, tera que obter um método
escalonavel para otimizar o processamento e assim torna-la um produto comercial. Ademais, ao
propor cultivar as microalgas para polimento de efluentes, trabalhard com volumes significativos
de biomassa, independentemente de os ciclos serem semi-continuo ou continuo na ETE. Assim, ao
obter lipase de Scenedesmus sp e Desmodesmus sp. com uma atividade enzimatica de 1, 83U.ml,
o0s autores verificaram que a flotacdo bifésica liquida extraira e purificara a lipase, obtive-se uma
recuperacdo de 90,4%, os solventes poderdo ser reciclados, logo reduzira os custos da producao
(Tang et al., 2023).
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5 CONCLUSAO

Os tratamentos apresentaram uma fase lag longa no cultivo em efluente de
termoprocessamento de carne de frango, necessitando de um periodo maior para adaptar.
Constatou-se que, a temperatura de 20°C gerou a maior DCM, DOM e produtividade da biomassa.
E obteve alta eficiéncia de remocéo de nitrogénio amoniacal com, 98,79% e, 95,67% para fosforo,
alcancadas em tempos distintos no cultivo. Ambas as eficiéncias, alcancaram os limites
estabelecidos pelas legislac6es ambientais vigentes.

Ao analisar o teor proteico e a atividade enzimatica da lipase da microalga P. kessleri, ndo
houve diferencas significativas entre as temperaturas verificadas. Entretanto, para prospectar e
obter alta produtividade de proteinas ou lipases, requer que a cultura alcance uma alta densidade e
produtividade e, estes foram alcancados na temperatura de 20°C;

Os dados apresentados neste experimento endossam a relevancia do efeito da temperatura
no cultivo de microalgas em efluentes, sobre a densidade e produtividade, bem como sobre a
eficiéncia de remocéo de nutrientes. Ressalta-se que, outros estudos devem ser desenvolvidos com
amicroalga P. kessleri sob a 6ptica da temperatura. Buscar identificar a faixa de temperatura 6tima,
bem como as temperaturas extremas, para manter densidade, produtividade e eficiéncia de remocao

de nutrientes em efluente de termoprocessamento de carne frango.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos nos dois capitulos desta dissertagdo, ressalta-se:

O cultivo de microalgas ¢ uma atividade economica em expansao que necessita de pesquisas
para otimizar seus sistemas produtivos. Integra-las nos sistemas de tratamento/polimento de
efluentes ¢ uma estratégia promissora, podera corroborar para efetivar o conceito de economia
circular e os Objetivos do Desenvolvimento sustentavel. Entretanto, as variagdes sazonais e diarias
da temperatura do local de cultivo irdo influenciar a produtividade da biomassa microalgal, seus
produtos ¢ a eficiéncia de remocao de nutrientes.

O tempo de cultivo ¢ um fator significativo na eficiéncia de remocao de N e P para
tratar/polir efluentes com microalga Parachlorella kessleri sob efeito das temperaturas testadas,
consequentemente para atender as legislagdes ambientais para langcamento destes nos corpos
receptores. Ha necessidade em encontrar maneiras que o sistema de cultivo da microalga
Parachlorella kessleri propicie uma eficiéncia de remocao de N e P em tempos de cultivos
proximos. Recomenda-se avaliar diariamente esses parametros para obter em qual dia do cultivo
havera uma eficiéncia de remoc¢do de N e P conforme as legislacdes;

Além do teor proteico, obter o proteoma e o perfil dos aminodcidos da Parachlorella
kessleri para determinar ao nivel molecular se havera alteracdo na sintese de proteinas sob efeito
de temperaturas. Ja para a atividade enzimatica da lipase, considera-se ampliar as técnicas de sua
extragdo, purificacdo e andlise, bem como intensificar pesquisas sobre a relagdo do ciclo celular,
lipidios e lipases na microalga Parachlorella kessleri,

Ressalta-se que, em cultivos em areas externas, as temperaturas ndo serdo constantes como
neste estudo, logo havera flutuacdes na temperatura, bem como também na intensidade luminosa
sobre o cultivo. Recomenda-se identificar a faixa de temperatura da Parachlorella kessleri tolera e
correlacionar com a intensidade luminosa. A partir desta faixa de temperatura e luminosidade
podera buscar alternativas para manter crescimento celular e produtividade de biomassa do cultivo
como: (i) controlar o pH do cultivo para identificar os processos de remocao de nutrientes do
efluente e para manter crescimento e produtividade microalgal; (ii) inserir o monitoramento
continuo da temperatura e da radiacdo solar na area de cultivo e para identificar quando manter ou
colher a cultura e, manter a produ¢do do subproduto da biomassa microalgal eficiente; (iii) manter

a temperatura a partir do volume do cultivo e; (iv) prospectar espécies tolerantes a temperaturas
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extremas, alternando o cultivo para as espécies que manterdao crescimento celular sob as variacdes

de temperatura.
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