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“Souls cross ages like clouds cross skies, an'
tho' a cloud's shape nor hue nor size don't
stay the same, it's still a cloud an' so is a soul.
Who can say where the cloud's blowed from

or who the soul'll be 'morrow?”

— David Mitchell, Cloud Atlas
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RESUMO

A vinhaca de cana-de-acucar € um dos principais efluentes produzidos nas
destilarias de etanol com cerca de 300 bilhdes de litros produzidos anualmente
no Brasil. Embora altamente poluente, sua diversidade de compostos organicos
e nutrientes a torna uma matéria-prima com potencial para uso em
biorrefinarias, com o objetivo de simultaneamente remediar esse efluente e
produzir biomassa algal de alto valor agregado. Neste estudo, foram realizadas
triagens com dez cepas de microalgas da Colecdo de Microrganismos e
Microalgas Aplicadas a Agroenergia e Biorrefinarias (CMMAABI0), localizada
na Embrapa Agroenergia (DF, Brasil), que foram avaliadas quanto a sua
capacidade de crescer em vinhaca e de consumir seus componentes organicos
e inorganicos, resultando em sua remediacdo. Em seguida, as cepas
Embrapa|LBA39 e Embrapa|LBA40 foram selecionadas para o cultivo em
fotobiorreatores automatizados (FBRs). As triagens foram acompanhadas
diariamente com base em medi¢cdes de densidade Optica (DO). Analises
comparativas de metabolite footprint foram realizadas utilizando técnicas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e de cromatografia gasosa
associada a espectrometria de massas (CG-EM) entre amostras coletadas no
dia 0 e em diferentes dias de cultivo. Essas técnicas foram capazes de
detectar, respectivamente, o teor de seis ions (cloreto, nitrato, malato, sulfato,
fosfato e citrato), além de mais de 50 moléculas organicas, incluindo uma série
de acidos orgéanicos, aminoacidos, alcoois, acidos graxos e acucares. Todas as
cepas demonstraram indicios crescimento em vinhaga com pH ajustado para
7,0, e os resultados das andlises de composi¢cdo do meio de cultivo indicaram
consumo significativo de metabdlitos pela cepa Embrapa]LBA40 nas duas
triagens realizadas, bem como reducado do teor de fosfato em quatro das dez
cepas. Esses dados, juntamente com a curva de crescimento de cada
microalga, apontam para a selecdo das cepas de microalgas Embrapa|LBA39 e
EmbrapalLBA40 como candidatos a futuros processos de escalonamento dos
volumes de cultivo.

Palavras-chave: vinhaca de cana-de-agucar, microalgas, biorremediacao,
biorrefinarias, tratamento de aguas residuais



ABSTRACT

Sugarcane vinasse is one of the main effluents produced in ethanol distilleries,
with approximately 300 billion liters generated annually in Brazil. Despite being
highly polluting, its diversity of organic compounds and nutrients make it a
potential raw material for use in biorefineries, with the aim of simultaneously
remediating this effluent and producing high-value-added algal biomass. In this
study, screenings were conducted with ten strains of microalgae from the
Collection of Microorganisms and Microalgae Applied to Agroenergy and
Biorefineries (CMMAABI0), located at Embrapa Agroenergy (DF, Brazil). These
strains were evaluated for their ability to grow in vinasse and consume its
organic and inorganic components, resulting in its remediation. Subsequently,
the strains Embrapa|LBA39 and Embrapa|LBA40 were selected for cultivation in
automated photobioreactors (PBRs). The screenings were monitored daily
based on optical density (OD) measurements. Comparative metabolic footprint
analyses were performed using high-performance liquid chromatography
(HPLC) and gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) techniques
among samples collected on day 0 and on different cultivation days. These
techniques were able to detect the content of six ions (chloride, nitrate, malate,
sulfate, phosphate, and citrate), as well as more than 50 organic molecules,
including a variety of organic acids, amino acids, alcohols, fatty acids, and
sugars. All strains showed indications of growth in vinasse with a pH adjusted to
7.0, and the results of the medium composition analyses indicated significant
consumption of metabolites by the Embrapa|LBA40 strain in both screenings,
as well as a reduction in phosphate content in four out of the ten strains. These
data, along with the growth curve of each microalgae, point towards the
selection of microalgae strains Embrapa|LBA39 and EmbrapalLBA40 as
candidates for future scaling-up processes.

Keywords: sugarcane vinasse, microalgae, bioremediation, biorefineries,
wastewater treatment
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1. Introducao

As microalgas constituem um grupo diverso de microrganismos do qual
mais de 25.000 espécies ja foram isoladas e identificadas (Vale et al., 2020).
Séo individuos fotossintetizantes unicelulares ou multicelulares que habitam
principalmente ambientes aquaticos, sendo fontes primarias de cadeias
alimentares para mais de 70% da biomassa global (Singh e Saxena, 2015) e,
ainda, importantes agentes no processo de captura de dioxido de carbono

atmosférico através da fotossintese.

Esse grupo inclui organismos tanto procarioticos, do filo Cyanobacteria,
quanto eucarioticos, pertencentes a diferentes linhagens evolutivas néo
relacionadas, como o supergrupo TSAR (telonemids, stramenopiles, alveolata,
e Rhizaria), e os clados Haptista, Cryptista, Excavata (Euglenida), e, por fim,
Archaeplastida, que abrange os filos Glaucophyta, Rhodophyta e Chlorophyta
(Burki et al., 2020). Microalgas desse ultimo filo, informalmente referido como
algas verdes, compartilham diversas semelhancas com as plantas terrestres,
como cloroplastos envolvidos em uma membrana dupla, tilacoides agrupados
em lamelas, presenca de clorofilas a e b e uso do amido como polissacarideo
de reserva (Leliaert et al., 2012; Sluiman, 1985). Esses individuos compdem

juntos o reino Viridiplantae.

As diversidades fisioldgicas e bioquimicas pertinente as microalgas as
tornam alvos de estudo para interesse econémico, devido a variedade de
proteinas, lipidios, metabdlitos secundarios, carotendides e vitaminas que sdo
capazes de produzir (Priyadarshani e Rath, 2012). Essas caracteristicas
motivam pesquisadores a investigarem novas aplicacées biotecnoldgicas para

gerar produtos a partir do cultivo de biomassa algal.

Na indastria alimenticia, o cultivo de microalgas apresenta um potencial
para a producéo de suplementos com alto valor proteico utilizados na nutricao
humana e animal, além de pigmentos e corantes naturais (Spolaore et al.,
2006). Além disso, técnicas de engenharia genética mostram-se promissoras
na obtencdo de uma série de metabdlitos com atividades farmacolégicas, como
antimicrobianos, bloqueadores neuromusculares e antigenos vacinais
(Borowitzka, 1995; Priyadarshani e Rath, 2012).
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O uso da biomassa desses microrganismos também se aplica a
producdo de biofertilizantes para a agricultura, devido a seus altos niveis de
nitrogénio e foésforo, e também por desempenharem um papel importante na
prevencao contra a erosdo do solo (Renuka et al., 2015). Por fim, ainda s&o
estudadas abordagens para producdo de etanol de terceira geragao e
biodiesel, onde a técnica de limitacdo por nitrogénio durante o crescimento
algal tem se mostrado eficaz no acumulo de carboidratos e lipidios por esses

organismos (Silva e Bertucco, 2019).

Apesar da vasta aplicabilidade do cultivo de microalgas, sua viabilidade
econdmica para producdo de biomassa em larga escala ainda nao foi
alcancada (Brasil et al., 2016), o que limita sua utilizacdo apenas para produtos
de maior valor agregado. Uma alternativa para diminuir custos no cultivo é a
obtencdo de fontes baratas de CO2, 4gua e nutrientes (Santana et al., 2017).
Muitos efluentes agroindustriais costumam atender tais critérios, por possuirem
altos teores de matéria organica, vitaminas e sais minerais (Rawat et al., 2016).
Devido a tais caracteristicas, esses efluentes representam risco ao meio
ambiente e requerem a realizacdo de tratamentos antes de retornarem a

cursos de agua (Pacheco et al., 2015).

A vinhaca de cana-de-acUcar € o principal efluente gerado pela industria
sucroalcooleira, produzida numa proporcédo de 10 a 15 L para cada litro de
etanol (Christofoletti et al., 2013). Com base no levantamento do CONAB
(2023), a safra de 2022/23 produziu 27,4 bilhdes de litros de etanol, o que leva
a estimativa de 330 bilhdes de litros de vinhaca gerados nesse periodo. Trata-
se de uma solucdo acida e de cor escura, rica em compostos organicos de
baixo peso molecular, como acidos, alcoois, acucares e glicerol, além de ions,
como: NO3-, PO43-, Cl-, Na+, K+ e Mg2+ (Botellho et al., 2013). Devido a essa
composicdo, o descarte inadequado de vinhaca pode provocar desequilibrio
em ecossistemas aquaticos, resultando na eutrofizacdo de mananciais e cursos
d’agua (Da Silva et al., 2007). A fim de reduzir os impactos gerados, a vinhaga
tem sido utilizada na fertirrigacdo de canaviais como substituto de fertilizantes
quimicos, 0 que, apesar de ter demonstrado maiores rendimentos na producao,
ainda apresenta riscos a fontes de agua subterraneas (Christofoletti et al.,
2013).

13



Em frente ao cenario de producdo em larga escala desse efluente, seu
uso como meio de cultivo para microalgas € uma alternativa promissora, capaz
de ndo somente tratar o residuo como gerar produtos de valor agregado a
escala de producao de etanol (Rawat et al., 2016). A capacidade de assimilar
macro e micronutrientes de diversas fontes (Ma et al., 2022) faz desses
microrganismos o6timos candidatos para o tratamento da vinhacga, sendo

possivel gerar diversos produtos a partir de biomassa microalgal.

O uso desse efluente como base para meio de cultivo algal ja foi
relatado por diversos autores, demonstrando bons potenciais no crescimento
de cepas como Chlamydomonas biconvexa, Micractinium sp. (Santana et al.,
2017), Chlorella vulgaris (Candido e Lombardi, 2015; Quintero-Dallos et al.,
2019), Neochloris oleoabundans (Olguin et al., 2015) e Scenedesmus sp.
(Ramirez et al., 2014). Por outro lado, esses estudos também relatam
limitagbes no uso de vinhaga bruta para o cultivo. O pH baixo caracteristico,
entre 3,8 e 4,7, assim como a alta carga de compostos organicos como fendis
e melanoidinas, pode estar relacionado com a inibicdo do crescimento de
microalgas (Falconi et al., 2020), assim como a contaminacao do cultivo por
outros organismos (Santana et al., 2017). Portanto, a ado¢éo de estratégias de
pré-tratamento para a vinhaca € uma etapa de grande importancia para um
cultivo bem-sucedido. Na Tabela 1, sdo sumarizados alguns dos métodos
adotados por pesquisadores para tratar vinhaca em ensaios de crescimento

com microalgas.

Para que seja possivel associar a remediacdo de efluentes a uma
producdo de biomassa algal em escalas maiores, € necessaria a escolha de
um pré-tratamento de baixo custo e que seja passivel de ser escalonado.
Métodos como o de centrifugacdo séo limitados a escala de laboratério
(Saavedra et al., 2017), sendo um processo oneroso se aplicado a grandes

volumes de meio de cultura (Brasil et al., 2016).
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Tabela 1. Técnicas de pré-tratamento utilizadas na literatura para favorecimento da producédo de

biomassa algal.

eras de Meio Pré-tratamento Resultados Referéncia
microalgas
Reducéo da turbidez
Vinhaca bruta Filtracdo com € aumgnFo Eie pH no .
: o i X ~ meio; néo foi Candido et al.,
Chlorella vulgaris  diluida, vinhaga  argila e carvao b d 201
tratada diluida ativado observado 015
crescimento em
vinhaca bruta diluida
Melhores taxas de
crescimento foram
Meio Guillard obtidas com até 40%
modificado com de vinhaga; maior .
. . . : Ramirez et al.,
Scenedesmus sp. diferentes — intensidade luminosa 2014
concentracdes de contribuiu para o
vinhaca crescimento em
concentracdes
maiores
Vinhaca Biodigestéo, Maior crescimento

Chlorella vulgaris biodigerida em

50%

Chlamydomonas
biconvexa e
Micractinium sp.

Vinhaga bruta e
clarificada 100%
ou 50% diluida

Scenedesmus
bajacalifornicus;
selecionada de uma
triagem de 10

Vinhaca diluida
em agua

75% e 100%)

cepas
Desmodesmus Vinhaca néo
subspicatus diluida

deionizada (50%;

sedimentacéo e

diluicBes de 10% - filtracao (filtro de

papel)

Centrifugacao;
clarificagdo com
Ca(OH):

Centrifugacéo;

Ozonizagéo

Eletrocoagulacéo

foi observado com
50% de dilui¢éo;
remocado substancial
de amonia e fosfato

Trevisan et al.,
2020

Ambas as cepas
cresceram em

vinhaca bruta; Santana et al.,

A 2017
remocao significativa
de N
Aumento de 20,5%
na producao de
biomassa; reducdo Falconi et al.,
expressiva da carga 2020

organica e
inorganica do meio

Remocao de 66% de
carbono orgénico
total apés o
tratamento com
eletrodo de aluminio
seguido do cultivo

Saavedra et al.,
2017

De acordo com Falconi e colaboradores (2020), o pré-tratamento com
gas ozbnio aspergido no meio a base de vinhaga se mostrou um método
eficiente na diminuicdo dos niveis de compostos fendlicos e de contaminacdo

por outros microrganismos, o que permitiu uma maior produtividade da cepa de
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Scenedesmus bajacalifornicus em seu estudo. O uso de ozbnio é, também,
relatado no tratamento de residuos industriais em larga escala (Silva e Jardim,
2006), o que reforca sua eficiéncia na reducao de custos em diversas industrias

se comparado a tratamentos convencionais (Rice, 1996).

Outro ponto crucial para a producado de biomassa em larga escala é a
escolha da cepa, pois se sabe que nem toda microalga € capaz de se
desenvolver em condicbes adversas como aguelas observadas na vinhaca
(Santana et al., 2017). Sob esse aspecto, muitos estudos realizam etapas de
triagem entre um grupo de cepas para selecionar aquelas que demonstrem
sinais de crescimento conforme os parametros pré-determinados (Candido et
al.,, 2022; Ordog et al., 2004; Sydney et al.,, 2011). Dessa forma, essa
abordagem pode ser empregada para avaliar a capacidade de remediacao do
residuo de cana de acUcar através das respostas metabdlicas que esses

microrganismos apresentam em relacdo aos componentes da vinhaca.

O consumo ou sintese desses componentes extracelulares pode ser
avaliado através da andlise de metabolite footprint. Esse termo representa uma
area de estudo dentro da metaboldmica especializada no padrédo de
metabdlitos encontrados no meio de cultivo e possui uma vasta aplicabilidade
na tecnologia de bioprocessos (Mapelli et al., 2008). Algumas das suas
aplicacbes incluem a identificacdo de moléculas de interesse em diferentes
estagios de cultivo (Sun et al., 2021), caracterizacgdo de cepas de
microrganismos em estudos de gendmica funcional (Allen et al., 2003) e o
monitoramento de contaminacfes microbianas (Sue et al.,, 2011). Portanto, o
panorama de metabdlitos e ions inorganicos, bem como a variacdo nos niveis
destes no decorrer do cultivo de microalgas pode fornecer informacgdes
relevantes sobre a capacidade de remediacdo da vinhaga que essas cepas

apresentam.

Visando contribuir para a viabilidade desse processo em larga escala, o
estudo presente realizou uma triagem de dez cepas de microalgas isoladas de
diferentes regides do territorio brasileiro cultivadas em meio de cultivo a base
de vinhaga, buscando identificar aquelas que demonstram boa capacidade de

consumo de matéria organica e nutrientes do meio de cultivo, além de
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favorecer o crescimento algal utilizando técnicas de pré-tratamento que sejam

economicamente passiveis de serem escalonadas.

2. Hipotese

As taxas de crescimento resultantes do cultivo das cepas estédo

diretamente relacionadas com a capacidade de aquisicdo de nutrientes e

compostos organicos provenientes da vinhaca.

3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Identificar cepas de microalgas com altas taxas de crescimento

relacionadas a capacidade de remocdo de nutrientes e compostos organicos

dos meios de cultura formulados com vinhaca.

3.2. Objetivos especificos

1)

2)

3)

Adotar métodos para permitir um bom desempenho do crescimento das
cepas e evitar contaminagcdes por possiveis microrganismos

indesejados.

Acompanhar periodicamente o desenvolvimento dos cultivos para a

elaboracéo da curva de crescimento de cada cepa.

Identificar possiveis variagcbes nos niveis de compostos organicos e

nutrientes.

4) Analisar as taxas de crescimento de cada cepa, relacionando-as com o0s

dados de composicdao do meio de cultura para selecionar microalgas

com melhores desempenhos.
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4. Materiais e métodos

4.1. Caracterizacdo da vinhaca de cana-de-acUcar bruta

A vinhaca bruta (pH 3,8) utilizada nos experimentos foi fornecida pela

usina de etanol Jalles Machado (Goianésia/GO) e armazenada em refrigerador

a -20 °C. Seus parametros fisico-quimicos foram determinados pela empresa

Soloquimica e estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Caracterizagao fisico-quimica da vinhaca bruta utilizada nos experimentos.

Parametros Resultados Unidades Referéncias
T

Demanda bioquimica de oxigénio (DBO) 30,2 mg L? SMEWW 5210 B
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) 10,2 mg L? SMEWW 5220 B
USEPA 3015A,;

Nitrogénio Amoniacal (NH3*) 0,28 mg L SMEWW 4500

NH3CeD

Nitrato (NO?®) 0,228 mg L SMEWW 4110 B
Nitrito (NO?Z) <0,001 mg L SMEWW 4110 B

SMEWW 4110

3- -1
Fosfato (PO4*) <0,001 mg L PO4-B

. USEPA 3015A;

+ -1 !
Potassio Total (K*) 849,080 mg L SMEWW 3120 B
Sdlidos Totais 32,105 mg L? SMEW;NEZMO B
Solidos Fixos 10,205 mg L1 SMEWZVEZSA'O B
Solidos Voléteis 21,9 mg L SMEW;’VEZS“O B
Solidos Suspensos <0,001 mg L SMEWW 2540 D

4.2. Cepas de microalgas

Dez linhagens de microalgas do filo Chlorophyta (Tabela 3) da Colecéo

de Microrganismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias
(CMMAABI0) da Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria — Embrapa
(Brasilia/DF) foram cedidas para os experimentos, sendo todas isoladas de
diferentes biomas do territorio brasileiro. Hadi e colaboradores (2016) realizou a
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identificacdo molecular das cepas, baseada no sequenciamento de marcadores
Internal Transcript Sequence (ITS) 1 e 2 e no gene da subunidade grande da

Ribulose Bisfosfato Carboxilase (rbcL).

Tabela 3. Identificag@o molecular das cepas de microalgas utilizadas na triagem.

Cepa Identificacao
Embrapa|LBA6 | Microalga da familia Chlorococcaceae
Embrapa|LBA28 Microalga da familia Selenastraceae
Embrapa|LBA30 Desmodesmus sp.
Embrapal|LBA32 Micractinium sp.
Embrapal|LBA39 Chlorella sorokiniana
Embrapa|LBA40 Chlamydomonas biconvexa
Embrapa|LBA45 Microalga da familia Chlorococcaceae
Embrapal|LBA46 Uronema tretonense
Embrapal|LBA47 Microalga da familia Dunaliellaceae
Embrapa|LBA48 Microalga da familia Haematococcaceae

Os cultivos das cepas foram mantidos por meio da repicagem de 2 mL
das culturas-mée para frascos Erlenmeyer contendo 100 mL de meio BG-11
autoclavado (Tabela 4) e postos sobre uma mesa agitadora a 110 rpm nas
seguintes condi¢cfes: temperatura de 26 £ 1 °C e intensidade luminosa de 85

umol m2 st sob um regime de 16/8 h claro/escuro.

Tabela 4. Composicdo do meio BG-11, utilizado para o cultivo de microalgas

Macronutrientes Micronutrientes
Reagentes Concentracao Reagentes Concentragdo
NaNOs 1,53 glL? "H3BOs 2,86 mglL?!
KH2PO4 40 mgL!  CuSOs5H20 0,08 mglL?

MgSOQO4 7H20 74 mgL! Co(NOs3)26H.O0 0,05 mglL?

EDTA-Na2 1,13 mglL? MnClz; 4H20 1,81 mglL?
CaClz2 H20 1,13 mglL! ZnSO4 0,22 mglL?
Acido citrico 36 mgL! Na:MoOs2H.0 0,39 mglL?
CsHsFeNO~ 6 mg L1
Na2COs3 6 mg L1
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4.3. Cultivo de LBA39 em diferentes concentragbes de vinhaca

A cepa EmbrapalLBA39 foi submetida ao cultivo axénico em triplicata (n
= 3) em meios autoclavados a base de vinhaca em duas concentracoes:
vinhaca 100% v v (V100%) e vinhaca 50% v v%, diluida com agua destilada
ultrapura (V50%). Uma cultura-mae da cepa em meio BG-11 com densidade
optica (DO) de 1,783 de absorbancia (680 nm) foi utilizada como indculo,
representando 20% do volume total dos cultivos (10 mL). O grupo Controle
consistiu da mesma proporcdo de inoculo e meio BG-11 axénico. O
experimento foi realizado em frascos Erlenmeyer de 50 mL dispostos em uma
mesa agitadora a 110 rpm durante 8 dias com temperatura a 26 + 1 °C e
intensidade luminosa de 85 pmol m? s sob um regime de 16/8 h claro/escuro.
A DO foi monitorada aproximadamente a cada 24 h através de

espectrofotometria a 680 e 750 nm.

4.4. Cultivo de LBA39 em vinhaca sob diferentes pré-

tratamentos

A cepa Embrapa|LBA39 foi inoculada em meios de cultura a base de
vinhaca pré-tratada adotando metodologias descritas por Falconi et al. (2021)
e, em seguida, autoclavada. Os tratamentos consistiram em: vinhaca
centrifugada a 7.000 G por 15 min (VC), vinhaca com o pH ajustado para 7,0
com uma solucdo 1 M de NaOH (VpH), e vinhaca centrifugada e com o pH
ajustado sob os mesmos métodos descritos anteriormente (VCpH). O grupo
Controle consistiu no cultivo da mesma cepa em meio BG-11 autoclavado.
Uma cultura axénica de LBA39 em meio BG-11 com densidade 6ptica de 1,849
de absorbancia (680 nm) foi utilizada como inéculo, representando 20% do
volume total dos cultivos (10 mL). Todos os tratamentos e o Controle foram
realizados em triplicata (n = 3) em frascos Erlemnmeyer de 50 mL dispostos em
uma mesa agitadora a 110 rpm e o experimento teve 6 dias de duracdo, nas
seguintes condic¢des: temperatura a 26 + 1 °C e intensidade luminosa de 85
umol m2 st sob um regime de 16/8 h claro/escuro. O monitoramento da DO

dos cultivos foi realizado utilizando espectrofotdmetro a 680 e 750 nm.
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Apds o cultivo, a biomassa algal foi coletada por centrifugacdo a 10.000
G durante 10 min e o pellet lavado com agua destilada, este processo foi
repetido por mais duas vezes. Em seguida, O pellet foi secado em um
liofilizador durante 48 h, obtendo-se biomassa seca, que foi determinada
através de pesagem em balanca analitica.

4.5. Triagem das dez cepas de microalgas em vinhaca com pH

ajustado para 7,0

Dois experimentos de triagem foram conduzidos, onde o primeiro durou
15 dias (Triagem 1) e o segundo, 21 dias (Triagem 2). Foram utilizados como
in6culos cultivos axénicos das dez cepas de microalgas (Tabela 3) em meio

BG-11, com a DO padronizada para aproximadamente 0,5 (680 nm).

Para a padronizacdo da densidade, cultivos pré-existentes com DO
inferior a 0,5 (680 nm) foram concentrados em tubos Falcon estéreis através de
centrifugacdo a 10.000 G por 10 min, seguido da retirada de sobrenadante
necessaria e ressuspensdo manual das células. J&4 os cultivos com
absorbancia superior a 0,5 (680 nm) foram diluidos utilizando meio BG-11
autoclavado. Em seguida, a leitura de DO dos indculos foi realizada novamente

para confirmar a padronizacéao.

AplOs esse processo, as dez cepas foram inoculadas em vinhaca
autoclavada e com pH ajustado para 7,0 em uma proporcéo de 20% do volume
total de cultivo (10 mL) e o experimento foi realizado em quadruplicata (n = 4)
em frascos Erlenmeyer de 50 mL dispostos sobre uma mesa agitadora a 110
rom durante 21 dias nas seguintes condi¢cdes: temperatura a 26 + 1 °C e
intensidade luminosa de 85 umol m= s+ sob um regime de 16/8 h claro/escuro.
O monitoramento da DO foi realizado diariamente por espectrofotometria a 680
e 750 nm.

4.5.1. Analises de composic¢do do meio extracelular

Aliquotas coletadas dos cultivos nos dias O e 6 da Triagem 1, e dos dias
0, 10 e 20 da Triagem 2, foram diluidas 5 vezes em agua destilada ultrapura e

centrifugadas a 17.000 G durante 30 min. O sobrenadante foi utilizado para as
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andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

Para as andlises de CLAE, 575 pL do sobrenadante foram filtrados com
filtros para seringa e transferidos para microtubos de leitura cromatogréfica. Os
ions presentes nas amostras foram separados através de CLAE de troca ibnica
Dionex ICS3000 equipado com uma coluna lonPac™ AS11-HC (2 x 250 mm) a
30 °C, uma guarda lonPac™ AG11-HC (2 x 50 mm), um supressor a 57 mA e
um detector de condutividade a 35 °C. As amostras foram injetadas no
aparelho e eluidas em um gradiente Multi-step (Tabela 5) de agua destilada (A)
e hidréxido de sédio 100 mM (B) a um fluxo de 0,38 mL min por 46 min. Os
ions foram identificados a partir da comparacdo com os tempos de retencao
obtidos de padrdes puros e a quantificacdo foi realizada através de curvas de
calibracdo. Esse método permitiu a quantificacdo dos ions cloreto, nitrato,
malato, sulfato, fosfato e citrato nas amostras. A analise dos cromatogramas foi
realizada no programa Chromeleon Chromatography Data System (Dionex

Corporation, California, USA).

Tabela 5. Gradiente Multi-step adotado nas corridas de CLAE. Os tempos de retencdo em que o

percentual do eluente B (hidréxido de s6dio 100 mM) é alterado estéo indicados em minutos.

Retencéo (min) Fluxo (mL min) %B
0,0 0,38 1,0
8,0 0,38 1,0
18,0 0,38 15,0
28,0 0,38 30,0
38,0 0,38 60,0
39,0 0,38 1,0
46,0 0,38 1,0

A andlise de metabolite footprint do meio de cultivo por cromatografia
gasosa foi realizada com um volume de 25 uL das aliquotas diluidas 5 vezes,
as quais foram adicionados 60 yL de um padrao interno, que consiste numa
solucdo de ribitol em etanol a 0,2 mg mL! e, em seguida, secadas em um

concentrador a vacuo. A derivatizacdo das moléculas extracelulares foi
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realizada com a adicdo de 40 pL de uma solugcdo de hidrocloreto de
metoxiamina a 20 mg mL™! em piridina e uma incubacdo de 2 h a 37 °C em
banho seco com agitacdo, seguida da adicdo de 70 yL do reagente N-metil-N-
[trimetilsilil]trifluoroacetamida (MSTFA) e outra incubacdo em banho seco por
30 min a 37 °C, conforme método descrito por Lisec et al. (2006). Finalmente,
100 pL do resultado da reagao foram transferidos para frascos (vials) de vidro
para leitura no aparelho de CG-EM (Agilent Technologies), equipado com uma
coluna HP-5MS de 30 m com 0,25 mm de diametro e 0,25 ym de espessura do
filme. Para a cromatografia gasosa, os seguintes parametros foram ajustados:
temperatura do injetor de 230 °C, injecao de 1 yL no modo split em uma razéo
de 30:1, temperatura da coluna de 70 °C por 5 min, programada para aumentar
5 °C min?, até 330 °C. Gas hélio a 0,6 mL min foi utilizado como gas de
arraste. Para os parametros da espectrometria de massa, foram ajustados:
temperatura da linha de transferéncia a 250 °C, temperatura do quadrupolo a
150 °C, temperatura do detector MS a 250 °C. Os espectros foram coletados
no modo scan entre 50 e 600 m z1. Metabdlitos foram identificados utilizando o
software Chemstation, pela comparacdo dos espectros de massas com a
biblioteca NIST, e comparacdo dos tempos de retencdo obtidos de uma
solucéo de padrdes puros dos seguintes analitos: acido malico, &cido citrico,
lactato de litio, acido galacturénico, glicerol, manose, xilose, arabinose, fucose,
glicose, sorbitol, sacarose, mio-inositol, rafinose, ramnose, frutose, manitol e
trealose. O alinhamento dos cromatogramas foi realizado utilizando o software
MetAlign (Lommen, 2009).

4.5.2. Analises espectrofotométricas de nitrato, nitrito e amdnia

Aliquotas de 100 pL coletadas dos cultivos nos dias 0, 10 e 21 da
Triagem 2 foram diluidas 50 vezes em agua destilada ultrapura, até se atingir
um volume de 5 mL, e entdo centrifugadas a 17.000 G durante 30 min. Em
seguida, foram utilizados kits comerciais para analise espectrofotométrica
fabricados pela empresa Alfakit, adotando metodologias adaptadas de Organic
Reagents for Trace Analysis (Fries e Getrost, 1977); Andlisis de Trazas:
Métodos Fotometricos Comprobados (Fries, 1971); Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (Eaton et al.,, 2005) e NBR 10560
(1988).
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A partir dos 5 mL das amostras diluidas, 1 mL foi utilizado para analise
de nitrato, enquanto que as de nitrito e amoénia utilizaram 2 mL cada. Os
protocolos foram executados com a adi¢cdo dos reagentes comerciais conforme
as instrugbes contidas nos kits, e analisados em cubetas de vidro em um

espectrofotdbmetro nas especificacfes descritas para cada analise (Tabela 6).

Tabela 6. Ficha técnica de parametros utilizados nas andlises com kits da empresa Alfakit.

Fotocolorimetro

) i Espectro .

Nutriente Método Unidade Referéncia
LQI* LQS*  Sensib.* Filtro (nm)
(mg L)
) . Fries e Getrost
Nitrato Brucina 0,1 6,0 - N-NO3 Azul 415
(1977)

Nitrito Alfanaftilamina 0,03 0,5 - N-NO, Verde 520 Fries (1971)

Eaton et. al

Ambdnia Azul de indofenol 0,1 3,0 - N-NH; Vermelho 630 (2005); NBR

10560 (1988)

*LQI: Limite de quantificacdo inferior, LQS: Limite de quantificacdo superior, Sensib.: Sensibilidade ou
coeficiente angular.
Fonte: Alfakit (2023)

4.6. Cultivo das cepas LBA39 e LBA40 em fotobiorreatores
(FBRS)

As cepas EmbrapalLBA39 e Embrapa|LBA40 foram submetidas ao
cultivo em vinhaca pré-tratada e autoclavada durante 10 e 11 dias,
respectivamente, onde os pré-tratamentos consistiram em: vinhaca com ajuste
de pH para 7,0 (VpH) e vinhaca tratada com ozoénio por 1 h, seguido de ajuste
do pH para 7,0 (VO3). Os meios foram autoclavados em autoclave a 120 °C

por 20 min.

Para ozonizacéo, a vinhaca foi espargida com gas o0z6nio produzido por
um gerador com um fluxo de gas de 34 L min't e concentracdo de ozOnio de

aproximadamente 0,3 g L'* por 60 min.

Os cultivos das duas cepas foram realizados de forma independente e
em quadruplicata (n = 4), onde cada frasco dos FBRs contendo 25 mL de meio
de cultura autoclavado foi inoculado com 6 mL de cultivos axénicos da cepas
LBA39 e LBA40 em meio BG-11, com DO de 0,434 e 0,484 de absorbéancia
(680 nm), respectivamente. Os cultivos foram conduzidos sob os seguintes

parametros: regime de 12/12 h claro/escuro, utilizando lampadas LED brancas
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neutras com irradiancia maxima de 5 W m=, agitacdo magnética e aeracéo de
aproximadamente 0,4 mL min' de ar atmosférico filtrado por um filtro de
seringa PTFE com porosidade de 0,22 ym. Sensores Opticos acoplados aos
FBRs foram utilizados para detectar o crescimento a cada 5 min, consistindo
em uma lampada LED branca que emite um feixe luminoso através do cultivo
em direcdo a um sensor de cor TCS34725 para medir a luz espalhada,
posicionados a 180 ° um do outro. Dessa forma, 0 sensor registra unidades de
valor digital (UVD) inversamente proporcionais a quantidade de luz espalhada
devido a densidade de microalgas.

Coletas amostradas no inicio (dia 0) e fim dos experimentos foram
utilizadas para registrar dados de crescimento dos cultivos. A densidade Optica
das amostras foi medida por espectrofotometria a 680 e 750 nm. Alem disso, a
contagem de células dos in6culos utilizados e das amostras do final dos
cultivos foi feita utilizando uma camara de Neubauer, com dois quadrantes
diferentes para cada réplica utilizando a seguinte equacéo:

Numero de células total
Numero de quadrantes analisados

Numero de células por mL= x Fator de diluigio x10*

4.7. Analise estatistica

Comparages entre os tratamentos, cepas, e dias de cultivo foram feitas
utilizando teste de Tukey com uma significancia de p < 0,05. Analises
estatisticas dos dados de CG-EM foram realizadas na plataforma
MetaboAnalyst (https://www.metaboanalyst.ca) (Xia e Wishart, 2016) e plotados
em mapas de calor utilizando o programa GraphPad Prism 8.0.1.244.

5. Resultados

5.1. Curvas de crescimento de LBA39 em vinhaca

O uso de vinhacga bruta pura (V100%) ou diluida (V50%) como meio de
cultura aparenta nao ter permitido o crescimento da cepa LBA39, considerando
que as densidades Opticas em ambas as condicdes mantiveram valores
similares de absorbancia no decorrer dos oito dias de experimento (Figura 1).

Em estudos realizados por outros autores, a vinhaca bruta, mesmo em
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diluicbes maiores que 50% v v, também se mostrou ineficaz para o
desenvolvimento de microalgas (Ramirez et al., 2014; Candido et al., 2015), o

gue denota a necessidade de um pré-tratamento ao residuo.
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Figura 1. Curvas de crescimento da cepa LBA39 em duas concentra¢des de vinhaca. Os indculos
foram feitos em: vinhaga bruta (V100%), vinhaga 50% v v diluida com agua destilada ultrapura (V50%) e
meio BG-11 (Controle). Os resultados estdo apresentados como média das trés réplicas (n = 3) e + barras
de erro.

De fato, os cultivos de LBA39 feitos em vinhaca pré-tratada revelaram
variacfes significativas no rendimento de biomassa entre os tratamentos
(Tabela 7). Os tratamentos que envolveram correcdo de pH para 7,0 (VpH e
VCpH) geraram um teor médio de biomassa seca de 2,93 e 2,88 g LY,
respectivamente, apos seis dias de cultivo, valores que foram estatisticamente
superiores ao do grupo Controle, que chegou a apenas 0,53 g L. Por outro
lado, o inéculo feito em vinhaca centrifugada (VC) obteve um rendimento de
apenas 0,08 g L, o que, somado a sua curva de crescimento (Figura 2), deixa

explicito o éxito no ajuste de pH para o cultivo de LBA39.

Mesmo nao sendo possivel determinar o quanto de massa seca em VpH
€ proveniente dos sélidos suspensos da vinhaga, o rendimento médio no cultivo
em VCpH ajuda a estimar que maior parte das massas secas € referente a
biomassa microalgal, visto que, ainda apos centrifugacao, este atingiu valores

proximos aos de VpH (Tabela 7).
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Figura 2. Curvas de crescimento da cepa LBA39 em vinhaga sob pré-tratamentos. Os meios de
cultivo foram submetidos aos seguintes tratamentos: vinhaca centrifugada (VC), vinhagca com o pH
ajustado para 7 (VpH), vinhaca centrifugada e com o pH ajustado para 7 sob os mesmos parametros
descritos acima (VCpH) e meio BG-11 (Controle). Os resultados estao apresentados como média das trés

réplicas (n = 3) e * barras de erro.

Tabela 7. Rendimento médio de biomassa seca obtida da cepa LBA39, cultivada em vinhaca pré-
tratada, em relagdo ao volume de cultivo coletado. Os resultados estdo apresentados como média das
triplicatas (n = 3) * erro padrdo. Letras indicam diferencas significativas entre tratamentos (p < 0,05)

determinados por ANOVA seguido por Teste T de Tukey.

Unidade VC VpH VCpH BG-11 (Controle)

gLt 0,08 + 0,04 2,932+ 0,12 2,882+ 0,18 0,53+ 0,06

5.2. Triagem de microalgas

Na Triagem 1, todas as dez cepas demonstraram certo nivel de
crescimento em vinhaca com ajuste de pH para 7,0 (Figura 3). As maiores
taxas de crescimento foram alcancadas pelas cepas LBA6, LBA39 e LBA40,

atingindo valores acima de 0,15 d* (Figura 4).

Ao sétimo dia de experimento, varios cultivos foram perdidos devido a
um incidente mecanico relacionado a mesa agitadora. Os cultivos restantes
continuaram sendo acompanhados através de suas DOs, ja que pelo menos
duas réplicas de cada cepa ainda estavam disponiveis. Porém, a analise
quimica dos meios de cultivo foi realizada apenas entre os dias O e 6, para que

todas as réplicas das dez cepas pudessem ser analisadas. Devido a essa
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perda, uma segunda triagem (Triagem 2) foi realizada, para que pontos mais

tardios do crescimento pudessem ser analisados.
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Figura 3. Triagem 1: curva de crescimento das dez cepas de microalgas em vinhaca (pH 7,0). Os
resultados estdo expressos como média de absorbancia das quatro réplicas de cada cepa (n = 4) e +
barras de erro.
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0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
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Figura 4. Triagem 1: taxas de crescimento das cepas de microalgas cultivadas em vinhaga (pH 7,0).
Os valores foram calculados com base na densidade 6ptica dos cultivos nos dias 0 e 6. Os resultados
estdo expressos como média da quadruplicata (n = 4) de cada cepa e as barras indicam erro padréo.
Letras ao lado das barras indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).

As curvas de crescimento das cepas na Triagem 2 foram similares ao

experimento anterior. Oito das dez cepas apresentaram crescimento em
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vinhaca com ajuste de pH para 7,0, enquanto que os cultivos das cepas LBA47
e LBA48 foram interrompidos no oitavo dia devido a presenca de contaminacéo
nas culturas (Figura 5). As cepas LBA6, LBA32, LBA39, LBA40 e LBA45 se
destacaram em relagdo as demais, com taxas de crescimento proximas a 0,15
d* (Figura 6).

1,57 LBA 6

LBA 28
LBA 30
LBA 32
LBA 39
LBA 40
LBA 45
LBA 46
LBA 47
LBA 48

Densidade Optica (750 nm)
RN BCIE S BN N B IR

Figura 5. Triagem 2: curva de crescimento das dez cepas de microalgas em vinhaga (pH 7,0). Os

resultados estédo expressos como média da absorbancia das quatro réplicas (n = 4) e + barras de erro.

Cepas

T T T 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

Taxa de crescimento especifico (d”)

Figura 6. Triagem 2: taxas de crescimento das cepas de microalgas cultivadas em vinhaga (pH 7,0).
Os valores foram calculados com base na densidade éptica dos cultivos nos dias 0 e 10. Os resultados
estdo expressos como média da quadruplicata (n = 4) de cada cepa e as barras indicam erro padréao.
Letras ao lado das barras indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).
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5.3. Andlises de ions extracelulares

As concentracbes dos seis ions identificados por CLAE foram
comparadas entre amostras dos dias 0 e 6 de cultivo da Triagem 1 (Figura 7).
Nos cultivos das cepas LBA28, LBA32, LBA39 e LBA45, observa-se que a
concentracdo do ion fosfato diminuiu em 51,72%, 64,2%, 58,28% e 69,47%,
respectivamente (Figura 7E). Os demais ions nao sofreram variacdes

significativas em suas concentragdes por nenhuma das cepas.
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Figura 7. Triagem 1: concentracdes de ions do meio de cultivo a base de vinhaga. As colunas
indicam as concentragdes (mM) de cloreto (a), nitrato (b), malato (c), sulfato (d), fosfato (e) e citrato (f) nos
dias 0 e 6 para cada cepa. Os resultados estdo apresentados como média das quadruplicatas (n = 4) e
barras de erro. Teste-T pareado foi feito comparando o dia 0 com o dia 6 para cada cepa. Variagdes

estatisticamente significativas (p<0,05) estéo indicadas com asterisco (*).
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Na Triagem 2, por sua vez, as analises foram realizadas comparando as
concentracfes de ions dos dias 10 e 20 do experimento em relacdo ao seu
respectivo valor no dia 0 para cada cepa. Variacdes significativas foram
encontradas nos cultivos das seguintes cepas: LBA30, onde se observou
diminuicdo nos niveis de malato; LBA40, que demonstrou um aumento de
citrato; LBA45, responsavel pela queda no teor de fosfato; e LBA46, que elevou

o conteudo de cloreto e sulfato (Figura 8).

Analisando manualmente os cromatogramas das amostras do dia 20, foi
possivel confirmar a auséncia do pico de nitrato nas quatro réplicas de todas as
cepas, com excecao de LBA6. O mesmo ocorreu em relacdo aos picos de
fosfato para as réplicas de LBA30, LBA39 e LBA46, o que indica fortemente o

esgotamento desses ions por essas cepas.

Os cultivos de LBA47 e LBA48 nédo foram analisados, ja que estes foram

interrompidos antes do décimo dia de experimento, devido a contaminacao.

Nas duas triagens, foram observadas discrepancias na deteccdo dos
picos de nitrato entre as réplicas de varias cepas, 0 que explica os altos valores
de erro obtidos nas andlises (Figuras 7B e 8B). O teor desse ion deveria ser
relativamente similar entre as réplicas de uma mesma cepa, uma vez que tanto
0s inbéculos quanto o meio utlizado tiveram a mesma origem. Tais
inconsisténcias motivaram uma andlise de CLAE de amostras de Vinhaca (pH
7,0) utilizada nos experimentos, e dos inéculos das cepas LBA39 e LBA40 (em
meio BG-11), coletadas no dia de inicio da Triagem 2, seguindo a mesma
metodologia adotada nas analises anteriores. A quantificacdo dos ions é
apresentada na Tabela 8. A partir desses dados, é possivel inferir que boa
parte dos ions nitrato e fosfato disponivel para ambas as cepas foi proveniente

do in6culo utilizado.
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Figura 8. Triagem 2: concentracBes de ions no meio de cultivo a base de vinhaga. As colunas
indicam as concentragdes (mM) de cloreto (a), nitrato (b), malato (c), sulfato (d), fosfato (e) e citrato (f) nos
dias 0, 10 e 20 para cada cepa. Os resultados estédo apresentados como média das quadruplicatas (n = 4)
e barras de erro. Teste-T pareado foi feito comparando o dia 0 com os dias 10 ou 20 para cada cepa.

Variagfes estatisticamente significativas (p<0,05) estéo indicadas com asterisco (*).

Além disso, nas duas triagens, os valores iniciais (dia 0) de nitrato,
fosfato e citrato variaram entre as cepas (Figuras 7 e 8). Considerando que
esses ions sdo pouco abundantes na vinhaca ndo inoculada, € sugerido que as
suas concentracdes variem em funcdo do crescimento das cepas no pré-

inoculo (BG-11), o que justifica as diferengas observadas no dia O.
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Tabela 8. Concentragdo de ions nas amostras de meio de cultivo (Vinhaga - pH 7,0) e dos in6culos
de microalgas em meio BG-11 utilizados na Triagem 2. Os resultados estédo apresentados como média

das triplicatas (n = 3) + erro padréo.

Amostra Unidade  Cloreto Nitrato Malato Sulfato Fosfato Citrato
Vinhaga (pH 7,0) mM 13,30+0,74 0,43+0,05 3,54+057 13,34+0,74 0,00+0,06 1,04+0,23
LBA 39 (BG-11) mM 0,58+0,05 1579+0,09 054+0,11 0,42+0,19 0,19 +0,02 -
LBA40 (BG-11) mM 0,66+0,03 1695+0,16 0,49+0,06 0,35+0,01 0,24 +0,03 -

Analises espectrofotométricas adicionais foram realizadas com amostras
dos dias 0, 10 e 21 da Triagem 2 (Figura 9), com o objetivo de investigar o teor
de nitrato, nitrito e aménia nas amostras. Esses trés compostos representam
possiveis fontes de nitrogénio que podem ocorrer na vinhaca (de Godoi et al.,
2019; Reis e Hu, 2017) e que podem ser assimiladas por microalgas verdes
(Wollmann et al., 2019).

A partir dos resultados obtidos, as cepas de microalga LBA30, LBA39 e
LBA40 apresentaram um aumento significativo no teor de nitrato, ao passo que
a cepa LBA46 mostrou uma diminuicdo deste (Figura 9A). Quanto ao nitrito,
todas as oito cepas analisadas demonstraram aumentos superiores a 100% ao
final do periodo de cultivo (Figura 9B). Notavelmente, as cepas LBA30 e LBA46
exibiram uma reducéo significativa nos niveis de amdnia ao décimo dia de
cultivo, sugerindo uma capacidade dessas cepas de metaboliza-la, enquanto a
cepa LBA32 demonstrou um aumento nos niveis de aménia, indicando uma

possivel liberacdo desse composto (Figura 9C).
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Figura 9. Concentracfes de ions obtidas a partir de analises espectrofotométricas de amostras da
Triagem 2. As colunas indicam os niveis (mM) de nitrato (a), nitrito (b) e aménia (c) nos dias 0, 10 e 21
para cada cepa. Os resultados estdo apresentados como média das quadruplicatas (n = 4) e barras de
erro. Teste-T pareado foi feito comparando o dia O com os dias 10 e 21 para cada cepa. Variagdes

estatisticamente significativas (p < 0,05) estdo indicadas com asterisco (*).

5.4. Andlises de metabolite footprint baseada em CG-EM

Andlises da Triagem 1 por CG-EM permitiram a identificacdo de 31
metabdlitos presentes nos meios de cultivo, dentre agucares, alcoodis e acidos
organicos. A Figura 10 mostra a relacdo de aumento ou decréscimo no teor das

moléculas no cultivo de cada cepa entre os dias 0 e 6.
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Notavelmente, a cepa que mais apresentou variacdes significativas foi a
LBA40, que consumiu 15 compostos, em sua maioria oligo e monossacarideos,
e elevou os niveis de acido citrico, o que foi consistente com as analises por
CLAE (Figura 8). Além disso, alguns metabdlitos tiveram alteracBes similares
para boa parte das cepas. O 4&cido glicdlico teve sua concentracdo
significativamente reduzida nos cultivos de cinco das dez cepas: LBAZ28,
LBA30, LBA40, LBA45 e LBA46. Sacarose, por sua vez, apresentou aumento
em seus niveis pelas cepas LBA28, LBA30, LBA32 e LBA45. Ainda, a queda
significativa nos niveis de glicose foi observada por mais da metade das cepas,

nao ocorrendo apenas nos cultivos das cepas LBAG, LBA46 e LBA48.
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Figura 10. Triagem 1: Mapa de calor das alteragdes nos niveis extracelulares de compostos
organicos. A escala de cor indica variagdes nas areas dos picos cromatograficos relativos aos
metabdlitos entre os dias analisados (dia 6 relativo ao dia 0). Diferengas estatisticamente significativas
com base em Teste-T pareado (p < 0,05) estdo indicadas com um ponto preto () e valores que

excederam a marca de 2,0 na escala de cor estdo representados em verde escuro (m).

A avaliagdo de metabolite footprint da Triagem 2 revelou a deteccao de
49 metabolitos distintos, muitos dos quais também haviam sido identificados na
Triagem 1. Além disso, essa analise foi capaz de identificar metabolitos nao

encontrados no experimento anterior, incluindo aminoacidos e acidos graxos.
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As comparagfes entre 0s estagios iniciais e subsequentes do cultivo
(dias 0 e 10) destacaram uma reducdao significativa em diversos compostos por
grande parte das cepas, com uma énfase particular nos aminoacidos como [3-
alanina, L-treonina, serina e valina (Figura 11). Assim como na Triagem 1, a
LBA40 demonstrou éxito no consumo de moléculas, reduzindo
significativamente as concentracbes de 19 compostos, em sua maioria,
acucares e aminoacidos. A cepa LBAG, por sua vez, exibiu reducéo no teor de

nove metabdlitos distintos.

Ao comparar os dias 0 e 20 dos cultivos, observou-se uma tendéncia de
elevacdo nas concentracdes de moléculas organicas extracelulares mais
frequente que o suposto consumo das mesmas (Figura 12). De acordo com as
analises, os niveis de acido malico, acido L-trebnico, acido ribbnico e &cido 2-
ceto-L-gluconico aumentaram significativamente para mais da metade das

cepas.

De maneira geral, através de andlises das duas triagens é possivel
observar variagcdes nas respostas metabdlicas entre todas as cepas ao serem
inoculadas em vinhaca, e que elas possuem padrdes distintos de consumo de

moléculas provenientes desse efluente.
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Figura 11. Triagem 2: Mapa de calor das alteragdes nos niveis extracelulares de metabolitos (dias 0

areas dos picos cromatograficos relativos aos compostos

entre os dias analisados (dia 10 relativo ao dia 0). Diferengas estatisticamente significativas com base em
Teste-T pareado (p < 0,05) estdo indicadas com um ponto preto (*) e valores que excedem a marca de 2,0

na escala estdo representados em verde escuro (m).
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Figura 12. Triagem 2: Mapa de calor das alteragdes nos niveis extracelulares de metabdlitos (dias 0
e 20). A escala de cor indica variagbes nas areas dos picos cromatograficos relativos aos compostos
entre os dias analisados (dia 20 relativo ao dia 0). Diferengas estatisticamente significativas com base em
Teste-T pareado (p < 0,05) estdo indicadas com um ponto preto (*) e valores que excedem a marca de 2,0

na escala estdo representados em verde escuro (m).
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5.5. Cultivo das cepas LBA39 e LBA40 em FBRs

As cepas Embrapa|LBA39 e EmbrapalLBA40 foram selecionadas para o
cultivo em fotobiorreatores automatizados (FBRs) com base em seus dados de
crescimento e de consumo de metabdlitos obtidos nas etapas de triagem.
Medidas espectrofotométricas feitas no dia 0 e no dia final dos cultivos
apontam que houve crescimento significativo das duas cepas ao serem
cultivadas em vinhaca com pH 7,0, tanto ozonizada (VO3) quanto n&o
ozonizada (VpH) nos FBRs (Figuras 13 e 14).
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Figura 13. Densidade Optica dos cultivos de LBA39 nos dias 0 e 10. Os valores de absorbancia estéo
expressos como média de absorbancia das quatro réplicas de cada tratamento (n = 4) e + barras de erro.
Variagbes estatisticamente significativas entre os tempos (Teste-T, p < 0,05) estdo indicadas com

asterisco (*).
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Figura 14. Densidade Optica dos cultivos de LBA40 nos dias 0 e 11. Os valores de absorbancia estéo
expressos como média de absorbancia das quatro réplicas de cada tratamento (n = 4) e + barras de erro.
VariacOes estatisticamente significativas entre os tempos (Teste-T, p < 0,05) estdo indicadas com
asterisco (*).

A cepa LBA39 cultivada em vinhaca com ajuste de pH 7,0 atingiu valores
de absorbancia maiores ap6s 10 dias de cultivo nos FBRs, do que quando
comparados com os dados de densidade Optica desse mesmo dia de cultivo
nas duas triagens realizadas neste trabalho (Figuras 3 e 5). A média da
densidade 6ptica dessa cepa ao décimo dia de experimento nos FBRs foi de
0,851 (750 nm), enquanto que as DOs encontradas nas Triagens 1 e 2 para
esse mesmo dia foram de 0,536 e 0,532 (750 nm), respectivamente.

No tratamento VO3, foi realizada a aspersdao de o0zb6nio como uma
tentativa de permitir a observacdo do crescimento através dos sensores
acoplados aos FBRs, uma vez que a coloracdo da vinhaca com pH 7,0
aparentou interferir no processo detecgcdo de sinal luminoso dos cultivos de
LBA39, reduzindo a quantidade de luz que atinge o sensor durante as leituras
e, por consequéncia, retornando valores proximos de 0 UVD (dados néao
apresentados). A o0zonizacdo € um processo capaz de promover a
descoloracdo da vinhaca através de sua reacdo com compostos fendlicos
responsaveis pela cor escura caracteristica desse efluente (Espafia-gamboa et
al., 2016; Reis et al.,, 2019). Ainda assim, ndo foi possivel retornar dados

satisfatérios da leitura dos sensores mesmo nos cultivos de LBA39 em VO3.
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A contagem celular realizada ao final do experimento resultou em
valores levemente mais altos para VO3 do que os obtidos para VpH (Tabela 9),
0 que, junto com a analise estatistica da densidade 6ptica, confirma o éxito no
crescimento da cepa LBA39 em vinhaga ozonizada. Como valor de referéncia,
a densidade celular inicial dos cultivos foi de aproximadamente 6,407

logio(células mL1).

O cultivo da cepa LBA40 retornou uma DO de 0,509 (750 nm) ao final do
cultivo em VpH (dia 11). Esse valor, foi inferior aqueles observados nas
Triagens 1 e 2, de 0,701 e 0,663, respectivamente. A média da contagem
celular desse cultivo também foi a menor em comparacdo com os demais
cultivos realizados em FBRs (Tabela 9). Visto que a taxa de crescimento
especifico da cepa LBA40 foi uma das maiores entre as demais cepas, era
esperado que esse comportamento se mantivesse para 0s experimentos em
FBRs.

Por outro lado, o cultivo de LBA40 em VO3 obteve indicios de um
crescimento bem-sucedido, com base tanto na comparagcédo da DO no inicio e
no fim do experimento (Figura 14), quanto em sua média da contagem de
células, que obteve valores proximos aos dos cultivos de LBA39 (Tabela 9). A
concentragdo celular inicial dos cultivos de LBA40 foi de aproximadamente
6,247 logio(células mL?1).

Tabela 9. Contagem de células apds o cultivo das cepas LBA39 e LBA40 em FBRs. Os resultados
estdo expressos em média das quadruplicatas (n = 4) + erro padrao.

Tratamentos Unidades LBA39 LBA40
VpH logio(células mLY) 7,996 + 0,15 6,695 + 0,07
VO3 logio(células mL™) 8,174+ 0,19 7,923 + 0,07

No experimento em FBRs com a cepa LBA40, os sensores de cor foram
ajustados no tempo de abertura do obturador para que houvesse maior
exposicdo a luz durante as medi¢cbes. Apos essa modificagdo, foi possivel
observar um crescimento nitido de LBA40 em VO3, principalmente entre os

dias 0 e 5, com base nos valores obtidos dos sensores no decorrer do cultivo
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(Figura 15B). Notavelmente, houve queda nos valores digitais durante as horas
de luz do cultivo, essa diminuicdo é inversamente proporcional a densidade do
cultivo, ja& que o aumento no niumero de células no cultivo acarreta na chegada
de menos luz ao receptor do sensor. Além disso, os valores se mantiveram
estaveis, durante as horas de escuro, refletindo que os cultivos néo
demonstraram crescimento nesses periodos. Isso € um forte indicio de que o

crescimento da cepa LBA40 em vinhaca € condicionado a presenca de luz.

Por outro lado, mesmo com o0s ajustes realizados nos sensores, nao foi
possivel elucidar as curvas de crescimento para os cultivos feitos em VpH, que
retornaram valores digitais em uma ordem de grandeza consideravelmente

menor em comparagdo com os valores encontrados em VO3.
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Figura 15. Cultivos de LBA40 realizado em fotobiorreatores (FBRs). Os graficos apresentam o
crescimento da cepa em vinhagca com pH ajustado para 7,0 (a), e vinhaga ozonizada e com 0 mesmo
ajuste de pH (b). No eixo Y esquerdo estdo expressas as médias de logio(unidades de valor digital) das
quatro réplicas (n = 4) e + erro padréo. O eixo Y direito representa o percentual da capacidade maxima

das lampadas utilizadas durante os cultivos.
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6. Discussao

6.1. Crescimento das microalgas em vinhaca

Oito das dez microalgas avaliadas nesse estudo revelaram uma curva
de crescimento similar nos dois experimentos de triagem. As cepas LBA47 e
LBA48 foram as Unicas a terem seu crescimento comprometido, onde se
observou a presenca de contaminantes heterotroficos (dados néo
apresentados). A alta carga de matéria organica presente na vinhaca
representa uma fonte de nutrientes ndo somente para microalgas, mas também
para uma vasta quantidade de microrganismos heterotroficos capazes de

metabolizar componentes organicos (Candido et al., 2022).

Santana e colaboradores (2017) realizaram uma triagem com 40 cepas
da CMMAABIo (Embrapa|lLBAl1 a Embrapa|LBA40), incluindo seis cepas
também analisadas aqui. Os autores selecionaram as cepas LBA32 e LBA40
apés demonstrarem éxito no crescimento em vinhagca bruta. No presente
estudo, o cultivo em vinhaca com ajuste de pH para 7,0 revelou um destaque
nas taxas de crescimento ndo somente dessas mesmas cepas, mas também
das cepas LBA6 e LBA39. Esses resultados ressaltam que a otimizagédo do pH
para 7,0 pode ser um fator critico capaz de ampliar 0 sucesso no cultivo de
microalgas em vinhaca. Nesse contexto, o ajuste do pH em grande escala pode
ser facilmente alcancado por meio da introducdo controlada de reagentes
quimicos adequados (Sahu e Chaudhari, 2013). Assim, a utilizacdo desta

abordagem de pré-tratamento ndo se revela uma proposta inviavel.

Embrapa|LBA39 é uma cepa de Chlorella sorokiniana isolada da
biodiversidade do Cerrado brasileiro. Estudos envolvendo o cultivo de outras
cepas de C. sorokiniana também relataram bons dados de crescimento em
vinhaca com ajustes de pH entre 6,8 e 7, sob diluicGes de até 50% v v! em
agua destilada (Candido e Lombardi, 2020; Falconi et al., 2020), reforcando a
capacidade que essa cepa apresenta de se desenvolver nas condi¢cdes
impostas pelo efluente. Interessantemente, até o momento, ndo ha estudos
evidenciando o desempenho da cepa EmbrapalLBA6 ao ser cultivada em

vinhagca. No experimento aqui realizado, essa cepa atingiu a maior taxa de
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crescimento na Triagem 2, e a terceira maior na Triagem 1, estando atras
apenas de LBA39 e LBA40.

6.2. Metabolismo de ions provenientes da vinhaca

A vinhaca da cana-de-acUcar € conhecida por apresentar em sua
composicdo uma abundancia de macronutrientes, muitos dos quais estéo
disponiveis na forma de ions, como nitrato, fosfato e sulfato (Reis et al., 2019;
Sydney et al., 2011). No entanto, a caracterizacdo fisico-quimica da vinhaca
bruta utilizada nos experimentos resultou em valores quase nulos de nitrato e
fosfato (Tabela 2). E sabido que a composicdo desse efluente pode variar em
funcdo das técnicas empregadas no processamento da cana-de-agUcar e
particularidades do local de cultivo (Carpanez et al., 2022), o que justificaria as

concentracdes observadas.

De fato, os resultados obtidos por CLAE apresentados na Tabela 8
apontam que boa parte do teor de nitrato e fosfato disponiveis para as cepas
LBA39 e LBA40 na Triagem 2 foram provenientes do inoculo utilizado,
enquanto que o sulfato disponivel teve sua origem na vinhaca. A partir dessas
informacdes, € possivel inferir que os niveis de nitrato e fosfato variam entre as
cepas, considerando as caracteristicas metabdlicas que cada microalga
apresenta durante o crescimento em BG-11, enquanto que a concentracdo de
sulfato ao dia O foi relativamente similar entre as algas nas duas triagens

realizadas (Figura 7 e Figura 8).

O nitrogénio é um dos macronutrientes essenciais para o crescimento de
microalgas, estando presente em aminodcidos, acidos nucleicos, vitaminas e
clorofilas (Borowitzka et al., 2016). Sua aquisicdo pode ocorrer tanto na forma
inorganica, como ions de nitrato, nitrito e ambénio, como em moléculas
organicas, principalmente uréia (Yaakob et al., 2021). Na Triagem 2, as
analises cromatograficas de nitrato retornaram valores que sdo inconsistentes
com agueles observados por espectrofotometria. Dada sua importancia, era
esperada uma notavel tendéncia de consumo das fontes desse ion, o que
condiz melhor com a auséncia de nitrato observada ao dia 20, de acordo com a
analise através de CLAE (Figura 8B). Ainda, o0s resultados de

espectrofotometria da Triagem 2 indicaram a presenca de ions de amonia nos
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cultivos ao dia 0, cujos niveis ndo apresentaram sinais de consumo significativo
no decorrer do experimento. A amonia representa uma fonte de nitrogénio que
demanda menos energia para sua aquisicdo, em comparacao com as outras
fontes de nitrogénio inorganicas (i.e.: nitrato e nitrito) (Perez-Garcia et al.,
2011), e, por isso, costuma ser a primeira a ser esgotada do meio extracelular.
Portanto, a variacdo aqui observada € inconsistente com o0s relatos da

literatura.

O fésforo, por sua vez, participa da composicdo de lipidios constituintes
de membranas, bem como nas trocas energéticas e nas conducdes de reacdes
metabdlicas (Borowitzka et al.,, 2016). Em microalgas, o fésforo &
majoritariamente obtido do ion fosfato (PO4*) através de transportadores de
membrana e sua aquisicdo é proporcional a abundéancia destes na célula
(Borowitzka, 2016). Dessa forma, n&o seria incomum que as cepas
consumissem o contetdo de fosfato do meio de cultivo em taxas diferentes,
como foi observado nas analises de CLAE para as duas triagens (Figura 7E e
Figura 8E).

Por fim, o alto teor de enxofre presente na vinhaca em forma de ions de
sulfato (Tabela 8) pode ser resultante da aplicacdo de H2SOs4, comumente
utilizado na correcdo do pH para a fermentacdo do mosto nas destilarias
(Junior et al., 2022). Esse nutriente esta presente nas células de microalgas na
forma de cofatores, vitaminas, sulfolipideos, tidis ndo proteicos (e. g.
glutationa), e nos aminoacidos cisteina e metionina (Takahashi et al., 2011).
Apesar de haver relatos na literatura do uso de microalgas, incluindo Chlorella
sp. e Chlamydomonas sp., na remocgdo de sulfato de efluentes industriais
(Mohammadi et al., 2018), nenhuma das cepas aqui avaliadas demonstrou o
consumo desse ion. Pérez-Castifieira e colaboradores (1998) concluiram, em
seu estudo, que a absorcdo de sulfato pelas microalgas Chlamydomonas
reinhardtii e Monoraphidium braunii foi inibida por &nions estruturalmente
similares presentes no meio extracelular. Considerando que a vinhacga
apresenta uma diversidade de ions em sua composicao (Reis et al., 2019), é
possivel que a aquisicdo de sulfato tenha sido comprometida por estes

mesmos fatores.
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6.3. Analises de metabolite footprint

Nas duas triagens, foi evidente que a cepa que mais demonstrou
consumo de metabolitos do meio de cultivo foi a Embrapa|LBA40, uma cepa de
Chlamydomonas biconvexa isolada de uma lagoa de estabilizacdo de vinhaca
de cana-de-agucar em uma usina de etanol brasileira (Hadi et al., 2016). O
perfil de metabolitos extracelulares obtido por essa cepa reflete a sua
capacidade de adaptacdo para se desenvolver a partir dos componentes da
vinhaca. Dentre os metabolitos removidos pela LBA40, encontram-se uma
variedade de acUcares, aminoacidos, acidos organicos de baixo peso
molecular, além de glicerol. De acordo com Morales-Sanchez e colaboradores
(2014) a habilidade que as microalgas apresentam em metabolizar
componentes organicos extracelulares estd relacionada a dois principais
fatores: a presenca de transportadores de membrana, bem como de vias
metabdlicas adaptadas para a incorporacao dessas fontes de nutrientes. Ainda,
a performance de crescimento observada para a cepa LBA40 nos FBRs
apresenta indicios de uma dependéncia da luz para o desenvolvimento da
cepa, visto que o aumento na densidade do cultivo ocorreu principalmente nos
periodos de luz (Figura 15). Esses dados indicam um possivel regime foto-
heterotréfico e sdo consistentes com os dados obtidos por outros autores para

esta mesma cepa (Santana et al., 2017).

A cepa EmbrapalLBA6 também apresentou uma forte tendéncia na
remocdo de compostos, principalmente nas analises da Triagem 2 (Figura 11 e
Figura 12). Trata-se de uma microalga da familia Chlorococcaceae (Hadi et al.,
2016), cuja identificacdo a nivel de espécie ainda nao foi bem definida. Apés
dez dias de cultivo, essa microalga apresentou indicios de consumo de uma
série de acucares e aminoacidos. Na Triagem 1, os cultivos com a LBA6
resultaram apenas no aumento extracelular dos metabdlitos monopalmitina e
monoestearina (Figura 10). Ambos sdo co-produtos da quebra de lipidios, e
podem estar relacionados com o metabolismo de acidos graxos e aminoacidos,
bem como a biossintese de metabdlitos secundarios (Guo et al., 2017; Guo e
Yuan, 2019). Portanto, a presenca de tais moléculas nas amostras pode
justificar o desenvolvimento bem sucedido da cepa LBAG6, indicando uma

possivel estratégia metabolica em resposta as condi¢des da vinhaca.
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As analises de CG-EM revelaram, ainda, um comportamento similar na
variacdo de alguns metabdlitos por maioria das cepas. Na Triagem 1, a
reducdo de acido glicolico extracelular observada nos cultivos com LBA28,
LBA30, LBA40 e LBA45 pode estar relacionada com o fendmeno de
fotorrespiracdo. O primeiro estagio desse processo envolve a atividade de
oxigenacdo de ribulose-1,5-bisfosfato pela enzima RuBisCO, originando
fosfoglicolato e, posteriormente, glicolato (Wilson e Tolbert, 1991). O glicolato,
por sua vez, pode transitar entre 0 meio intra e extracelular, através de uma
troca anibnica glicolato-bicarbonato, permitindo que a célula excrete ou absorva
esse ion em direcdo a um equilibrio. Portanto, a avaliacdo desses niveis pode
indicar alteracdes nas caracteristicas de cultivo, como, por exemplo, mudancas

bruscas de pH ou de concentragdo de COz2 (Tolbert e Zill, 1956).

Na Triagem 2, por sua vez, foi evidenciada uma remogao significativa de
acido aceético pelas cepas LBA6, LBA28, LBA30, LBA32, LBA40 e LBA46, além
do consumo de aminoacidos por praticamente todas as cepas (Figura 11). A
aquisicdo de acetato extracelular por microalgas € bem documentada na
literatura, o transporte desse ion se da por proteinas de membrana que
realizam simporte de monocarboxilatos/protons, sendo, em seguida,
metabolizado em acetil-CoA. Este, por sua vez, pode ser destinado tanto ao
ciclo de glioxilato, resultando na sua incorporacdo em moléculas como
aminoacidos ou glicose, quanto ao ciclo do acido tricarboxilico, fornecendo
esqueletos de carbono, energia na forma de ATP ou, ainda, NADH (Bogaert et
al., 2019; Perez-Garcia et al., 2011). As oito cepas analisadas também
relataram indicios de reducdo nos niveis de todos os aminoéacidos identificados
por CG-EM, foram eles L-valina, serina, L-treonina e B-alanina. Tipicamente, a
aquisicdo de aminoacidos como fonte de nitrogénio por esses organismos
costuma variar entre espécies, a depender dos transportadores de membrana
expressos em cada uma delas (Hellebust e Ahmad, 1988). E possivel, portanto,
que as cepas cultivadas em vinhaca tenham obtido parte do nitrogénio
necessario para o crescimento dos aminoacidos presentes no meio. Por fim, o
padrdo de aumento na concentracdo de metabolitos observado entre os dias O
e 20 sugere que, a medida que as cepas de microalgas atingiram a fase

estacionaria do cultivo, a liberacdo de acidos organicos no meio ambiente
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ganhou destaque, possivelmente refletindo as respostas adaptativas das

microalgas a disponibilidade limitada de nutrientes.

6.4. Cultivo de microalgas em FBRs

A ozonizacdo da vinhaca demonstrou ser uma solucédo para a deteccéo
do crescimento nos cultivos da cepa LBA40 realizados em fotobiorreatores. No
entanto, ndo foi possivel estabelecer uma curva de crescimento para LBA39,
ainda que esta tenha demonstrado crescimento de maneira indireta, atraves

das leituras de DO ao inicio e fim do experimento.

Diante disso, é necessario que se faca a repeticdo do cultivo dessa cepa
para que possa observar seu crescimento com mais precisdo. E necessario,
ainda, avaliar as pegadas metabdlicas deixadas por essas cepas através de
futuras andlises cromatogréficas, a fim de comparar padrbes de resposta
metabdlica de cada cepa nos dois tratamentos de vinhaca. A partir dessas
informacBes, novos experimentos poderdo ser realizados objetivando o

escalonamento dos volumes de cultivo.

7. Conclusodes

As microalgas, em sua maioria, Sao0 organismos que apresentam
inUmeras estratégias para contornar adversidades no ambiente em que estdo
(Sun et al., 2018). Os resultados obtidos nas triagens podem ser um reflexo da
variabilidade metabdlica adotada pelas cepas para promover seu

desenvolvimento nas condi¢cdes do meio de vinhaca.

De maneira geral, a avaliacdo conjunta dos dados de crescimento e das
analises extracelulares realizadas nas duas triagens fornece fortes indicios de
biorremediacdo da vinhaca pela cepa EmbrapalLBA40, que foi capaz de
remover uma ampla variedade de compostos organicos dos meios de cultivo.
As andlises de pegada metabdlica, por sua vez, mostraram um papel
importante na avaliagédo das cepas nas triagens. E necessério que sejam feitas
as analises cromatograficas das amostras coletadas dos experimentos nos
FBRs para que tenha mais informacao a respeito da performance dessa cepa

ao se desenvolver nos parametros impostos nesses experimentos.
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Além disso, o cultivo de microalgas em vinhaca ozonizada ainda € pouco
documentado na literatura. Apesar do aparente éxito no crescimento das cepas
inoculadas nesse meio, é preciso verificar e aprimorar seu desempenho em
maiores volumes de cultivo. E importante lembrar que, para que a
biorremediacédo da vinhacga seja uma alternativa viavel, esse processo precisa
ocorrer em uma escala proporcional ao volume de vinhaca produzido pela

industria sucroalcooleira.
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