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Nutrient removal from vinasse by Klebsormidium flaccidum and biomass production with economic
potential

Ethanol is a sustainable alternative for mobility due to low carbon emissions. In Brazil, sugarcane
ethanol production generates a large amount of vinasse, and its primary use in fertirrigation causes
negative environmental impacts. This study aims to cultivate the microalga Klebsormidium flaccidum
using vinasse as a source of nutrients while simultaneously producing biomass of economic value.
Three treatments with concentrations of 10%, 20%, and 30% of diluted vinasse were tested,
designated as T1, T2, and T3, respectively. A culture using Bold Basal Medium was considered as
control. Although the treatments resulted in lower cell densities compared to the control, there was
an increase in dry mass (DM) due to nutrient availability. Photosynthetic pigments (chlorophyll a and
carotenoids) were lower in the treatments, but proteins (T2 and T3: 8.72 + 0.11% DM) increased with
the addition of vinasse. Carbohydrates were more abundant in the lower concentration of vinasse (T1:
66.39% DM), while the highest lipid content among the treatments was recorded in T1 (5.74% DM).
Among the fatty acids, the presence of myristic acid (T3: 164.4 ug g-* DM) and palmitic acid (T2:
176.4 pg g DM) was highlighted. K. flaccidum demonstrated high efficiency in removing total
nitrogen and NH4* (> 90%) in treatments T2 and T3. The highest removals of total phosphorus, its
ionic form PO43, and potassium also occurred in these treatments. Our results highlight the potential
of K. flaccidum in nutrient removal from agricultural wastewater, promoting sustainable economy.

RESUMO

Palavras-chaves
efluente
microalga
remediagdo
sustentabilidade

O etanol é uma alternativa sustentavel para a mobilidade devido a baixa emissdo de carbono. No
Brasil, a producdo de etanol da cana-de-agucar gera grande quantidade de vinhaga, e o seu principal
uso na fertirrigacdo causa impactos ambientais negativos. Este estudo visa cultivar a microalga
Klebsormidium flaccidum usando vinhaga como fonte de nutrientes e simultaneamente produzir
biomassa de valor econdmico. Foram testados trés tratamentos com concentracfes de 10%, 20% e
30% de vinhaga diluida, recebendo as denominagdes T1, T2 e T3, respectivamente. Um cultivo
utilizando meio Basal de Bold foi considerado como controle. Embora os tratamentos tenham
resultado em densidades celulares inferiores ao controle, houve aumento na massa seca (MS) devido
a disponibilidade de nutrientes. Os pigmentos fotossintéticos (clorofila a e carotenoides) foram
inferiores nos tratamentos, mas as proteinas aumentaram com a adigdo da vinhaca (T2 e T3: 8,72 +
0,11% MS). Os carboidratos foram mais abundantes na concentragdo menor de vinhaga (T1: 66,39%
MS), enquanto que o maior teor de lipideos entre os tratamentos foi registrado em T1 (5,74% MS).
Dentre os acidos graxos, destacou-se a presenca elevada do acido miristico (T3: 164,4 pug g* MS) e
acido palmitico (T2: 176,4 ug g* MS). K. flaccidum demonstrou uma alta eficiéncia de remocéo de
N-total e NH4* (> 90%) nos tratamentos T2 e T3. As maiores remoc0es de P-total, sua forma i6nica
PO43, e K também aconteceram nesses tratamentos. Nossos resultados ressaltam o potencial de K.
flaccidum na remocdo de nutrientes de aguas residuais agricolas, promovendo uma economia
sustentavel.
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INTRODUCAO

Frente aos desafios das mudangas climéticas, o
etanol se mostra como uma das alternativas ecotec-
noldgicas para a construgdo de uma nova era de
mobilidade sustentavel, visto que é o biocombusti-
vel com a menor emissao de carbono (Conceigéo et
al., 2023). Os Estados Unidos lideram como o
maior produtor mundial de etanol, tendo alcangado
uma producdo de mais de 15 bilhdes de galdes em
2023. Em segundo lugar esta o Brasil, com uma
producdo de mais de 8 bilhdes de galdes. Juntos,
respondem por cerca de 80% da produg&o global de
etanol. No entanto, é importante ressaltar que a
maioria do etanol produzido nos Estados Unidos €
derivada do milho, enquanto o Brasil concentra sua
producdo principalmente na cana-de-agucar (RFA,
2024).

O subproduto liquido resultante do processa-
mento da cana-de-agucar é a vinhaga, um composto
acido, de coloragdo marrom escura, fétida e com
alto contetdo organico constituido por diferentes
compostos derivados do nitrogénio, fosforo e po-
tassio (Fuess et al., 2018). Em média, sdo gerados
de 10 a 15 L de vinhaca no preparo de cada litro de
etanol, dependendo do equipamento da destilaria
(Christofoletti et al., 2013).

Devido ao grande volume de vinhaca produzida,
tratamentos e usos alternativos foram desenvolvi-
dos, como sua aplicacdo na fertirrigacéo, fermenta-
¢do e producao de levedura, produgéo de racao ani-
mal e a incineragdo para recuperacao de potassio
(Ramirez et al., 2014). Dentre as alternativas, a fer-
tirrigacdo, técnica que consiste na aplicacdo da vi-
nhacga bruta no solo por meio da irrigagdo, repre-
senta a opgdo mais utilizada no Brasil e no mundo,
pois exige baixo investimento inicial, custos de ma-
nutencdo reduzidos, rapida aplicacdo, ndo necessita
de tecnologias complexas e contribui para o0 au-
mento do rendimento da colheita (Fuess et al.,
2018).

Contudo, devido as caracteristicas da vinhaga,
sua utilizagdo excessiva pode causar alteraces nas
propriedades fisico-quimicas de solos, rios, lagos e
na biota em geral (Christofoletti et al., 2013). Dessa
forma, a utilizagdo da vinhaga como fertilizante
deve respeitar a capacidade de retencdo de agua do
solo, e sua aplicacdo deve ser feita de maneira cri-
teriosa para cada tipo de solo receptor (Silva et al.,
2007). Nesse contexto, novas alternativas de trata-
mento e utilizagdo da vinhaga devem ser avaliadas
com o intuito de contribuir com a mitigacao dos im-
pactos ambientais. Devido a presenca elevada de
nutrientes e como medida de solugdo prética, sus-
tentdvel e econdmica, diversos autores tém pro-
posto a utilizagdo da vinhaga como meio alternativo
de cultivo de microalgas (Santana et al., 2017; Si-
gueira et al., 2022; Conceicéo et al., 2023).

As microalgas comp&em um grupo diversificado
de organismos fotossintetizantes, uni ou multicelu-
lares, capazes de formar colonias e filamentos. Elas
possuem capacidade fisiolégica e adaptativa que
permite ampla distribuicéo, encontrando-se em am-
bientes de 4gua doce, marinhos e terrestres (Karsten
et al., 2016). Devido a sua plasticidade metabdlica,
as microalgas apresentam rapido crescimento, ele-
vada eficiéncia fotossintética e alta taxa de assimi-
lagcdo de CO, mesmo quando cultivadas em labora-
torio e, uma vez que ndo necessitam de terra aravel
para o seu cultivo, contribuem com a mitigacéo dos
impactos ambientais causados pela expansdo agri-
cola (Liu et al., 2020).

Além disso, a biomassa produzida pode fornecer
uma variedade de biomoléculas de alto valor como
pigmentos, proteinas, lipideos e carboidratos
(Tawfik et al., 2022). O cultivo de microalgas ndo
representa unicamente uma alternativa sustentavel
de remocdo de compostos quimicos nocivos de
efluentes, mas também a possibilidade de aplicacdo
comercial de sua biomassa em inimeras &reas, tais
como industria alimenticia, de produtos farmacéu-
ticos, cosméticos, biocombustiveis, entre outros
(Spolaore et al., 2006; Sathasivam et al., 2019).

Dentre a ampla diversidade de microalgas, as al-
gas filamentosas de agua doce se destacam por
apresentarem vantagens significativas no trata-
mento de &guas residuais. Essas vantagens incluem
facilidade de colheita da biomassa, devido ao seu
tamanho, bem como sua maior resisténcia a preda-
cao (Liu et al., 2016). Espécies dos géneros Spi-
rogyra, Oedogonium, Cladophora e Klebsormi-
dium foram estabelecidas como espécies potenciais
para aplicacbes de tratamento de aguas residuais
(Liu et al., 2020).

A espécie Klebsormidium flaccidum habita am-
bientes terrestres e aquaticos, e esta constituida por
filamentos multicelulares e n&o ramificados, for-
mado por células cilindricas, ovoides e um tanto
alongadas, com cloroplasto lamelar, denso e parie-
tal, cobrindo parcial ou quase completamente a cé-
lula (Hori et al., 2014; Karsten et al., 2016; Mon-
toya et al., 2019). Liu et al. (2016) reportam que a
biomassa produzida por essa espécie durante o tra-
tamento de aguas residuais representa um recurso
de grande potencial, uma vez que seus filamentos
sdo compostos por macromoléculas com alto valor
nutritivo e calérico, além de desempenharem a fun-
cao de remocdo de compostos potencialmente toxi-
cos ao ambiente.

Este estudo tem como objetivo avaliar o poten-
cial da vinhaga como fonte alternativa de nutrientes
para o cultivo da microalga K. flaccidum, visando a
producdo de uma biomassa constituida por biomo-
Iéculas de importancia econémica.
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MATERIAL E METODOS

Cepa e condigdes de cultivo

A cepa Klebsormidium flaccidum LO11A foi ob-
tida do banco de cultivo de microalgas do Labora-
torio de Taxonomia e Ecologia de Algas Continen-
tais da Universidade Federal do Espirito Santo. A
cepa foi cultivada utilizando meio Basal de Bold
(Stein, 1973), com pH ajustado para 7,0 usando
uma solucdo de HCI 0,01 N, e esterilizado por au-
toclavagem (121 °C, 30 min). Os cultivos foram
mantidos sob condicGes controladas de temperatura
(25 £ 1 °C), intensidade luminosa (47,25 pmol m?
s1) obtida por meio de lampadas fluorescentes 40
W do tipo daylight, fotoperiodo (12:12 h, claro: es-
curo) e aeracao continua utilizando compressor de
ar a vazdo de 3,5 L min%. Os cultivos tipo batelada
foram realizados em erlenmeyers de 5 L, contendo
4,5 L do meio de cultura e 0,5 L do in6culo (2 +
0,01 x 10° cel mL), por um periodo de 21 dias e
posteriormente liofilizados.

Coleta e caracterizac¢ao da vinhaca

O efluente foi doado pela usina Lasa - Linhares
Agroindustrial S/A, ES. Posteriormente, o residuo
foi passado por uma peneira com poro de 0,8 mm
para remocdo de materiais grandes como restos ve-
getais e particulas de solo. A caracterizacao fisico-
quimica do efluente bruto e do efluente apds cultivo
da alga foram feitas no inicio e ao final do experi-
mento. Foram analisadas as varidveis pH, conduti-
vidade elétrica, turbidez, nitrogénio total, nitrogé-
nio amoniacal, fosforo total, ortofosfato, demanda
bioguimica de oxigénio (DBO) e demanda quimica
de oxigénio (DQO) conforme APHA (2012). Os
elementos potassio, magnésio e sodio foram deter-
minados utilizando um espectrémetro de absorcéo
atdbmica (Analytik Jena, ZEEnit 700), operado no
modo de atomizacdo em chama, equipado com lam-
pada de deutério como corretor de fundo, e nos
comprimentos de onda 766,5, 285,2 e 589 nm, res-
pectivamente. Foi utilizada como fonte de energia
uma lampada de catodo oco (Analytic Jena, HCL)
para cada elemento, e ar comprimido como gas oxi-
dante a uma vazéo de 550 L h* (Lyra et al., 2010).

Para o calculo do percentual de eficiéncia de re-
mogao (ER%) dos principais compostos analisados
(nitrogénio total, nitrogénio amoniacal, fosforo to-
tal, ortofostato e potassio), utilizou-se a seguinte
equacdo: ER% = (Ci-Cf)/Ci x 100, sendo que Ci=
Concentracgdo inicial do nutriente no meio de cul-
tivo, antes da inoculagéo; e Cf= Concentracdo final
do nutriente no meio de cultivo, ap6s a remocao da
biomassa algal.

Delineamento experimental

Foram ensaiados trés tratamentos com concen-
tracGes de 10%, 20% e 30% de vinhaca diluida em
agua destilada para a formulagéo de meios de cul-
tura de K. flaccidum para avaliar e comparar seu
crescimento, composicao bioguimica e remogdo de
nutrientes. Os tratamentos receberam as denomina-
¢cOes T1, T2 e T3, respectivamente. Um cultivo uti-
lizando meio Basal de Bold foi considerado como
controle.

Avaliacdo do crescimento

A densidade celular (cel mL™) foi determinada
por contagem direta com hemocitémetro de Fuchs-
Rosenthal, utilizando-se  microscopio  dptico
(Olympus, CX41), 400 aumentos (ocular 10X, ob-
jetiva 40X), a cada dois dias durante o periodo de
cultivo. A partir dos valores de densidade celular,
foram elaboradas as curvas e parametros da cinética
de crescimento segundo Fogg e Thake (1987): Taxa
de crescimento populacional (K), onde K=Ln (N2 /
N1)/(t2 — t1), sendo que N1 e N2 = nimero de células
nos tempos t; e t; (inicio e fim do cultivo, respecti-
vamente); tempo de duplicacdo (G), onde G=
Ln(2)/K; e rendimento méximo (R), onde R=R; —
Ro, sendo que Ri= ndmero maximo de cel mL™ e
Ro= ntmero inicial de cel mL™.

A determinagéo da massa seca foi realizada por
gravimetria a cada quatro dias filtrando aliquotas de
20 mL através de microfiltros de fibra de vidro
(Macherey-Nagel, GF-1 47 mm), seguido de seca-
gem em estufa a 60 °C até atingirem peso constante.

Andlises bioquimicas

A clorofila a e os carotenoides foram extraidos
com acetona 90% a frio, e suas concentrac@es fo-
ram medidas espectrofotometricamente (Thermo
Scientific, Aquamate Plus UV-Vis), seguindo os
protocolos estabelecidos por Jeffrey e Humphrey
(1975) e Strickland e Parsons (1972), respectiva-
mente. As concentragdes dos pigmentos foram ava-
liadas a cada quatro dias.

As proteinas hidrossoluveis foram determinadas
pelo método de Lowry et al. (1951), com base em
uma curva padrdo de albumina sérica bovina. A
concentracao de carboidratos soltveis foi determi-
nada seguindo o método descrito por Kochert
(1978), utilizando uma curva padréo de glicose ani-
dra. Os lipideos totais foram extraidos e analisados
de acordo com Bligh e Dyer (1959). As analises de
proteinas, carboidratos e lipidios foram avaliadas
apenas ao final do experimento e apresentadas
como porcentagem da massa seca (% MS).

A determinacéo do perfil de ésteres metilicos de
acidos graxos (FAME) procedentes da biomassa li-
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ofilizada foram determinados através da cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia (HPLC) dos ésteres
metilicos. Inicialmente, a biomassa foi transesteri-
ficada seguindo a metodologia proposta por Del-
gado et al. (2021). Os FAME foram dissolvidos em
10 uL de acetonitrila e analisados em um sistema
de cromatografia (Shimadzu, CBM-20A). Uma
fase movel binaria consistindo em (A) solucéo de
acido trifluoroacético e agua destilada (0,1:99,9,
v/v) e (B) acetonitrila foi filtrada usando um sis-
tema ao vacuo através de filtros de membrana de
0,45 um e desgaseificada em um banho de ultras-
som. O sistema HPLC foi programado para operar
sob condicGes controladas de temperatura da co-
luna (37 °C), comprimento de onda de detecgéo
(210 nm) e vazédo (0,25 mL mint). Os acidos gra-
xos foram analisados comparando o tempo de re-
tencdo dos picos correspondentes com uma mistura
padrdo conhecida de FAME adicionada a cada
amostra. O software LCSolutions v. 2.1 foi utili-
zado para aquisicao e analise dos dados.

Analise estatistica

Os tratamentos e controle foram realizados em
triplicata (n = 3). Os dados obtidos foram submeti-
dos a analise de variancia (ANOVA) seguida do
teste de comparacao de médias de Tukey (p <0,05).
As analises foram realizadas com o software Sig-
maPlot v. 14.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagdo da vinhaca

Tabela 1 - Caracterizacao fisico-quimica da vinhaca

A vinhaca utilizada em nosso estudo caracteri-
zou-se como &cida, turva, com valores elevados de
potassio, nitrogénio, condutividade elétrica, DQO e
DBO (Tabela 1). Essas descrigdes fisico-quimicas
sdo semelhantes ao relatado na literatura para esse
tipo de efluente (Santana et al., 2017; Candido et
al., 2021).

Potéssio foi 0 elemento com maior concentragdo
na vinhaca (1006 mg L1). Este elemento tem papel
fundamental na regulagdo osmética, manutengdo
do pH intracelular e na conformag&o e estabilidade
de proteinas (Grobbelaar, 2013). O magnésio, cuja
importancia esta associada aos pigmentos fotossin-
téticos, e o0 sodio, nutriente essencial na ativagdo
enziméatica (Markou et al., 2014), foram também
elementos presentes na composi¢do da vinhaga em
concentracdes consideraveis.

Outra caracteristica da constituicdo quimica da
vinhaga foi a elevada concentragdo de nitrogénio
amoniacal (466 mg L), sendo esta a principal fra-
¢do do nitrogénio total. Tal caracteristica é favora-
vel para seu uso como meio de cultura, devido a
esta ser a principal forma assimilavel pelos micror-
ganismos fotossintéticos, requerendo menor custo
energético quando comparada a outras fontes de ni-
trogénio (Beuckels et al., 2015). Em relacéo aos te-
ores de fosforo, a vinhaca também apresentou va-
lores elevados, sendo o ortofosfato (20 mg L) sua
principal fracdo. Assim como o nitrogénio, o fds-
foro é essencial para o metabolismo celular, sendo
necessario para a formagdo de &cidos nucléicos e
transferéncia de energia (Markou et al., 2014).

Parametros

pH

Condutividade Elétrica

Demanda quimica de oxigénio (DQO)
Demanda biolégica de oxigénio (DBO)
Nitrogénio Total

Nitrogénio Amoniacal

Fosforo Total

Ortofosfato

Potéssio

Magnésio

Sédio

Turbidez

3,45
2580 pS cm?
16603 mg Lt
9464 mg L*

498 mg L
466 mg L
26 mg L*
20mg L
1006 mg L*
120 mg L?
32mgL?
4.210 NTU

Embora o efluente utilizado neste trabalho de-
monstre possuir alto contedido de nutrientes neces-
sarios para compor um meio de cultura alternativo
para microalgas, € importante ressaltar que, depen-
dendo da variedade de cana-de-aglcar processada,

do periodo da colheita e do processo industrial uti-
lizado na producdo de etanol, a composicdo qui-
mica da vinhaga pode variar (Candido e Lombardi,
2018).

Mais um critério necessario a considerar é a apli-
cacdo da vinhaca diluida. A utilizacdo pura desse
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efluente como meio de cultura enfrenta diversas di-
ficuldades como a possivel presenga de compostos
fendlicos ou metais pesados que podem ser preju-
diciais para o crescimento e desenvolvimento mi-
croalgal (Marques et al., 2013). O pH &cido da vi-
nhaca devido a presenca de &cidos organicos tam-
bém pode afetar negativamente o crescimento das
microalgas que requerem condigdes alcalinas ou
neutras para prosperar. Além disso, a alta turbidez
dificultaria a incidéncia da luz necesséria para a ati-
vidade fotossintética (Santos et al., 2016). Portanto,
a diluicdo da vinhaca é crucial para mitigar esses
problemas, garantindo assim um meio de cultura
adequado para o cultivo desses microrganismos de

forma eficiente e sustentavel.

Crescimento e producdo de massa seca de
Klebsormidium flaccidum

O crescimento de K. flaccidum foi avaliado ini-
cialmente pela determinacdo da densidade celular
em funcéo do tempo. Conforme mostrado nas cur-
vas de crescimento (Figura 1), os diferentes trata-
mentos utilizando vinhaga como fonte de nutrientes
(T1, T2 e T3) apresentaram um numero de células
inferior (1,27 + 0,2 x 10° cel mL™) em relacéo ao
controle (8,04 x 10° cel mL™%).

10

©
1

Controle
—T1

-— T2
6 - — T3

6 -1)

Densidade celular (10 cel mL

11
Tempo (dias)

13 15 17 19 21

Figura 1 - Curvas de crescimento de Klebsormidium flaccidum no meio Basal de Bold (controle) e tratamentos
com diferentes concentra¢des de vinhaca diluida (T1= 10%, T2= 20%, T3= 30%).

Os valores da cinética de crescimento de K. flac-
cidum estdo representados na Tabela 2. Como es-
perado, conforme a densidade celular ao logo do
periodo de cultivo, a taxa de crescimento mais ele-
vada foi encontrada no controle (0,15 d?). Conse-
quentemente, seu tempo de duplicacdo celular foi

menor (4,62 dias). Dentre os tratamentos, T1 e T2
proporcionaram uma maior taxa de crescimento e
menor tempo de duplicagdo. O maior valor de ren-
dimento méaximo foi alcancado também pelo con-
trole (7,62 x10°® cel mL™), seguido por T2 (1,14
X108 cel mL™?).

Tabela 2 - Pardmetros cinéticos de crescimento (K= taxa de crescimento, G= tempo de duplica¢do, R= rendi-
mento maximo) de Klebsormidium flaccidum no meio Basal de Bold (controle) e tratamentos com diferentes
concentracdes de vinhaca diluida (T1= 10%, T2= 20%, T3= 30%).

K (d?) G (dias) R (cel mL?)
Controle 0,152 4,62°¢ 7620209
T1 0,06 " 11,55° 888 883 ¢
T2 0,05° 13,86 ° 1143 403°
T3 0,04 °¢ 17,33 738 429 ¢

Valores seguidos pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Nossos resultados indicam que apesar da
utilizaco de um efluente rico em nutrientes como

a vinhaga, outras caracteristicas estdo exercendo
um fator limitante no  desenvolvimento
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populacional microalgal. O crescimento das algas €
afetado por uma série de fatores e, devido a sua
capacidade fotossintética, a quantidade e a
qualidade de luz disponivel afeta diretamente a
densidade celular (Wang et al., 2015). A densidade
celular registrada nos tratamentos pode ter relacdo
com a coloragdo marrom escura apresentada pela
vinhacga bruta, atribuida principalmente a presenca
da melanoidina que minimiza a penetracdo de luz,
interferindo em processos celulares (Silva et al.,
2007).

Kadioglu e Algur (1992), precursores nos
estudos envolvendo a utilizagdo de vinhaga no
cultivo de microalgas, encontraram um aumento na
densidade celular em Chlamydomonas reinhardtii,
guando cultivada com 5% do efluente.
Posteriormente, muitos autores vém relatando a

utilizacdo de diferentes cepas para avaliar sua
capacidade de remocdo de nutrientes e obtencdo
simultanea de maiores quantidades de biomassa.
Budiyono et al. (2014) utilizaram 8% de vinhaca no
cultivo de Spirulina platensis e obtiveram uma taxa
de crescimento similar (0,05 d?). Santos et al.
(2016) relataram que a mesma espécie alcangou
taxas de 0,54 e 1,02 d* com 0,1% e 1,0% de
vinhaga, respectivamente. Marques et al. (2013)
obtiveram uma taxa de 0,76 d* com 2% de vinhaca
no crescimento de Chlorella vulgaris.

A massa seca de K. flaccidum no controle foi
aumentando exponencialmente ao longo do cultivo,
atingindo o valor maximo de 0,50 g L, no ultimo
dia de cultivo (Figura 2), porém, esse valor foi
estatisticamente igual aos tratamentos T2 (0,41 g L"
HeT3(0,49gLY).
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Apesar de ter reportado previamente uma densi-
dade celular minima nos tratamentos empregados
(Figura 1), o incremento relatado na massa seca é
devido a alta disponibilidade de nutrientes do eflu-
ente. Esses achados podem estar relacionados a
uma maior capacidade de armazenamento de subs-
tancias de reserva nos filamentos de K. flaccidum
nos tratamentos, decorrendo em uma elevada massa
seca.

Diversas pesquisas tém explorado também o cul-
tivo de microalgas verdes em diferentes concentra-
cOes de vinhaca, ressaltando a necessidade de de-
terminar a concentracdo ideal para maximizar a
producdo de biomassa (Liu et al., 2016, Engin et al.
2018). Visando a otimizagéo dos cultivos com vi-
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Valores seguidos pela mesma letra em cada dia de avaliagdo ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Figura 2 - Massa seca de Klebsormidium flaccidum no meio Basal de Bold (controle) e tratamentos com
diferentes concentragdes de vinhaca diluida (T1= 10%, T2= 20%, T3= 30%)

nhaca ou efluentes que possuam alta turbidez, Ra-
mirez et al. (2014) sugeriram que a intensidade lu-
minosa deva ser proporcionalmente maior a medida
que aumenta a concentracdo do efluente, o que pos-
sibilitaria 0 uso de concentra¢Ges mais elevadas.

Composicao de pigmentos de Klebsormidium
flaccidum

A maior concentracdo de clorofila a foi regis-
trada no 17° dia no controle, atingindo um valor de
16,01 pg mL* (Fig. 3). A concentracdo do pig-
mento nos diferentes tratamentos ndo apresentou
diferenca significativa ao longo dos dias de cultivo,
além de representar valores inferiores ao controle
(1,66 + 0,05 ug L.
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A clorofila a ¢ uma molécula organica complexa
envolvida na captacéo de luz e conversdo de ener-
gia, sua abundancia esta associada ao estado fisio-
I6gico celular, e & capacidade fotossintética e de fi-
xacdo de carbono (Da Silva et al., 2020). Os baixos
teores de clorofila a nos tratamentos demonstram
que o desempenho fotossintético de K. flaccidum
foi afetado devido a dificuldade da incidéncia da
luz, o que também resultou em baixa densidade ce-
lular como foi explicado anteriormente. Porém, al-
gumas espécies podem ter uma melhor adaptacéo,

Tempo (dias)
Valores seguidos pela mesma letra em cada dia de avaliagdo ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Figura 3 - Clorofila a de Klebsormidium flaccidum no meio Basal de Bold (controle) e tratamentos com dife-
rentes concentragOes de vinhaga diluida (T1= 10%, T2= 20%, T3= 30%)

como descrito por Candido e Lombardi (2018) que
registraram concentracdes elevadas de clorofila a
(4,0 e 5,0 mg L) no cultivo de C. vulgaris utili-
zando altas concentracdes de vinhacga (80% e 60%,
respectivamente).

Quanto as concentragdes de carotenoides, 0 va-
lor maximo também foi registrado no 17° dia de
cultivo pelo controle (6,42 pug L). Enquanto os tra-
tamentos mantiveram um valor constante e inferior
a 0,8 ug L ao longo do periodo de cultivo (Figura
4).
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Valores seguidos pela mesma letra em cada dia de avaliagdo ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Figura 4 - Carotenoides de Klebsormidium flaccidum no meio Basal de Bold (controle) e tratamentos com
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diferentes concentragdes de vinhaca diluida (T1= 10%, T2= 20%, T3= 30%)

Os carotenoides tém ganhado grande atencéo de-
vido as suas propriedades antioxidantes, além de
serem comercialmente importantes para aplicagdes
industriais nos mercados de corantes, alimentos e
cosméticos (Sathasivam et al., 2019). Embora neste
estudo as concentracbes de carotenoides nédo te-
nham alcangado valores expressivos, outras pesqui-
sas apontam a utilizac&o de residuos agropecuéarios
na producéo de uma biomassa rica nesse pigmento.
Rodrigues et al. (2014) ao cultivar Phormidium au-
tumnale em aguas residuais de matadouro como
meio de cultura chegaram a obter grandes quanti-
dades de pigmentos carotenoides, constituidos em

vinte tipos. Embora a vinhaca se apresente como
um meio alternativo rico em nutrientes, K. flacci-
dum optou por outras rotas metabdlicas de sintese
de compostos bioativos como se discutird mais a di-
ante.

Composicao bioquimica de Klebsormidium
flaccidum

Observa-se que nos tratamentos com maior
quantidade de vinhaga (T2 e T3), K. flaccidum
apresentou um teor de proteinas (8,72 + 0,11% MS)
superior a T1 (3,61% MS) (Figura 5).
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Valores seguidos pela mesma letra no controle e em cada tratamento ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p <

0,05)

Figura 5 - Teor de proteinas, carboidratos e lipideos de Klebsormidium flaccidum no meio Basal de Bold (con-
trole) e tratamentos com diferentes concentragdes de vinhaca diluida (T1= 10%, T2= 20%, T3= 30%)

Esses resultados indicam que o incremento do
teor proteico nos tratamentos foi consequéncia da
maior disponibilidade de nitrogénio. A abundancia
deste elemento no meio tende a aumentar a sintese
de &cidos nucléicos e proteinas celulares (Grobbe-
laar et al., 2013). No entanto, os tratamentos apre-
sentaram valores de proteinas inferiores ao con-
trole, devido ao fato de que, embora a vinhaca for-
neca diferentes fontes de nitrogénio, o meio de cul-
tura sintético empregado oferece altas concentra-
¢Oes de nitrato (NOs") que podem ser mais eficien-
temente anabolizadas do que as formas nitricas dis-
poniveis na vinhaga diluida.

Alguns estudos também reportam a importancia
do aproveitamento de efluentes para a obtencéo de
proteinas de microalgas. Zhang et al. (2018) ao ana-
lisar a influéncia de vérias concentra¢des de aguas
residuais domésticas na composi¢do da biomassa

de Scenedesmus sp. concluiram que o contelido
proteico celular é proporcional ao fornecimento de
nitrogénio no meio. Da mesma forma, Syaichurrozi
e Jayanudin (2017) ao estudarem o efeito da agua
residual oriunda da producdo de tofu no cresci-
mento de S. platensis, relataram aumento no teor de
proteinas de 36,73% MS para 66,62% MS.

Em relagdo ao teor de carboidratos de K. flacci-
dum, observou-se efeito inverso, uma vez que 0s
tratamentos apresentaram maior teor dessa biomo-
Iécula na menor concentracdo de vinhaga (T1 com
66,39% MS), inclusive superior que o controle
(36,82% MS).

Patel et al. (2023) reportam que principalmente
nas microalgas verdes o fluxo de carbono proveni-
ente da fotossintese é desviado para as vias meta-
bolicas associadas a sintese de compostos ricos em
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energia como polissacarideos. Embora os polissa-
carideos de microalgas tenham potenciais aplica-
¢cOes comerciais na alimentacdo e na agricultura,
muito pouco se sabe sobre a sua producédo e recu-
peracdo a partir de residuos agroindustriais. Estes
processos poderiam ser concebidos para promover
a producdo alimentar sustentavel, fechando o ciclo
entre os residuos e a revalorizagdo ou reutilizacéo
da biomassa (Franco-Morgado et al., 2023). Uma
biomassa rica em carboidratos pode ser também
considerada como matéria prima apropriada para a
producdo de biocombustiveis como bioetanol e bi-
0gas (Spolaore et al., 2006; Kumar et al., 2022).

Calixto et al. (2016) observaram sintese de car-
boidratos superior a 50% MS em Chlorella sp. e
Lagerheimia longiseta usando residuos da cana-de-
acucar. Contrariamente, Mitra et al. (2012) regis-
trou baixo acumulo de carboidratos em C. vulgaris
cultivada em vinhaca de etanol de milho e em eflu-
ente de soro de soja (6,64% MS e 15,48% MS, res-
pectivamente). Com base nesses estudos, o cultivo
de microalgas em efluentes com elevada turbidez
demostra constituir uma fonte de nutrientes para a
producdo de uma biomassa constituida por varia-
veis teores de carboidratos, uma vez que a limitagédo
da incidéncia de luz pode ser superada aprovei-
tando a capacidade particular de cada uma das es-
pécies em degradar fontes de carbono orgénico em
condicdes de baixa exigéncia luminosa (Wang et
al., 2015).

Em relacdo ao teor de lipideos de K. flaccidum,

0 maior valor dentre os tratamentos foi registrado
em T1 (5,74% MS), porém, significativamente in-
ferior ao registrado no controle (20,4% MS). Fer-
reira et al. (2018) observaram incremento no teor
lipidico até 24% MS em Desmodesmus sp. culti-
vada unicamente com vinhaca bruta. Calixto et al.
(2016) ao avaliarem o teor lipidico de Chlorella sp.,
Chlaydomonas sp., Pediastrum tetras e L. longiseta
cultivados utilizando vinhaga como fonte suple-
mentar de nutrientes atingiram 8%, 20%, 13% e
15% MS, respectivamente. Alternativas metaboli-
cas da fixag&o do carbono em microalgas condizem
a sintese lipidica, desse modo, os baixos valores re-
gistrados em termos de teor lipidico podem ser con-
sequéncia da competicdo existente entre a sintese
de lipideos e carboidratos (Oliveira et al., 2017).
Devido a pouca disponibilidade de nitrogénio em
comparagdo ao meio de cultura sintético, pode-se
afirmar que existe uma relacdo inversamente pro-
porcional entre a disponibilidade desse elemento e
0 acumulo de substancias de reserva oleicas (Del-
gado et al., 2021).

A composi¢do dos FAME de K. flaccidum esta
listada na Tabela 3. Os é&cidos graxos foram classi-
ficados como &cidos graxos saturados (SFA) e in-
saturados (UFA). Os SFA detectados foram o acido
laurico (C12:0), miristico (C14:0) e palmitico
(C16:0). Os UFA foram constituidos pelo &cido
oleico (C18:1), &cido linoleico (C18:2) e linolénico
(C18:3).

Tabela 3 - Perfil de ésteres metilicos de 4cidos graxos (ug g MS) de Klebsormidium flaccidum no meio Basal
de Bold (controle) e tratamentos com diferentes concentragdes de vinhaca diluida (T1= 10%, T2= 20%, T3=

30%)

FAME Controle T1 T2 T3
Acido laurico 14,3° 42,28 4,9¢ 8,30¢
Acido miristico 131,32 51,9 64,9 164,4°
Acido palmitico 59,9° 62,8° 176,42 40,40
Acido oleico 80,5% 45,9¢ 65,9 98,92
Acido linoleico 20,8? 4,9° 11,4° 8,4bc
Acido linolénico 1,82 1,52 2,78 2,78
SFA 205,5% 156,9° 246,22 213,10%
UFA 103,102 52,3° 80,0% 110,02

Valores seguidos pela mesma letra no controle e em cada tratamento ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p <

0,05)

Dos SFA, o maior contribuinte foi o &cido miris-
tico no controle e no tratamento T3 com 131,3 ug
gl MS e 164,4 ug gt MS, respectivamente. Entre-
tanto, no tratamento T2 o acido palmitico foi o mais
predominante (176,4 ug g* MS). No caso dos UFA,
0 acido oleico foi 0 mais representativo, e teve uma
relacdo proporcional ao aumento de vinhaca no

meio de cultura. Dentre os tratamentos, T1 apresen-
tou 0s menores valores de acidos graxos.

As variacBes observadas no perfil de FAME po-
dem ser equiparadas aos resultados obtidos por En-
gin etal. (2018) no seu experimento sobre o cultivo
de Micractinium sp. com a adi¢do de 20% de vi-
nhaca. Segundo os achados, o acido linoleico foi
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identificado como o principal componente, repre-
sentando 45% do total de FAME. Mitra et al.
(2012) avaliaram o efeito da vinhaca e do soro de
soja como fonte de nutrientes para o cultivo hetero-
tréfico e mixotrofico de Chlorella prothecoides,
encontrando que os principais FAME foram o cido
linoleico, acido oleico e &cido palmitico, com valo-
res percentuais de 52,2 + 0,4%, 21,4 + 0,2% e 13,9
+ 0,2%, respectivamente. Zheng et al. (2016) rela-
taram também aumento de SFA e declinio de UFA
em culturas de Chlorella sp., Chlorella sorokinana
e Phaeodactylum tricornutum cultivadas com ex-
tratos de residuos de macroalgas.

Como encontrado neste estudo, as alteracGes na
composicao bioquimica da biomassa de microalgas
em resposta a composi¢do das aguas residuais tém
consequéncias importantes para sua valorizagéo e

utilizacdo (Kumar et al., 2022). Além disso, 0 custo
dos nutrientes para a preparagdo dos meios de cul-
tivos representa um dos fatores relevantes na pro-
ducéo de microalgas, desse modo, optar por meios
alternativos diminuird de forma significativa os
custos de producédo (Tawfik et al., 2022).

Remocao de nutrientes de vinhaca por
Klebsormidium flaccidum

No final do experimento, apds a retirada da bio-
massa microalgal, a composicéo residual dos trata-
mentos foi avaliada em relagéo aos teores de nitro-
génio total (N-total), fosforo total (P-total), nitrogé-
nio amoniacal (NH4"), ortofosfato (PO42) e potas-
sio (K), para avaliar a capacidade de remocéo de
nutrientes de K. flaccidum (Tabela 4).

Tabela 4 - Percentual de remocéo de nutrientes de Klebsormidium flaccidum no meio Basal de Bold (controle)
e tratamentos com diferentes concentracdes de vinhaca diluida (T1= 10%, T2= 20%, T3= 30%)

% remocao

% Remocao

% Remocao % Remocao % Remocao

Tratamento N-total P-total NH,* PO,?® K
T1 78,42° 9,67° 91,702 14,51° 42 51°
T2 90,078 29,082 97,272 31,682 67,212
T3 91,582 34,022 96,942 40,172 51,182

Valores seguidos pela mesma letra em cada tratamento ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

K. flaccidum demonstrou uma alta capacidade de
remogéo de N-total, apresentando maior eficiéncia
(> 90%) nos tratamentos T2 e T3. Os resultados de-
monstraram também remocdo acentuada de NH4*
em todos os tratamentos. As maiores remogoes de
P-total, sua forma idnica PO.3, e K também acon-
teceram nos dois tratamentos com maior forneci-
mento de vinhaca.

Estudos indicam que uma alta concentragdo de
N-total nas aguas residuais € um pré-requisito para
a remocao efetiva e simultanea de P-total, isso por-
que a assimilacéo de nutrientes em algas ocorre me-
diante transporte ativo de ions através da membrana
celular; logo, sdo necessarias proteinas de trans-
porte que dependem da disponibilidade de nitrogé-
nio (Beuckels et al., 2015). Portanto, as menores re-
ducdes de P-total e PO4 (14,51%) no tratamento
T1 podem ser resultado da menor disponibilidade
de nitrogénio no meio.

Dentre as pesquisas com vinhaga, Marques et al.
(2013) testaram esse efluente no cultivo de C. vul-
garis, alcangando a remocao pouco menos do total
de NH4 e PO4. Valderrama et al. (2002) cultivaram
também a mesma espécie utilizando vinhaga como
fonte suplementar ao meio de cultura, e encontra-
ram alta eficacia na remogdo de NHse PO4 (78% e
28%, respectivamente).

A remocdo desses compostos em aguas residuais

ocorre principalmente na fase de tratamento tercia-
rio, e os métodos mais comumente utilizados in-
cluem processos bioldgicos, como digestdo anaero-
bica seguida de nitrificacdo e desnitrificacdo (Si-
queiraetal., 2022). Znad et al. (2018) investigaram
a remocdo de nutrientes em aguas residuais muni-
cipais por C. vulgaris, e obtiveram remocdo de N e
P nos niveis de 80% e 100% respectivamente. Por
suavez, Singh et al. (2017) utilizaram diferentes al-
gas verdes, destacando-se Parachlorella kessleri
gue removeu até 98% de fosfatos com biomassa
constituida por altos teores de FAME. Caporgno et
al. (2015) reportaram a reducéo de 96% de N-total
e 98% de P-total ao implementar aguas residuais
urbanas no cultivo de Chlorella kessleri e C. vulga-
ris em aguas residuais urbanas. S. obliquus culti-
vada em &guas residuais da indistria avicola che-
gou a remover 97% do nitrogénio amoniacal con-
tido no efluente (Oliveira et al., 2017).

Nesta pesquisa a remogéo de K-total foi mais efi-
ciente no tratamento T2, no qual o percentual de re-
mocéo deste elemento chegou a 67%. A utilizacdo
de espécies com alta capacidade de absorcdo de K-
total representa um grande desafio para a agricul-
tura sustentavel, uma vez que a utilizagéo de micro-
algas pode vir a minimizar os problemas derivados
da fertirrigagédo (Candido et al., 2021).

Esses estudos demonstram que as microalgas
tém a capacidade de assimilar grandes quantidades
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de nitrogénio e fosforo para seu desenvolvimento.
Portanto, sua utilizagdo para a biorremediacdo em
diferentes aguas residuais derivadas da agroindus-
tria, como a vinhaca, representa uma alternativa
para uma economia sustentavel (Franco-Morgado
etal., 2023).

CONCLUSOES

A combinacdo do cultivo de microalgas com a
utilizacdo de vinhaca representa um avanco signifi-
cativo no tratamento de aguas residuais provenien-
tes de industrias sucroalcooleiras. Esse processo
ndo apenas torna economicamente viével a produ-
¢do de biomassa para diversas aplica¢fes, mas tam-
bém contribui para a biorremediacao desses efluen-
tes, além de ajudar na mitigacdo dos impactos am-
bientais.

Dessa forma, é crucial realizar uma caracteriza-
cdo detalhada do efluente para determinar a con-
centracdo ideal para seu uso no cultivo de microal-
gas. Neste estudo, K. flaccidum cultivada em dife-
rentes tratamentos com base em vinhaga demons-
trou uma notéavel capacidade de remogdo de nutri-
entes e padrdo constante de crescimento, demons-
trando ser uma espécie promissora para a obtencao
de biomassa constituida por biomoléculas de inte-
resse econémico.
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