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CAPITULO 1

CONSIDERACOES INICIAIS

Biotecnologia e biorremediagcdo ambiental

Biotecnologia € a aplicagdo dos principios da ciéncia e engenharia para o
processamento de materiais por agentes biolégicos. Esta aplicagédo inclui alguns beneficios
como a reducéo da poluicdo de processos industriais, economia de producdo e geracdo de
novos produtos (GAVRILESCU & CHISTI, 2005).

Toda transformagdo ou remocdo de contaminantes do meio ambiente por
organismos vivos € chamada biorremediacdo ambiental. Esta definicdo do processo natural
de tratamento de compostos antropogénicos teve origem ha 30 anos atras, em 1975, com
um relatorio intitulado Beneficial Stimulations of Bacterial Activity in Groundwater Containing
Petroleum Products, por R. L. Raymond e colegas de trabalho. Neste trabalho, os autores
relataram que a adicdo de nutrientes na superficie do solo aumentava o numero de
bactérias que degradavam hidrocarbonetos derivados do petréleo, e desse modo,
impulsionava a remoc¢ao dos contaminantes (LITCHFIELD, 2005).

De acordo com o Escritério de Estudos Geolégicos do Departamento do Interior
do Governo Americano (USGS), a biorremediacdo pode ser definida segundo o American
Heritage Dictionary of the American Language como: “O uso de agentes biolégicos tais
como bactérias e plantas, para remover ou neutralizar contaminantes, como poluentes do

solo e da agua”.
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Martins et al. (2003) definem biorremediacdo como uma ciéncia que busca, por
meio de estudo, monitoramento e aplicacdo da propriedade degradativa dos
microrganismos, a remediacdo ambiental. Os autores classificam a definicdo deste processo
em biorremediacao in situ (no local) que se d& no local contaminado, podendo ser de forma
intrinseca, no qual a ciéncia pouco interfere. Quando hé total auséncia da interferéncia da
ciéncia no processo, ela é denominada intrinseca-natural, e no inverso, denominada
intrinseca-auxiliada. Esta interferéncia pode ser explicada como o auxilio & natureza por
meio da recolocacdo de microrganismos e outros processos bem préoximos dos utilizados
pela propria natureza para fortalecer a acdo dos microrganismos no processo da
biodegradacdo. Em alguns casos, sdo aplicadas verdadeiras técnicas de engenharia,
também chamadas de biorremediacdo engenhada, que vao desde a modificacdo topogréfica
do local, implantagdo de novos microrganismos (organismos aloctones), implantacdo de
bioreatores e aplicacdo de nutrientes. Outra classificagdo é a biorremediacdo denominada
ex situ em que apenas a parte afetada € removida do ambiente contaminado evitando-se
assim um alastramento da contaminacao.

O tratamento de efluentes por lodos ativados foi a primeira aplicacdo da
biotecnologia na biorremediacdo, por meio do controle da poluicdo de ambientes aquaticos.
Recentemente, microrganismos e enzimas tém sido utilizados em diversas aplicacbes
(GAVRILESCU & CHISTI, 2005). A utilizacdo de microrganismos no saneamento basico e
ambiental € pratica comum desde os primordios do desenvolvimento dos processos
biolégicos de tratamento de aguas residuérias e residuos solidos. A capacidade microbiana
de catabolizar diferentes compostos orgéanicos, naturais ou sintéticos, e inorganicos,

extraindo desses compostos fontes nutricionais e energéticas, € o que possibilitou o
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emprego desses agentes bioldgicos pela engenharia sanitaria, como solugcdo aos problemas
gerados pelos dejetos lancados no meio ambiente (VAZOLLER, 2004).

Sabe-se, atualmente, que 0os microrganismos como bactérias e fungos, além de
responsaveis por importantes transformagdes metabdlicas, pelo controle biolégico de
doencas e pragas, pela fixagdo biologica do nitrogénio atmosférico, pela degradacdo de
residuos vegetais e outros produtos, inclusive téxicos, sdo também um manancial de
farmacos, corantes, enzimas e acidos organicos, entre muitos outros produtos Uteis e ainda
inexplorados. Além de exercerem um papel na sobrevivéncia de outras espécies e na
manutencdo do equilibrio entre elas, sdo fontes de produtos que contribuem para o bem-
estar da populacdo humana, inclusive remediando o mal que a propria espécie humana
produz ao ambiente. A importancia dos microrganismos para a ecologia e biotecnologia é
inquestionavel. S8o numerosos 0s processos biotecnoldgicos que utilizam microrganismos,
seja para obtencdo de produtos de valor comercial, seja para, através do préprio processo,
chegar-se a um resultado de interesse, como despoluicdo de um ambiente por
biorremediacdo ambiental (AZEVEDO, 1998).

Um grupo especial de microrganismos, as bactérias fotossintetizantes,
encontradas em ambientes naturais, tem sido aplicado com grande potencial biotecnoldgico,
nos seguintes processos: biorremediacdo ambiental, producdo de substancias antivirais,
producdo de biomassa fonte de proteinas, vitaminas, ubiquinonas e enzimas (AZAD et al.,

2003; SASAKI et al., 2005).
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Metabolismo energético

O metabolismo € um conjunto de atividades celulares com objetivos determinados
constituido por reacdes quimicas catalisadas por enzimas (LEHNINGER, 1993).

O metabolismo pode ser dividido de acordo com dois tipos de origens energéticas:
a quimica e a luminosa. Organismos chamados fototréficos utilizam luz como fonte de
energia e incluem as plantas verdes, alguns microrganismos procariontes e eucariontes
além de um grupo especial chamado bactérias fotossintetizantes. Essas bactérias podem
ser denominadas purpuras ou verdes. O termo autotrofico é dado a um grupo de
organismos, exclusivamente o0s procariontes, capazes de crescer a partir de compostos
inorganicos, utilizando-se de didxido de carbono (CO;) como fonte de carbono. Muitas
células autotréficas obtém a energia que necessitam a partir da luz solar. Organismos que
requerem o carbono na forma organica reduzida, como a glicose, sdo chamados
heterotroficos, incluindo os homens, os animais e algumas bactérias (BROCK, 1994).

O processo fotoautotréfico € o metabolismo pelo qual os microrganismos
convertem energia radiante em bioldgica e sintetizam compostos utilizando-se apenas de
dioxido de carbono ou carbonatos como fonte de carbono, além de doadores de elétrons. O
termo fotoheterotréfico refere-se a utilizacdo de varios substratos organicos como fonte de
carbono (ERASO & KAPLAN, 2006).

Os microrganismos capazes de utilizar compostos quimicos inorganicos como
fonte energética sdo denominados quimiolitotréficos, enquanto que os quimioheterotroficos

utilizam-se dos compostos quimicos organicos (BROCK, 1994).
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A fotossintese e as bactérias fotossintetizantes

A fotossintese pode ser caracterizada por rea¢do quimica na presenca de luz na
qual a energia luminosa € convertida em energia quimica (reacdo de claro) com a reducao
do CO, em compostos organicos e, por reagdo de escuro, na qual a energia quimica &
usada para a fixacdo do CO,. A conversao da energia luminosa em energia quimica ocorre
com a formacdo da adenosina trifosfato (ATP) e € dependente da presenca de pigmentos
luminosos como as clorofilas e as organelas intracelulares, os cloroplastos, presentes em
algas e plantas. As bactérias fotossintetizantes purpuras e verdes utilizam a luz para
formarem ATP, produzindo nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) da reducé&o
de materiais presentes no meio, como H,S e compostos organicos. Nestas bactérias, os
cloroplastos néo estédo presentes e 0s principais pigmentos fotossintetizantes sdo chamados
bacterioclorofilas, responsaveis pela absorcédo da luz e ejecdo de elétrons em decorréncia
da excitagdo luminosa de suas moléculas. Em continuidade as reacdes de transformacao de
energia luminosa em energia quimica, esses elétrons sao presos por aceptores (BROCK,
1994).

As bactérias fotossintetizantes possuem diversos tipos de bacterioclorofilas como
a, b, c, d, e, além de produzirem também os pigmentos carotenodides (ERASO & KAPLAN,
2006).

As bacterioclorofilas sdo caracterizadas pelos grupos substituintes do anel
porfirinico constituinte e, também, pelos espectros de absorcdo de luz, sendo que cada
bacterioclorofila absorve luz de um comprimento de onda especifico. Esta luz, quando

absorvida pelas bacterioclorofilas, pode, em contato com o ar, desencadear reagcOes
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chamadas fotooxidativas, que causam injuria ao aparelho fotossintético da célula (BROCK,
1994; PONSANO, 2000).

Os carotendides sdo capazes de absorver luz em comprimentos de ondas
complementares aos das bacterioclorofilas e possuem importante fungdo no processo
fotossintético, sendo acessorios complementares para a obtencdo de energia luminosa e
funcionando, também, como agentes fotoprotetores, absorvendo grande parte da luz nociva
e protegendo a célula, além de realizarem transferéncia de energia ao centro da reacéo para
a posterior utilizacdo na fotofosforilagdo, tornando ampla a faixa de espectro efetiva da
fotossintese (PONSANO, 2000).

As bacterioclorofilas e os carotenodides, maiores pigmentos absorventes de luz
das bactérias fotossintetizantes anaerdbias, sdo formadores de dois sistemas importantes
para a realizacdo da fotossintese desses microrganismos: o centro de reagao fotoquimico e
os complexos revestidores de luz (LH). Os complexos LH absorvem luz quanta e
transportam a energia para o centro de reacao (YURKOV & BEATTY, 1998).

Os procariontes fotossintetizantes diferem-se em dois grupos: as bactérias
parpuras e verdes e as cianobactérias. As cianobactérias realizam fotossintese oxigénica,
em gue ocorre a producao de oxigénio. As bactérias parpuras e verdes realizam fotossintese
anoxigénica, na qual ndo ha a producéo de oxigénio, sendo desprovidas de fotossistema Il,
que compreende a fotdlise da agua. Estas bactérias utilizam-se de compostos reduzidos de
enxofre, hidrogénio molecular, ou simplesmente de compostos organicos como doadores de
elétrons, originando compostos oxidados como sulfatos, prétons, compostos organicos e

CO, (BALLONI et al., 1982; BROCK et al., 1994).
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Sabe-se que as bactérias purpuras anoxigénicas que realizam fotossintese sob
condicbes anaerdbias na presenca de luz possuem um aparato fotossintético anoxigénico,
cuja funcdo é a transformacédo da energia luminosa em gradiente eletroquimico de prétons
da membrana fotossintética, o qual pode ser usado para a producdo de ATP, o transporte
ativo, a motilidade e outros processos de consumo de energia (DREWS & GOLECKI, 1995).

Segundo Yurkov & Beatty (1998), as bactérias purpuras fototréficas possuem em
adicdo a membrana citoplasmatica um sistema intracitoplasmatico de membrana (ICM). Os
pigmentos dessas bactérias sdo incorporados ao sistema intracitoplasmatico de membrana.
A luz e a tensédo de oxigénio regulam a formacédo da ICM. A ICM ¢ induzida quando a tens&o
de oxigénio é baixa e possui um maior desenvolvimento quando ocorre sob condi¢bes
anaerdbias. Os autores apresentam a existéncia de um grupo de bactéria que também
produz bacterioclorofila a e pigmentos carotendides designado bactéria fototrofica
anoxigénica aerdbia e evidenciam a incapacidade de utilizacdo da bacterioclorofila no
crescimento anaerdbio como o aspecto diferencial deste grupo de microrganismo.

Uma diferenca entre as bactérias fotossintetizantes anoxigénicas e 0s organismos
oxigénicos é o centro de reacdo, cada espécie possui um tipo especifico. Entretanto,
nenhum destes dois tipos de rea¢cdes bacterianas é capaz de extrair elétrons da molécula de
agua e muitas espécies podem sobreviver somente em ambientes com baixa concentracao
de oxigénio. Para fornecer elétrons para a reducédo do CO,, as bactérias fotossintetizantes
anoxigénicas devem oxidar as moléculas inorganicas ou organicas disponiveis em seu
ambiente. Por exemplo, a bactéria purpura Rhodobacter sphaeroides pode usar o succinato
para reduzir o nicotinamida adenina dinucleotideo NAD" por transferéncia reversa do elétron

ligado a membrana dirigido por um potencial eletroquimico. Apesar de algumas diferencas,
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0s principios gerais de transferéncia de energia sdo os mesmos na fotossintese anoxigénica
e oxigénica (WHITMARSH & GOVINDJEE, 2006).

Como critérios de classificacdo das bactérias anoxigénicas fototréficas pode-se
citar a hibridizacdo do DNA_rRNA, o tipo de pigmentacdo, as estruturas dos
lipopolissacarideos, a utilizagdo dos substratos organicos, a morfologia da membrana
intracitoplasmatica, a composi¢cdo do DNA, lipideos e quinonas, bem como a assimilagdo de
sulfato (ERASO & KAPLAN, 2006).

As bactérias fotossintetizantes anoxigénicas sdo sistematicamente encontradas
em duas ordens e em quatro familias. A ordem Rhodospirillales inclui as familias
Chromatiaceae (bactérias purpuras sulfurosas) e Rhodospirillaceae (bactérias parpuras nao
sulfurosas); a ordem Chlorobiales compreende as familias Chlorobiaceae (bactérias verdes
sulfurosas) e Chloroflexaceae (bactérias verdes néo sulfurosas) (IMHOFF, 1992).

As bactérias puarpuras possuem pigmentos fotossintetizantes localizados em
organelas designadas pela membrana intracitoplasmatica, sendo o0s principais pigmentos as
bacterioclorofilas a ou b, e os carotendides da série espiriloxantina e espiriloxantina
alternativa. Possuem motilidade, sdo encontradas em ambientes aquaticos e podem ser
subdivididas em purpuras sulfurosas e purpuras nao sulfurosas de acordo com a habilidade
ou incapacidade de utilizacdo do elemento enxofre como doador de elétron na assimilacdo
fototrofica do didxido de carbono (BALLONI et al., 1982).

As Bactérias Puarpuras Nao Sulfurosas (BPNS) compreendem o grupo mais
diversificado das bactérias purpuras pela grande variedade morfoldgica, diferencas na
estrutura das membranas e nos tipos de pigmentos carotendides, além de apresentar uma
interessante versatilidade energética (PONSANO, 2000). Devido a estas caracteristicas, as

BPNS seréo discutidas posteriormente.
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Dentre as bactérias purpuras, as Chromatiaceae formam globulos de enxofre
intracelulares a partir de H,S, exceto Ectothiorhodospira que o deposita extracelularmente.
Intra ou extracelular, o enxofre & posteriormente oxidado a sulfato. Nas Rhodospirillaceae, a
oxidacdo do H,S resulta em sulfato sem a formacao intermediaria do enxofre elementar, e &
restrita a algumas espécies, como exemplo, a bactéria Rhodopseudomonas palustris. As
Rhodospirillaceae fotoassimilam o0s seguintes compostos organicos: acidos carboxilicos,
cetonas, alcoois primarios e secundarios, &cidos graxos e seus derivados, além de
compostos aromaticos simples. As bactérias fotossintetizantes utilizam ainda, como fonte de
nitrogénio, 0s seguintes compostos: nitrogénio amoniacal, nitratos, uréia, aminoacidos,
peptonas e extrato de levedura; sendo este ultimo fonte de carbono e também fator de
crescimento. Os aguUcares quase ndo sao assimilados, exceto aerobicamente no escuro; ja
0s polissacarideos e 0s biopolimeros nunca séo utilizados (IMHOFF & TRUPER, 1989).

Dentre os fatores de crescimento, as bactérias fotossintetizantes utilizam-se de
vitaminas do grupo B como a biotina, a tiamina, o &cido p-aminobenzéico, o &cido nicotinico
e a niacina. A luz possui influéncia determinante sobre o desenvolvimento das atividades
bioquimicas destas bactérias. A intensidade luminosa e sua composi¢ao espectral regulam a
quantidade de pigmento fotossintetizante presente na célula. O étimo de temperatura para o
crescimento encontra-se na faixa entre 30-35°C e o valor 6timo de pH entre 7,0 e 8,5
aproximadamente, com excecdo para Rhodopseudomonas acidophila em que o pH étimo
esta ao redor de 5,6 (BALLONI et al., 1982).

Quanto a ecologia, as bactérias fotossintetizantes anoxigénicas ocupam habitat
aquatico como aguas eutrofizadas internas e costeiras, aguas residuais zootécnicas e
domésticas, aguas termais, solos submersos, onde s&o, geralmente, influenciadas pela

disponibilidade de luz, compostos reduzidos de enxofre ou produtos finais do metabolismo
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anaerobio de outros microrganismos e por uma baixa concentracéo de oxigénio (TRUPER &
IMHOFF, 1992; ERASO & KAPLAN, 2006).

Os microrganismos fotossintetizantes tém sido comumente estudados em
biotecnologia devido a eficiéncia biologica e a capacidade de utilizacdo da energia luminosa
para a producdo de compostos organicos. O uso de bactérias fotossintetizantes no
tratamento de residuos da industria de alimentos, na producédo de racdes para animais com
alto valor nutricional e no acumulo de carotendides tem sido observado por pesquisadores
(KOBAYASHI & TCHAN, 1973; SASAKI et al., 1978; NOPARATNARAPORN et al., 1983;
NOPARATNARAPORN & NAGAI, 1986; GETHA et al., 1998; KIM & LEE, 2000; PONSANO,

2000; AZAD et al., 2003; PONSANO et al., 2003; COSTA et al., 2004).

As Bactérias Purpuras Nao Sulfurosas (BPNS)

As Bactérias Purpuras Nao Sulfurosas (BPNS), que levam esse nome por serem
incapazes de oxidar enxofre a sulfato, constituem o grupo das bactérias fototroficas que, sob
condicbes anaerdbias, possui crescimento fotoheterotréfico, utilizando-se de diversos
substratos organicos como acetatos, piruvatos e acidos dicarboxilicos (BALLONI et al.,
1982). Por outro lado, estes microrganismos sao capazes de crescer fotoautotroficamente
utilizando-se de hidrogénio ou compostos reduzidos de enxofre como doadores de elétrons,
além do dioxido de carbono como carbono de origem. Estes organismos sdo capazes de
crescer em ambientes com concentragfes variaveis de oxigénio. Muitas espécies sdo
capazes de crescer quimioheterotroficamente sob condicbes microaerdbicas e aerdbicas no
escuro ou na presenca de luz. O oxigénio inibe a sintese de fotopigmentos nestas bactérias.

Algumas espécies também crescem quimiolitotroficamente (ERASO & KAPLAN, 2006).
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Outras podem realizar metabolismo sob anaerobiose no escuro, usando compostos
quimicos como aceptores de elétrons. Sdo amplamente distribuidas na natureza, podendo
ser encontradas em ambientes aquaticos marinhos ou de agua doce, em solos iumidos e em
diversos tipos de efluentes industriais. Possuem a capacidade de degradagcdo da matéria
organica destes efluentes, principalmente na presenca de luz solar ou em ambientes abaixo
da superficie sob condi¢cdes anaerdbicas em lagoas de depuracdo (IMHOFF & TRUPER,
1989).

Segundo Holt et al. (1994), existem 26 espécies encontradas em 6 géneros no
subgrupo 3 da classificagdo das BPNS: Rhodobacter, Rhodocyclus, Rhodomicrobium,
Rhodopila, Rhodopseudomonas e Rhodospirillum. O género Rhodocyclus compreende trés
espécies: Rhodocyclus purpureus, Rhodocyclus tenuis e Rhodocyclus gelatinosus.
Atualmente trés novos géneros tém sido citados e englobam um total de 31 espécies
arranjadas em 9 géneros: Rhodoferax, Rubrivivax e Rhodocista.

Pesquisas com hibridizacdo de DNA-rRNA possibilitaram a transferéncia de
Rhodocyclus gelatinosus para o novo género Rubrivivax, como Rvi. gelatinosus, cujas
diferencas em nivel molecular ndo interferem nas caracteristicas fisiolégicas desse
microrganismo, permanecendo assim a mesma descricdo (HOLT, 1994). Neste trabalho
optou-se por utilizar-se da nova denominacdo Rubrivivax gelatinosus que ja vem sendo
citada em diversos trabalhos (TRUPER & IMHOFF, 1992; YURKOV & BEATTY, 1998;

AGALIDIS et al., 1999; TAKAICHI & SHIMADA, 1999; STEIGER et al., 2000).
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Rubrivivax gelatinosus

Rubrivivax gelatinosus é caracterizada como bactéria fototréfica parpura néo
sulfurosa pertencente a familia Rhodospirillaceae, nao utiliza compostos reduzidos de
enxofre como doadores de elétrons e requer vitaminas como biotina e tiamina para o seu
crescimento. E um bacilo Gram-negativo, levemente encurvado ou reto, medindo de 0,4 a
0,7 um por 1 a 3 um. Suas células possuem motilidade pela presenca de um flagelo polar.
Multiplica-se por fissdo binaria e encontra-se amplamente distribuida em ambientes naturais
e efluentes industriais. Possui membranas fotossintetizantes revestidas por pequenas
invaginacbes em forma de dedo da membrana intracitoplasmatica (IMHOFF & TRUPER,
1989).

A bactéria Rvi. gelatinosus é naturalmente encontrada em efluente de abatedouro
avicola e em lagoas de estabilizagdo, possibilitando a aplicacdo deste microrganismo no
tratamento destes residuos. Muitos estudos tém sido desenvolvidos com esta bactéria
envolvendo o seu crescimento em residuos industriais tanto para a realizacdo do tratamento
biolégico quanto para a producdo de células protéicas (TRUPER & IMHOFF, 1992;
PRASERTSAN et al., 1993; PRASERTSAN et al., 1997; PONSANO, 2000; CHOORIT et al.,
2002; PONSANO et al, 2003).

Rvi. gelatinosus possui crescimento fotoautotréfico quando utiliza-se de
hidrogénio molecular como doador de elétrons e CO, como doador de carbono. Porém,
prefere 0 modo de crescimento fotoheterotréfico sob condicbes anaerdbicas na presenca de
luz e com diferentes substratos organicos como doadores de carbono e elétrons, podendo

fotoassimilar acetato, citrato, fumarato, etanol, glicose, lactato, malato, piruvato e succinato.
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Pode utilizar-se de citrato como Unica fonte de carbono para o seu crescimento, sendo este
composto o constituinte principal no enriquecimento seletivo de seu cultivo. Algumas cepas
podem também apresentar crescimento sob condicbes microaerdbicas ou aerdbicas no
escuro (BALLONI et al., 1982). Esta bactéria possui a capacidade de liquefazer a gelatina,
por meio de uma protease extracelular e apresenta temperatura e pH 6timo de crescimento
de 30°C e 6,5-7,5 respectivamente (HOLT et al., 1994).

Os principais pigmentos fotossintetizantes de Rvi. gelatinosus s&o as
bacterioclorofilas e os carotenoides da série espiriloxantina alternativa, cujos componentes
principais sdo esferoidene, hidroxiesferoidene e espiriloxantina. Esses pigmentos
carotenoides, além de responsaveis pela coloracdo de suas coldnias, que varia de rosa a
vermelho podem ainda ser utilizados como pigmentantes de racdes, devido a capacidade de

deposicao tissular em alguns animais (PONSANO, 2000; PONSANO et al., 2003).

Carotenoides

Os carotendides s@o pigmentos naturais produzidos por microrganismos e plantas
de grande importancia na medicina e na biotecnologia (BHOSALE, 2004).

Os pigmentos carotendides constituem uma familia de compostos terpendides
que, pela sua estrutura, possuem a capacidade de absorver luz seletivamente. Podem ser
classificados em dois grupos principais, 0s carotenos constituidos inteiramente por
hidrocarbonetos, e as xantofilas, derivadas dos carotenos pela adicdo de funcdes
oxigenadas, também chamadas oxicarotendides (PONSANO, 2000). Possuem diversidades
estruturais com diferentes fungdes bioldogicas como a coloracdo de espécies especificas,

agentes fotoprotetores de células, revestidores de luz e como precursores de alguns

31



hormoénios. S&o usados comercialmente como corantes de alimentos, suplemento em
racfes de animais, na industria de cosmeéticos e farmacéutica e possuem uma significante
importancia como agente anti-oxidante, além da prevencdo de doencas crbnicas. Muitos
carotendides como o [3-caroteno, o licopeno, a astaxantina, a cantaxantina e a luteina
podem ser utilizados comercialmente e produzidos por sintese quimica, fermentacdo ou
iIsolados de fontes naturais (LEE & SCHIMIDT-DANNERT, 2002).

Os carotendides sao constituidos por mais de 600 variantes estruturais
reportados e produzidos por organismos como bactérias, algas, fungos e plantas superiores.
Sua producgdo natural mundial € estimada em 100 milhdes de toneladas por ano, sendo a
principal fornecida pela fucoxantina das algas fotossintetizantes marrons. Os mamiferos nao
estdo bioquimicamente capacitados para a biossintese de carotendides, porém, possuem a
capacidade de acumulacdo ou conversdo de precursores que obtém da dieta como a
conversao de B-caroteno em vitamina A, sendo que no plasma humano h& a presenca do -
caroteno e do licopeno (FONTANA, 2006).

O conhecimento de que os carotendides possuem um importante papel na saude
humana provoca um aumento na procura por alimentos ricos nesses pigmentos. Muitos
carotenoides empregados atualmente sédo sintetizados quimicamente, no entanto, a procura
por alimentos naturais esta crescendo continuamente (BHOSALE & GADRE, 2001). Esses
alimentos naturais, fonte de carotenoides, incluem extratos de frutas, flores e vegetais,
alguns organismos como as algas Dunaliella, Haematococcus, e Murielopsis, os fungos
Blakeslea trispora, as leveduras Xanthophyllomyces dendrorhous e Rhodotorula glutinis e as

bactérias Sphingomonas sp, Agrobacterium aurantiacum, Flavobacterium, Micrococcus
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(SILVA et al., 2004), além das bactérias fotossintetizantes como Rubrivivax gelatinosus
(PONSANO et al., 2003) e Rhodopseudomonas sphaeroides (SASAKI et al., 1978).

O primeiro carotendide a ser sintetizado e comercializado como corante de
alimentos foi o (-caroteno, sendo hoje o mais comumente encontrado, além de outros como
a luteina, a violaxantina, a neoxantina, o a-caroteno, a zeaxantina e o licopeno, pois estao
presentes diariamente na dieta de humanos e animais. Em particular, na dieta de frangos,
estdo disponiveis comercialmente: o apo-8'-etil-éster acido carotendico (apoéster) e a (-B-
caroteno-4'4'-diona (cantaxantina) como pigmentantes das aves e produtos derivados
(FONTANA, 2006).

O termo pigmentante estd associado aos carotendides adicionados a racoes de
animais com o objetivo de coloragédo dos tecidos corpéreos como a pele e a gordura ou de
seus produtos derivados. A sensacdo da cor é caracteristica de valor marcante na
estimulagdo do consumidor de carnes e ovos. A adicdo de pigmentantes como 0s
oxicarotendides em racdes de aves possibilita a coloracdo da pele, canela de frangos e da
gema de ovos. Esta adicdo pode ser justificada pelo desejo dos consumidores em
adquirirem produtos de maior coloracédo (PONSANO, 2000).

Além da importancia da cor, existe também o conceito j4 popularizado de que os
carotendides séo efetivamente saudaveis. Como exemplo, pode-se citar a astaxantina que
possui a capacidade 250 vezes superior no combate de radicais livres quando comparado
com o a-tocoferol (vitamina E) (FONTANA, 2006).

A demonstracao direta da funcdo antioxidante dos carotendides tem sido relatada
em alguns estudos. Segundo Krinsky (1989), frangos com encefalomacea foram tratados

com carotenoides derivados do etil-B-apo-8'-carotendide. O tratamento foi baseado na
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hip6tese de que a rancificacdo da gordura ou a peroxidac¢do dos lipideos da dieta podiam
causar a encefaloméacea nas aves. Concluiu-se que o tratamento com o uso de carotendides
pdde conduzir a protecdo nesses animais. Além disso, o autor verificou a importancia do
acumulo dos carotendides nos animais para a sua posterior conversao em vitamina A numa
outra pesquisa realizada com dieta de ratos. Grandes doses de [3-caroteno (100 mg/kg)
foram inseridas na alimentacdo desses animais durante onze semanas. Sob estas
circunstancias, foi encontrado um aumento de retinol e palmitato de retinol no figado
acompanhado por uma elevacéo do retinol no soro sanguineo dos ratos analisados.

Evidencias epidemioldgicas e resultados experimentais sugerem que a dieta com
0 uso de carotendides inibe o inicio de muitas doencas que envolvem a presenca de radicais
livres. Dentre elas, podem-se citar algumas como a arteriosclerose, a catarata, a esclerose
multipla, a degeneracdo macular relacionada a idade, além do cancer (BHOSALE, 2004).

Nos animais, a concentracdo de carotendides coloridos em determinados tecidos
incluindo a pele, as plumas e as carcagas possui, além da agéo anti-oxidante, a protecdo em
sinais de comunicagdo que envolve a atracdo, a adverténcia e a camuflagem. Pode-se citar
como exemplo, no peixe Gastrosteus aculeatus, o0 aumento da coloracdo alaranjada do
abdémen no macho significando o sinal de acasalamento para a fémea, e para os machos,
indicando defesa de territorio (FONTANA, 2006).

Comercialmente, a producao de carotendides por microrganismos compete com a
sintese por processos quimicos. Eficientes estimulacfes na producdo desses pigmentos por
microrganismos vém sendo estudadas por Bhosale (2004). O autor descreve diferentes
estimulantes tanto do meio ambiente como do meio de cultura que podem influenciar na

producdo de carotendides. A luz, a temperatura, a adicdo de compostos quimicos, ions
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metalicos, sais, intermediarios do acido tricarboxilico e solventes sdo exemplos desses
estimulantes. Por exemplo, a microalga fotoautotrofica Dunaliella sp, produtora de [3-
caroteno, requer alta intensidade luminosa, adicdo de sais e nutrientes para o seu
crescimento e sintese de carotendides. O autor sugere também diversos agentes quimicos
como aminas, alcaldides, antibioticos, além de solventes incluindo etanol, metanol e
etilenoglicol como aditivos aos cultivos dos organismos para andlise do efeito na sintese de
carotendides. Estudos realizados por Gu et al. (1997) indicaram que estimulantes quimicos
como a piridina estimularam a formag&o de licopeno em Blakeslea trispora e Phycomyces
blakesleeanus e que a adicdo de 0,2% (v/v) de etanol ao meio de cultura da levedura
Xanthophyllomyces dendrorhous provocou um aumento na producdo de pigmentos
carotenoides.

Segundo Bhosale (2004), a producédo de carotendides e o0 seu acumulo séo
inteiramente afetados pela intensidade luminosa em algas, fungos e bactérias. No entanto,
esta intensidade varia entre os diferentes organismos sendo que 0 aumento ou a diminui¢cao
do tempo e da iluminacéo reflete na producédo desses pigmentos. De acordo com o autor, a
elevacdo da intensidade Iluminosa provocou alta producdo de astaxantina por
Haematococcus pluvialis na presenca de sais de ferro, 0 acimulo de luteina em Muriellopsis
sp foi aumentado de 40% quando o fluxo de densidade do foton variou de 184 para 460
umol féton m?s™® e o cultivo da bactéria Flavobacterium sp, sob iluminacdo continua,
produtora do carotendide zeaxantina, proporcionou um aumento na producdo do pigmento
com a variacdo da intensidade luminosa.

A temperatura € um dos mais importantes fatores ambientais que afeta o

crescimento e desenvolvimento dos organismos, incluindo a biossintese de carotendides.
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Ela tem sido estudada para controlar a concentracdo das enzimas envolvidas na producao
desses pigmentos (HAYMANN et al.,, 1974). Bactérias fotossintetizantes similares a
Chloroflexus aurantiacus crescidas a 55°C produzem vy-caroteno e hidroxi-y-caroteno.
Estudos realizados por Hanada et al. (1995) indicaram que o aumento da temperatura
provocou uma variacao nos niveis dos pigmentos dessas bactérias. Em contraste, estudos
com a utilizag@o de baixas temperaturas no crescimento da cianobactéria marinha unicelular
Synechococcus sp também levaram um aumento nos niveis de carotendides (SAKAMOTO
& BRYANT, 1998).

A producdo de carotendides utilizando-se de bactérias pode ser vantajosa em
relacdo a outros métodos. Silva et al. (2004), examinando a producdo de [3-caroteno pela
bactéria isolada do solo Sphingomonas sp, observaram alta producdo do pigmento. A
producdo de [(-caroteno por outros organismos como Dunaliella salina (alga), Blakeslea
trispora (fungo), Phaffia rhodozyma e Rhodotorula glutinis (leveduras) foi significamente
mais baixa do que a apresentada pela bactéria. Os autores também constataram que a
Sphingomonas sp apresenta habilidade de utilizar-se da lactose como fonte de carbono.
Esta caracteristica pode ser uma solucdo para o indice elevado de lactose no soro ultra-
filtrado, um subproduto da producdo de queijo. O cultivo desse microrganismo € uma
vantagem adicional significativa porque fornece um uso alternativo para o ultrafiltrado do

soro de queijo.
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Carotenodides em bactérias fotossintetizantes

Os carotendides presentes nas bactérias fotossintetizantes podem ser amarelos,
vermelhos, marrons ou verdes e, associados as bacterioclorofilas, determinam a coloracéo
da cultura. Por exemplo, as BPNS, ndo sdo purpuras como diz o préprio nome, e sim
castanhas, cor-de-rosa, castanho-vermelhas ou purpura-vermelha, conforme o carotendide
existente (BROCK et al., 1994).

Os carotendides sintetizados pelas bactérias fotossintetizantes podem ser
divididos quimicamente em grupos que incluem as seguintes func¢des orgéanicas: aldeidos,
ésteres, metiléteres, cetonas, alcoois, hidrocarbonetos e glicosideos. Possuem estrutura
quimica diferente dos carotendides produzidos por algas, fungos, plantas superiores e
bactérias ndo fotossintetizantes com as seguintes caracteristicas: geralmente possuem
cadeias alifaticas, grupamento hidroxil e metoxil terciarios, dupla ligacdo entre os carbonos
C3 e C4, sendo que, os oxigrupos conjugados a cadeia poliénica podem estar ligados ao C,
(sob aerobiose) ou ao C4 (sob anaerobiose), além disso, o grupo funcional dos aldeidos
pode estar presente na posicdo Cyo € 0s carotendides ciclicos possuem normalmente anéis
aromaticos como grupos terminais (PONSANO, 2000).

O estudo da composicdo dos carotendides em espécies especificas indica que
existe um grande numero de carotenodides de estruturas quimicas incomuns. Yurkov &
Beatty (1998) descrevem vinte diferentes tipos de carotenoides vermelhos e laranjas
encontrados em E. ramosum (bactéria fototrofica aerébia anoxigénica) dos quais dez foram
purificados e caracterizados estruturalmente. Todos os carotendides purificados continham

40 atomos de carbono e foram classificados em quatro grupos: a) carotendides biciclicos (3-
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caroteno e derivados hidroxilados como zeaxantina, adonixantina, caloxantina e
nostoxantina); b) carotendides monociclicos (bacteriorubixantinal); c) carotendides aciclicos
(espiriloxantina); d) carotendides sulfato polares (eritroxantina).

O esferoidene e a espiriloxantina tém sido detectados como os tipos mais
abundantes de carotenodides em bactérias purpuras fototroficas, tais como: Rhodobacter,
Roseobacter sp, Rhodospirillum rubrum, Acidiphilium rubrum e Rubrivivax gelatinosus
(TRUPER & IMHOFF, 1992; YURKOV & BEATTY, 1998).

As bactérias da familia Rhodospirillaceae sintetizam carotendides aciclicos Cgo
com duplas ligagbes C-3,4 conjugadas que sdo modificadas por grupos hidroxilas ou
metanol nas posicBes C-1 e/ou C-1'. A biossintese de carotenoides via espiriloxantina tem
sido estabelecida em diferentes espécies de Rhodospirillaceae. Estudos realizados com
Rhodospirillum rubrum identificaram a espiriloxantina como o principal carotendide

constituinte dessa bactéria (STEIGER et al., 2000).

A industria de processamento de alimentos e os eflu entes

O fenbmeno da poluicdo ambiental vem crescendo muito nos dltimos anos. Este
fato, além de ser assunto discutido por cientistas e ambientalistas, faz parte da preocupacéo
de toda a sociedade. As industrias, principais fontes de poluicdo mundial, tém sofrido um
controle de fiscalizagdo que incentiva a modificacdo ou a substituicdo de processos
intrinsecamente poluentes, com a finalidade de diminuicdo do impacto ambiental causado
por muitos processos de producédo. Este controle refere-se, também, ao desenvolvimento de
processos que permitam a remediacdo dos poluentes produzidos visando uma diminui¢do

da poluicdo ambiental (BRITO et al., 2004a).
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De acordo com Schoenhals (2006), a dinamica do uso da agua no mundo pelo
setor industrial vem crescendo, segundo os dados: no ano de 1990 o volume total estimado
captado foi de 38 km®ano, sendo que, efetivamente consumidos 3 km*/ano. Em 2000, o
volume total estimado captado foi de 748 km*/ano, sendo efetivamente consumidos 87
km®ano. Para o ano 2025, a estimativa é de que o volume total captado seja de 1106
km?®ano sendo a previséo efetiva de consumo de 146 km*/ano.

Segundo Kroyer (1995), a industria de alimentos possibilita desde a formacao de
produtos, como também a emissao de residuos e de subprodutos que provocam o0 impacto
ambiental. As industrias de processamento de carnes utilizam uma grande quantidade de
dgua desde o abate até as etapas de processamento industrial. Estas aguas sao
caracterizadas por uma elevada quantidade de matéria organica e de solidos em suspensao
e podem ser chamadas de efluentes ou aguas residuarias. De acordo com o autor, 0s
residuos do processamento da industria alimenticia possuem algumas caracteristicas em
comum como:

a) grande quantidade de matéria organica como proteinas, lipideos e
carboidratos;

b) grande quantidade de sélidos suspensos;

c) alta Demanda Quimica de Oxigénio (DQO);

d) alta concentracao de nitrogénio;

e) grande variacao de pH.

Desde a antiguidade, a carne faz parte da alimentacdo do homem, o que tornou
necessario o estabelecimento de pratica de abate animal, cujas técnicas vém se

aprimorando ao longo dos tempos (SCARASSATI, 2003).
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A criacdo e o processamento industrial de aves podem gerar problemas de
contaminacdo ambiental por disposicdo indevida de residuos, podendo ocasionar problemas
graves de comprometimento do ecossistema. Todas as etapas do processamento industrial
contribuem de alguma forma para a carga de residuos poluentes ao meio ambiente. Nesse
caso, 0s residuos sdo sangues, visceras, penas, carnes e tecidos gordurosos, perdas de
processo, detergentes ativos e causticos, dentre outros. O mais significativo € o sangue, ao
qual, na area de abate, juntam-se, ainda, penas, esterco e sujeiras, acarretando numa
poluicAo maior. As etapas de abate e processamento de aves resultam em grandes
quantidades de dejetos liquidos, semi-sélidos e solidos que s&do poluentes e, por isso,
necessitam de uma adequada separacdo e tratamento, antes de serem liberados no meio
ambiente (Quadro 1) (FERNANDES, 2004).

As aguas descartadas pelas industrias de carnes sao fontes poluidoras do meio
ambiente por possuirem uma grande quantidade de matéria organica, podendo contaminar
lagos e rios quando lancadas e nédo tratadas adequadamente (ZORATTO et al., 2003).
Devido a elevada Demanda Bioquimica Oxigénio (DBO) e por serem ricos em proteinas, 0s
despejos liquidos dos abatedouros e frigorificos, sdo altamente putresciveis, podendo

provocar fortes odores (SCARASSATI et al., 2003).
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Quadro 1. Tipos de dejetos e subprodutos resultantes das etapas do processamento avicola

Etapa do processamento Tipo de dejeto ou subproduto

Recepcao Fezes, penas e agua de limpeza

Sacrificio Sangue e agua de limpeza
Escalda/depenamento Penas, sangue/gordura e agua de limpeza
Evisceragao Visceras, sangue, gordura, pequenos pedacos de carne e

agua de limpeza

Resfriamento Sangue, gordura, pequenos pedagos de carne e agua
Classificagdo e empacotamento Agua de limpeza
Limpeza da planta Agua de limpeza

Fonte: FERNANDES, 2004

O Quadro 2 indica as principais caracteristicas dos efluentes de abatedouros
avicolas caracterizadas segundo Schoenhals (2006) baseando-se em dados colhidos em
1973 pelo Environmental Protection Agency (EPA) e pelo Centro de Recursos Hidricos e

Ecologia Aplicada (CRHEA) pertencentes a Universidade de S&o Carlos-SP.
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Quadro 2. Caracteristicas dos efluentes de abatedouros avicolas

Andlise Unidade EPA CRHEA
Variagao Média Média
pH 6,3-7,4 6,9 6,8
0.D mg.L-1 0,0-2,0 0,5 2,0
DBO mg.L-1 370,0-610,0 398,0 810,0
DQO mg.L-1 nr nr 460,0
Solidos Totais mg.L-1 nr 650,0 nr
Sdlidos Fixos mg.L-1 nr 486,0 nr
Solidos Volateis mg.L-1 nr 164,0 nr
Solidos sedimentaveis mg.L-1 150,0-200,0 1755 1.4
Oleos e graxas mg.L-1 170,0-230,0 201,0 784,0

Fonte: SCHOENHALS (2006)

*nr: ndo reportado

A agroindustria é um setor que possui grande capacidade de gerar renda,
emprego e exportacdes para o pais. Dentre os varios setores agroindustriais, destaca-se o
da avicultura (cujo principal produto é o frango, seja inteiro ou em pedagos) devido a sua
importancia para a balanca comercial do Brasil. De acordo com a Associacéo Brasileira dos
Produtores e Exportadores de Frangos, em 2002 as exportacdes de carne de frango
alcancaram um valor de US$ 1.3 bilhdo (ABEF, 2002) e, durante o periodo de fevereiro de
2002 a janeiro de 2003 foram responsaveis por 41,38% das exportacdes do pais (MAPA,

2003).
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Outro impacto importante do abate avicola esta relacionado ao consumo de agua,
que é utilizada em diversas etapas do processamento segundo Scarassati et al. (2003), tais
como:

Escaldagem: as aves sdo imersas em tanque contendo agua quente na primeira
etapa de lavagem para remover impurezas e sangue para facilitar a retirada das penas.

Depenagem: realizada por acdo mecanica em maquinas préprias, acompanhada
de lavagem por meio de chuveiros.

Escaldagem dos pés: as aves sao transferidas para outro transportador, onde sé&o
penduradas pela cabeca, e passam por processo de escaldagem dos pés e retirada
mecanica das cuticulas.

Evisceracdo: remocdo das visceras comestiveis (figado, coracdo e moela),
intestinos e pulmdes (extraidos a vacuo), com posterior lavagem das carcacas.

Pré-resfriamento: as carcagas passam por tanque contendo agua gelada, onde
permanecem cerca de 30 minutos e chegam a atingir uma temperaturade 0 a 5 °C.

Limpeza da planta: etapa importante, que € realizada ao final do dia, quando séo
utilizados detergentes, todos eles biodegradaveis, para evitar problemas na estacdo de
tratamento de efluentes.

O processamento de um frango para o consumo humano requer a utilizacado de
aproximadamente 10-12 litros de agua, sendo que 60% é convertida em agua residuaria
com pH entre 6,1 e 7,1, alta DQO, grande percentual de sdélidos, sangue e conteudo de
gordura (CHAVEZ et al., 2005). De acordo com Fernandes (2004), no Brasil, 0 consumo
médio de agua dos frigorificos de aves da-se em torno de 15 litros por ave, enquanto que,
nos Estados Unidos, este valor situa-se em torno de 26 litros por animal. Os sistemas de

tratamentos destes residuos industriais sédo constituidos por tratamento preliminar e primario
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com a finalidade de remocao de particulas grosseiras e de 6leos e gorduras; o tratamento
secundario é utilizado para a remoc¢ao da matéria organica dissolvida e é constituido por
sistemas de lagoas de estabilizac&o, aerébios ou anaerébios (BARROS et al., 2000).

Muitos efluentes de abatedouros avicolas séo tratados por meios fisico-quimicos
utilizando-se de grandes quantidades de produtos quimicos e de energia para secar 0
residuo e gerar uma quantidade de 20 gramas de lodo por litro de agua. Esta deposicéo de
lodos € dificultosa, limitando o uso desta técnica (CHAVEZ et al., 2005). O tratamento
aerdbio dos dejetos gerados por esses efluentes € limitado devido a necessidade de alto
consumo de energia para a aeracdo (DEL POZO et al., 2000).

Muitos procedimentos tém sido desenvolvidos com o objetivo de minimizar o
impacto causado pelos efluentes ao meio ambiente. De acordo com Brito et al. (2004a), esses
procedimentos podem ser classificados conforme relacionados:

» Métodos fisicos: subdivide-sem em diversas categorias, sendo a primeira representada pela
separagcdo de fases para a remocdo de material solido como: sedimentacdo, decantacéo,
filtracdo, centrifugacdo e flotacdo. A segunda categoria € representada pelos métodos de
transicdo de fases, caracterizada pela transformacdo das formas fisicas das substancias
como: destilacdo, evaporacado, precipitacdo fisica, cristalizacdo. A terceira categoria esta
representada pelos métodos de transferéncia de fase, destacando-se os procedimentos de
extracdo por solventes e a absorcdo. A Ultima categoria esta representada por processos de
separacdo molecular, isto é, processos de filtracdo utilizando-se de membranas seletivas.
Neste grupo sdo encontradas as técnicas de hiperfiltracdo, ultrafiltracdo, osmose reversa e

dialise.
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» Métodos quimicos: sédo bastante variados e dependem, exclusivamente, das caracteristicas
do efluente. Como exemplos: a neutralizacdo acido-base, a cloracéo, a precipitacdo quimica,
a eletrolise e os métodos oxidativos, utilizando ozénio. A cloracdo é um dos métodos quimicos
mais utilizados para o tratamento de agua destinado ao consumo humano, em que o cloro
atua como desinfetante e oxidante; no entanto, a presenca de compostos organicos na agua
pode levar a formacdo de compostos organoclorados, podendo ser o produto final do
tratamento mais toxico que o efluente de origem, acarretando em uma desvantagem para este
método.

» Métodos fotoquimicos: técnica fundamentada na formacdo de OH’ (radical hidroxila), que
apresenta alta capacidade para oxidar substratos de interesse. A formacdo desta espécie
resulta da reacdo da dgua com a vaga eletrénica (lacuna) produzida em algumas substancias
como 0s semicondutores metélicos de TiO, ou ZnO, sob efeito de radiacdo ultravioleta. Além
da formacédo do radical hidroxila, espécies podem ser diretamente reduzidas pelo elétron ou
oxidadas pela lacuna.

» Métodos térmicos: como exemplo, a incineragdo, que € um processo consistente na
utilizacédo de substrato poluente como fonte de energia, alcangcando a mineralizagdo completa
dos poluentes. A incineracdo é um processo extremamente caro para implementagéo, sendo
utilizado em casos mais especificos, como por exemplo, o lixo hospitalar.

» Métodos bioldgicos: consistem na remog¢do de compostos constituidos por carbono, em que
a coagulacdo de solidos coloidais e a estabilizacdo da matéria organica podem ser
conseguidas biologicamente por meio de microrganismos, principalmente bactérias, capazes
de converter os compostos organicos coloidais e dissolvidos em véarios gases e biomassa

(BRITO et al., 2004b). Podem ser classificados em dois tipos:
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a) Processos aerodbicos: caracterizados pela utilizagdo de microrganismos na presenca de
oxigénio. Como exemplo, pode-se citar o sistema de lodos ativados, em que o0s
microrganismos contidos num tanque de aeracdo sdo capazes de transformar as substancias
contaminantes em CO, e biomassa microbiana ndo toxica. O nitrogénio organico €
transformado em amoénio ou nitrato, enquanto o fésforo organico é transformado em
ortofosfato.

b) Processos anaerobicos: caracterizados pela utilizagdo de microrganismos capazes de
realizarem a degradacdo das substancias na auséncia de oxigénio podendo produzir dioxido
de carbono e metano além de amédnia e géas sulfidrico. A biodegradacdo sob condicdes
anaerdbias tem sido objeto de interesse nos ultimos anos, em funcdo da capacidade de certos
microrganismos transformarem um grande numero de compostos clorados em espécies
menos toxicas. O sistema combinado anaerobio-aerdbio aumenta significativamente a
eficiéncia do processo de tratamento permitindo uma reducdo da area ocupada pelas
estacdes de tratamento e o tempo de residéncia.

Dentre os processos de tratamento bioldégico encontram-se:

a) Lagoas de estabilizac&o: sistema de fornecimento natural de oxigénio por meio
de desenvolvimento de algas e microrganismos em lagoas construidas com a finalidade de
degradacdo microbiana dos compostos organicos poluentes, e conversao a diéxido de
carbono e agua (MARTINS et al.,, 2003). Sdo os seguintes os sistemas das lagoas de
estabilizacdo: lagoas facultativas, sistemas de lagoas anaerdbias seguidas por lagoas
facultativas, sistemas de lagoas aeradas seguida por lagoas de decantacdo. Estes sistemas
possuem desvantagens como a dificuldade de satisfazer padrées de lancamento bem
restritos, devido a simplicidade operacional, o descaso na manutencdo (crescimento de

vegetacado), a necessidade de remocado de algas do efluente para o cumprimento de padrdes
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rigorosos, a variagdo no desempenho, de acordo com as condi¢cdes climaticas, além da
possibilidade de desenvolvimento de insetos (ZORATTO et al., 2003).

b) Lodos ativados, filtros biologicos, lagoas aeradas e valos de oxidacdo: a
degradacao microbiana de compostos organicos poluentes ocorre por meio do metabolismo
aerébio, facilitado pela disponibilidade artificial de oxigénio em reatores ou em lagoas,
realizando uma converséo a dioxido de carbono e dgua (MARTINS et al., 2003). E um dos
métodos de tratamento biolégico mais utilizados com eficiéncia de remocéo na DBO e DQO
(MELCHIOR et al., 2003). Possuem desvantagens como a necessidade de alto consumo de

energia para a aeracgao (DEL POZO et al., 2000).

Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) e Demanda Quim ica de Oxigénio

(DQO)

A expressdo Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), utilizada para exprimir o
valor da poluicdo produzida por matéria organica oxidavel biologicamente, corresponde a
quantidade de oxigénio que € consumida pelos microorganismos do esgoto ou aguas
poluidas, na oxidacao biologica, quando mantida a uma dada temperatura por um espaco de
tempo convencionado. Essa demanda pode ser suficientemente grande, para consumir todo
0 oxigénio dissolvido da agua, o que condiciona a morte de todos 0s organismos aerobios
de respiracdo subaquética. O teste de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) baseia-se no
fato de que todos os compostos organicos, com poucas excecoes, podem ser oxidados pela
acdo de um agente oxidante forte em meio acido. Uma das limitacdes, entretanto, € o fato

de que o teste ndo diferencia matéria organica biodegradavel e matéria organica nao
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biodegradavel, a primeira determinada pelo teste de DBO. A DQO possui como vantagem o
tempo de teste, que é realizado em poucas horas, enquanto o teste de DBO requer no

minimo 5 dias (periodo de incubacédo) (DEBERDT, 2006).

Producéo de biomassa por microrganismos

Uma alternativa de reducédo na quantidade de efluentes, quando possivel, é a sua
reutilizacdo. As operacOes de reciclagem podem estar relacionadas com o retorno do
efluente ao processo de produgcdo (quando contém quantidades significativas de algum
insumo), transferéncia para outro processo (quando o residuo de um processo serve de
INSUMO para outro) e processamento para a obtencéo de energia (incineragao). Um exemplo
das possibilidades de diminuir o volume de efluentes por meio da implementacédo de
operacoes de reciclagem € dado pela industria de papel e celulose Selenga (Russia). Nesta
indUstria, a utilizacdo de processos bioldgicos e fisico-quimicos possibilitou a reutilizagdo
dos efluentes atingindo o desejado estado de descarga zero. Ou seja, a indUstria consegue
produzir aproximadamente 173.000 toneladas de madeira por ano, sem emitir efluentes para
0 meio ambiente (BRITO et al., 2004a). Um método de recuperacdo ambiental dos efluentes
industriais de processamento de alimentos € a possivel utilizacdo do subproduto gerado na
bioconversao do residuo em células protéicas (GETHA et al., 1998).

Considerando que o desenvolvimento industrial de baixo custo associado a
producdo de alimentos protéicos de alta qualidade s&o dificeis metas de realizacdo para o
sucesso na aquicultura, células protéicas de microalgas tém sido utilizadas como alimento

essencial para o estégio larval de peixes e mariscos e as leveduras tém sido consideradas
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substitutas das algas em filtros alimentadores. Porém, a producéo das células protéicas por
microalgas e leveduras nao tem sido utilizada extensivamente como dieta na aquicultura
quando comparada as bactérias fotossintetizantes. A utilizacdo dessas bactérias possui
algumas vantagens como: a maior digestibilidade da parede celular bacteriana, a
constituicdo celular rica em proteinas, carotendides, cofatores bioldgicos e vitaminas, além
de apresentarem-se disponiveis em subprodutos de residuos agricolas. Estudos mostraram
que a adicdo de bactérias fotossintetizantes como fonte alimentar estimulou um crescimento
de zooplanctons muito maior do que o apresentado pela adicdo de algas verdes, além disso
sdo muito Uteis para o crescimento de camardes. Grandes danos econdmicos foram
supridos com a adicdo de bactérias fotossintetizantes em tanques de camardes afetados por
uma doenca na branquia (KIM & LEE, 2000).

De acordo com Prasertsan et al. (1993), as bactérias fotossintetizantes podem ser
utilizadas no tratamento de residuos, além disso, possuem alto valor nutricional, suas
células sédo fontes de proteinas e vitaminas. Os autores realizaram estudos com Ruvi.
gelatinosus em efluente de processamento de peixe e observaram crescimento sob
condicbes anaerdbias e na presenca de luz com uma producdo de biomassa de 4 g I'* e uma
reducéo de 78% na DQO.

Peixes alimentados por células de bactérias fotossintetizantes apresentaram
aumento significativo no peso e na taxa de sobrevivéncia quando comparados a dieta
normal utilizada (KOBAYASHI & TCHAN, 1973). Além disso, a suplementagcdo com
carotenoides em racdes animais intensificou a coloracdo da gemas de ovos em frangos e da
pele de carpas e de camardes (NOPARATNARAPORN & NAGAI, 1986).

Segundo Prasertsan et al. (1997), a bactéria fotossintetizante Rvi. gelatinosus

possui as seguintes caracteristicas: habilidade de crescimento em efluente de
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processamento de peixe, capacidade de degradacdo da matéria organica de efluentes e
uma producao de biomassa constituida por proteinas (40 a 69%), carotendides (0,09 a 80
mg/g de peso seco), vitamina B2 (30 a 79 mg/kg de peso seco ), além de bacterioclorofilas
e aminoé&cidos essenciais.

Ponsano et al. (2003) investigaram a composi¢cao quimica da biomassa produzida
por Rvi. gelatinosus em efluente de abatedouro avicola e encontraram 67,6% de proteina,
27,6% de carboidrato 0,6 % de lipideos e 4,2% de cinzas. Neste trabalho, os autores
concluiram que a biomassa da bactéria possui uma composi¢cao quimica adequada, além de
aminoacidos essenciais, que favorecem a sua utilizacdo como aditivo em racdes para aves.

Kim & Lee (2000) executaram trés diferentes tipos de fermentacdo anaerébia com
a bactéria fotossintetizante Rhodopseudomonas palustris para a producdo de biomassa a
ser utilizada na alimentacao de peixes. Os autores obtiveram uma biomassa com 72-74% de
proteina e uma composicao de acido estearico e acido oléico maior do que a encontrada por
Chlorella e levedura. Além disso, foi estimado um custo de US$ 79/kg célula seca para a
producdo de biomassa por R. palustris baseado na metodologia de fermentagdo anaerdbia
utilizada. Este custo projetado foi maior do que o realizado por algas, porém quando
comparado a um processo de larga escala ordenado este custo pode ser superado. Como
conclusdo, a producdo de biomassa pela bactéria foi apresentada como uma alternativa
viavel para a aquicultura.

Estudos com o cultivo de bactérias fototroficas em efluentes agroindustriais
demonstraram uma producdo de biomassa rica em proteinas (65% de proteina crua), além
de aminoacidos essenciais, vitamina Bi,, pigmentos carotendides e acido folico (SASAKI et

al., 1981; NOPARATNARAPORN et al., 1983).
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Balloni et al. (1987) estudaram o crescimento e avaliaram a producdo de
biomassa pelas bactérias fotossintetizantes Rhodospirillum fulvum e Rhodopseudomonas
palustris em meio sintético e em efluentes industriais (refinaria de agucar e abatedouro de
suinos). Os autores encontraram diferentes utilizacdes para a biomassa produzida por esses
microrganismos quando crescidas em meio sintético tais como ingredientes em racdes para
peixes e fertilizantes. Além disso, 0 processo de obtencdo de biomassa nos efluentes
mostrou-se eficiente com capacidade despoluente podendo trazer beneficio econémico para
o tratamento desses residuos industriais.

Hu & Gao (2003) estudaram a optimizagdo de crescimento e composicdo de
acidos graxos da microalga Nannochloropsis sp sob condi¢des fotoautotroficas enriquecida
com CO; e em condi¢des mixotroficas com adigdo de acetato. Foi possivel uma producéo de
biomassa rica em &cidos graxos e proteinas. De acordo com o0s autores, 0s acidos graxos
produzidos por microalgas podem possuir valores nutritivos para a salude de animais e
humanos.

Segundo uma pesquisa realizada por Fontana (2006), a levedura
Xanthophyllomyces pode ser cultivada em caldo de cana bruto e uréia ou em bagaco de
cana hidrolisado para a producdo de astaxantina. O autor revela que a vinhaca, um
subproduto poluidor da inddstria sucro-alcooleira, quando adicionada ao cultivo, possui
efeito benéfico, aumentando o teor de astaxantina.

Considerando:

a necessidade de tratamento das aguas residuarias da industria de abatedouro
avicola;

a habilidade da bactéria fotossintetizante Rubrivivax gelatinosus, natural deste

ambiente, em crescer e degradar a matéria organica desse efluente e produzir biomassa;
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a possibilidade da utilizacdo da biomassa constituida por pigmentos carotendides
e componentes nutricionais na racao de aves para a promocao da coloracao de produtos de
avicultura e melhoria do desempenho zootécnico das aves,

0 presente trabalho teve como objetivos estudar o crescimento fotoheterotrofico
de Rvi. gelatinosus em residuo de abatedouro avicola e desenvolver uma metodologia para
a producao da biomassa da bactéria neste substrato, utilizando equipamentos industriais.

O efluente foi inicialmente tratado por meio das técnicas industriais de filtracao,
desnatamento e pasteurizacdo, seguido da adicdo do inéculo de Rvi. gelatinosus. Apos o
periodo de cultivo, foram realizadas as operacdes de microfiltracdo e liofilizacdo, para gerar
a biomassa da bactéria. A produtividade e a capacidade despoluente do processo
desenvolvido foram determinadas.

O capitulo 2, intitulado Crescimento fototrofico de  Rubrivivax gelatinosus
em efluente de abatedouro avicola teve como objetivos: caracterizar o crescimento de R.
gelatinosus em efluente de abatedouro avicola, determinar a produtividade do processo de
obtencdo de biomassa nesse substrato e avaliar a capacidade despoluente do processo
de cultivo da bactéria no efluente. O crescimento da bactéria no substrato foi caracterizado
pelas curvas de crescimento dadas pela leitura Optica (absorvancia) em espectrofotdmetro
e técnica de gravimetria (peso seco g I'Y). A produtividade do processo de obtencéo de
biomassa foi obtida por meio da férmula: produtividade = g de biomassa (massa seca)/ I
d* e a capacidade despoluente de cultivo da bactéria no efluente foi realizada pela anélise
Demanda Quimica Oxigénio (DQO). O trabalho foi escrito segundo as normas da revista

Bioresource Technology.
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CRESCIMENTO FOTOTROFICO DE Rubrivivax gelatinosus

EM EFLUENTE DE ABATEDOURO AVICOLA
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Crescimento fototréfico de Rubrivivax gelatinosusem efluente de abatedouro avicola

Clariana Z. Paulino, Elisa H. G. Ponsano*
Departamento de Apoio, Producdo e Saude AnimalylBade de Medicina Veterinéria,

Universidade Estadual Paulista. P. O. Box 341, Ataba-SP, Brasil — 16050-680

Resumo

Rubrivivax gelatinosué uma Bactéria Purpura Nao Sulfurosa (BPNS) quesapta
a capacidade de realizar a biorremediacdo de &gsatiarias e, ao mesmo tempo, produzir
pigmentos carotendides. Os objetivos desse estodamf a caracterizacdo da curva de
crescimento da bactéria no efluente de abatedaticmla em nivel de 1% (v/v) de in6culo, a
determinacéo da produtividade do processo de dlethe biomassa e a avaliacdo da capacidade
de remocdo da Demanda Quimica Oxigénio do procd®saelatinosusapresentou maior
crescimento no oitavo dia de cultivo (Absorvancii £77; peso-seco = 0.18 Y, produtividade
de 0.085 g biomassa (massa secadf e uma reducdo de 91% na DQO do efluente de

abatedouro avicola.

Palavras-chavesRubrivivax gelatinosushiomassa; bactéria purpura ndo sulfurosa; Demanda

Quimica Oxigénio; produtividade.
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Phototrophic growth of Rubrivivax gelatinosusn poultry slaughterhouse wastewater

Clariana Z. Paulino, Elisa H. G. Ponsano
Support, Production and Animal Health Departmerdll€ye of Veterinary Medicin&ao

Paulo State University. P. O. box 341, AracatulfaP; Brazil - 16050 — 680

Abstract

Purple nonsulfur phototrophic bacteridRubrivivax gelatinosusvas used to promote the
bioremediation of poultry slaugtherhouse wastewdatbe aims of this study were to characterize
the bacterium growth curve in that effluent at 1%v) inoculum level, to determine the
productivity of the biomass production process &m@valuate the Chemical Oxygen Demand
removal activity of the proces®. gelatinosushowed the highest growth on th& 8ay of
cultivation (Absorbance = 1.177; Dry weight = 0.48™), productivity was around 0.085 g
biomass (dry weight) d* and the COD of the poultry slaugtherhouse waseEwdecreased in

91%.

Keywords: Rubrivivax gelatinosusiomass; purple nonsulfur bacteria; Chemical @xyg

Demand; productivity.

" Corresponding author. Tel. +55 18 3636-3270; fax: +55 18 3622-6487

E-mail address: elisahgp@fmva.unesp.br (Elisa H. G. Ponsano)
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1. Introducéo

Biotecnologia é a aplicacao dos principios da é€ecengenharia para o processamento de
materiais por agentes biologicos (Gavrilescu anigtC2005). O tratamento de efluentes por lodos
ativados foi a primeira aplicacdo da biotecnologga biorremediacdo, por meio do controle da
poluicdo de ambientes aquéticos. Atualmente, ngamdsmos e enzimas tém sido utilizados em
diversas aplicagcbes (Gavrilescu and Chisti, 2088p numerosos 0s processos biotecnolégicos que
utilizam microrganismos, seja para obtencdo deytozdde valor comercial, seja para, através do
proprio processo, chegar-se a um resultado deesger como despoluicdo de um ambiente por
biorremediacdo ambiental (Azevedo, 1998). Estega® € um caminho atrativo, pois promove
além da purificacdo de efluentes, a utilizacdoedpsbprio recurso, como por exemplo, a utilizagdo
de subprodutos na producao de novos alimentos (Zéteal., 2005).

Bactérias fotossintetizantes, também chamadasrdéittzts, podem ser encontradas em rios,
lagos e sistemas de tratamento de efluentes. Batdérias, quando crescem anaerobicamente na
presenca de luz utilizando-se de compostos orgargomo fonte de carbono séo classificadas
fotoheterotréficas (Choorit et al., 2002).

Uma caracteristica do metabolismo de bactériadrédicas é a habilidade de crescer em
diferentes condicbes e meios, utilizando-se dersibgesubstratos (Imhoff, 1992). A aplicacdo do
potencial biotecnolégico deste grupo de microrganidgnclui: a biorremediacdo de efluentes, a
producdo de substancias, tais como antivirais)aglrotéicas, plasticos biodegradaveis, enzimas e
a remocao de metais pesados em aguas poluidas€Aabhd2003).

A bactéria fotossintetizantRubrivivax gelatinosu® caracterizada como Bactéria Purpura
N&o-Sulfurosa (BPNS), sendo incapaz de oxidar eex($) a sulfato (S&) e, sob condicdes

anaerobias, na presenca de luz, seu modo de cezgoipredominante € o fotoheterotréfico, no qual
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utiliza substratos organicos como acetatos, pinsva acidos dicarboxilicos. Por outro lado,
microrganismos fototroficos sdo capazes de crestibzando-se de hidrogénio ou compostos
reduzidos de enxofre como doadores de elétrons, ddédioxido de carbono como fonte de carbono
(Eraso and Kaplan, 2006).

R. gelatinosusipresenta a habilidade de crescer em efluenteatedmuro avicola e produzir
biomassa constituida por pigmentos carotenodidessguttetizantes ricos em proteinas e aminoacidos
essenciais para aves que, quando adicionados @ssragesses animais, promovem uma maior
coloragcdo a gemas de ovos e carcacas de frangosafiRp et al., 2003). Os carotendides sdo
importantes pigmentos naturais produzidos por a&gemcrorganismos e tém exercido fungbes
fundamentais na medicina e biotecnologia, tais cancoloracdo de espécies especificas, agentes
fotoprotetores de células, precursores de algun®idroos e sdo também usados comercialmente
como corantes de alimentos, suplementos em ragdesithais e na industria de cosméticos (Lee
and Schmidt-Dannert, 2002). A producdo e o0 acunadocarotendides variam com o tipo de
microrganismo e podem ser afetados pela irradidedlnz em algas, fungos e bactérias (Bhosale,
2004). O aumento ou a diminuicdo do tempo e dansidade de luz interfere na producéo de
carotendides, sendo que esta producao € geralassudeiada com o crescimento do microrganismo
ou com 0 aumento da atividade enzimatica parassivitese de carotendides (Bhosale, 2004).

Em abatedouros avicolas, as etapas de processameerem a utilizacdo de aguas
principalmente durante a escalda, depenagem, eaggae lavagem e resfriamento das carcacas
(Cardoso et al., 2003). Estas etapas geram agsidsiddas, caracterizadas pela alta concentracéo de
matéria orgéanica, incluindo lipideos, proteinasdkdes em suspensdo que, quando descartadas,
podem contaminar o ambiente de rios e lagos (Chéves., 2005). Uma das mais importantes
aplicagbes da biotecnologia é a reducédo da polagdimental através do tratamento de efluentes

(Chavez, 2005). Uma opcao para a reducdo da calganpe do efluente de abatedouro avicola
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gerada pelo processo industrial é o tratamentod@icd representado pelo cultivo da bactéria
fototroficaR. gelatinosugPonsano et al., 2003).

Dentro desse contexto, os objetivos deste estuthmfaaracterizar o crescimento Be
gelatinosusem efluente de abatedouro avicola, determinaodupividade do processo de obtencéo
de biomassa nesse substrato e avaliar a capaddapgeluente do processo de cultivo da bactéria no

efluente.

2. Métodos

2.1 Microrganismo

A cultura de Rubrivivax gelatinosusfoi isolada do efluente de abatedouro avicola,
caracterizada com base em testes morfoldgicos quinncos (Ponsano, 2000) e armazenada em

meio de Pfennig semi- sélido (Pfennig, 1974).

2.2. Meio de cultivo

O meio de cultivo utilizado para o preparo do ifdale R. gelatinosu$oi o meio de Pfennig
liquido (Pfennig, 1974) adicionado das solu¢femmwihicas de biotina 0.0015% e tiamina 0.005%.

Composicéo do meio de Pfennig fgdgua destilada) (Pfennig, 1974):

KH2PO, 0.5; NH,CI 0.4; MgSQ.7H,O 0.4; NaCl 0.4; CaGRH,O 0.05; NaS;05.5H,0 0.2;
citrato de ferro 11l 0.005; acetato de sédiol.Orao de levedura 0.5; solugcdo de microelementos
1.0 ml; &gar bacteriolégico 12.0. O pH 7.0, ajustadm solucdo de NaOH 5.0 M; Esterilizacdo a

121°C por 15 minutos, antes da adi¢do das solucdesaleaiementos e vitaminas.
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Solucdo de microelementos (mg &gua destilada): ZnSGH,0 10.0; MnCh.4H,0 3.0;
H3BO3 30.0; CoCGJ.6H,0 20.0; CuCGl.2H,0 1.0; NiCh.6H20 2.0; NaMo00O,4.2H,0 3.0. Esterilizacdo
a 122C por 15 minutos.

Solugdes vitaminicas: solugdo de biotina 0.0015%: rhg de biotina; 100 ml de &gua
destilada. Solucdo de tiamina 0.005%: 5.0 mg dmitiaHCIl; 100 ml de &agua destilada.

Esterilizacao por filtracdo em membrana Millipor22Dum.

2.3. Substrato

O efluente de abatedouro avicola utilizado comestsatn para o crescimento microbiano foi
coletado de manha na empresa Frango Sertanejdizémzano municipio de Guapiagu- SP, apos
passar pelas operacdes industriais de gradeandetiantacao e flotacdo. O residuo foi mantido em
galdes de plastico, a 45, sob abrigo de luz por aproximadamente 3 horassage iniciar o
tratamento com a finalidade de conservacéo, ewtaeda proliferacdo de microrganismos e

alterac@es fisico-quimicas.

2.4. Determinacéo da curva de crescimento de Ritigelsus

2.4.1. Preparo do efluente (substrato)

O efluente foi inicialmente tratado seguindo asusegs etapas: filtracdo em filtro rapido de

200 mesh (Gardena 1731) com vazdo de 3000 | h+h paretirada de particulas grosseiras,

desnatamento (desnatadeira Turbinave) com pressa ldjf cnf e vazdo de 500 I para a
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remocdo da gordura e pasteurizacédo (tanque deupaatgio lenta Incomar) durante 30 minutos a
65°C, para a eliminacdo de microrganismos competidiwmasescimento e agentes patogénicos.

Os parametros de filtracdo, desnatamento e pazdeéa do efluente foram padronizados de
acordo com as andlises microbioldgicas e fisicoaguais do residum naturae apos o tratamento.
As andlises microbioldgicas realizadas para verifia eficiéncia dos processamentos térmicos
incluiram as seguintes analises: contagem glob@l),(€ontagem de coliformes totais (CT) e
coliformes fecais (CF), contagem de bolores e lexesi(BL), contagem dstaphylococcus aurews
pesquisa d&almonellasp (Vanderzant and Splittstoesser, 1992). As asgafisico-quimicas para a
verificacdo das operacdes de tratamento do eflugimtengeram: medida de pH, solidos totais,

turbidez, 6leos e gorduras (Standard, 1998).

2.4.2. Preparo do inoculo

Uma alcada de uma cultura BRe gelatinosuproveniente de meio de Pfennig semi-sélido foi
transferida para um tubo de ensaio de 30 ml contenchesmo meio na forma liquida, que foi
mantido sob anaerobiose, a 32°C e luminosidade de 1.4Q0 200 lux, durante 10 dias. Este
cultivo foi utilizado como inéculo para a deterngéa das curvas de crescimento da bactéria no
efluente (absorvancia x tempo e peso seco x tempm) meio sintético de Pfennig (absorvancia x

tempo).
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2.4.3. Preparo da curva de crescimento

Para a determinacao das curvas de crescimentoctiibal% (v/v) do indculo preparado foi
transferido para 10 tubos de ensaio de 30 ml compda de rosca. Estes tubos foram mantidos sob
anaerobiose, a 302°C e 1.400Gt 200 lux, durante 10 dias. Nesse periodo, a cajadiontetdo de
um tubo de ensaio foi utilizado para a leitura@otm absorvancia a 600 nm em espectrofotdmetro
(Femto 432) e para a determinacdo da densidaderia@&et por gravimetria. Para a determinagao
gravimétrica, cinco ml das amostras dos tubos daierfioram centrifugados (centrifuga Revan 5500
A) a 3000 rpm, durante 20 minutos. Em seguida, resmdante foi descartado e, ao residuo
restante, foram adicionados cinco ml de 4gua ddstipara promover uma ressuspensao. O novo
conteudo foi centrifugado a 3000 rpm, durante 20utais e, apos a centrifugacdo, o sobrenadante
foi novamente descartado. Cinco ml de agua deatiiam adicionados ao residuo final e, apos a
homogeneizacao, todo este volume foi transferida padinhos de porcelana livres de umidade e de

pesos conhecidos, e mantidos em estufa &C18% a obtengdo de peso constante.

2.5. Determinacao da produtividade do processoliteregdo da biomassa de R. gelatinosus

2.5.1. Preparo do cultivo

Um inéculo deR. gelatinosugpreparado inicialmente em meio de Pfennig (confociteedo

anteriormente) foi adicionado com 1% (v/v) a 1@lefluente tratado. O cultivo foi realizado em

colunas de vidro sob temperatura ambiente{28C), luminosidade fornecida pela luz do dia e por

lampadas incandescentes (100 W) e fluorescentéd/{4Qurante 10 dias.
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2.5.2. Preparo da biomassa

O cultivo foi concentrado por meio de microfiltragdm sistema com unidade de filtracéo de
0.75 nf, porosidade de 0.2 micra, vazédo de 1%he pressdo de 1.5 bar (Frings). Em seguida, o
retentado obtido foi centrifugado (centrifuga Beeknd 6M) com velocidade de 4.200 rpm durante
20 minutos a 1. O permeado foi descartado e o residuo obtidadagelado e submetido a
liofilizacao (liofilizador Liobras L 101) a -4Q durante 24 horas, até dar origem a uma biomassa e

forma de po, de cor purpura avermelhada.

2.5.3. Produtividade do processo de obtencéo deassa

A produtividade do processo de obtencéo foi obtidaacordo com Aiba (1982) através da
formula:

Produtividade = g de biomassa (massa sé&cd] |

2.6. Determinacédo da capacidade despoluente do essuc de obtencdo de biomassa de R.

gelatinosus

A capacidade despoluente do cultivo da bactériastmtetizantdR. gelatinosugoi medida
através da andalise de Demanda Quimica de Oxig&@D] pelo método da oxidagdo do acido
cromossulfarico (COD cell test - Merck ) no subtraru e no permeado gerado pelo processo de

microfiltracdo do cultivo.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Analises microbiolégicas e fisico-quimicassdbstrato in natura e apos tratamento

Os resultados das analises microbiologicas e fipidmicas do substratm natura e apés

tratamento podem ser visualizados nas Tab. lesgectivamente.

Tabela 1 - Analises microbioldgicas do efluanteaturae apos tratamento

Contagem Coliformes Coliformes  Bolores e Salmonellasp Staphylococcus

global totais fecais Leveduras (em 259) aureus
UFC/ml UFC/mI UFC/mI UFC/mlI
Substrato 1.9x10* 1.1x10° > 1.1x16° 2.7x16 auséncia negativo
in natura
Substrato tratado <1.0 3.6x10 zero 5.0x10 auséncia negativo
(60, 65 e 7%C), <1.0 zero zero <1.0
respectivamente <1.0 zero zero <1.0

Tabela 2 - Analises fisico-quimicas do efteén naturae apos tratamento

pH Solidos totais ~ Turbidez Oleos
(mg M) (UT) e gorduras
(mg ")
Substrato 5.5 1.872 85 2.56 x 18
in natura
Substrato 6.8 1.036 55 278
tratado
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Com base nos resultados das analises microbiokgoaontrados na Tab. 1, o parametro de
pasteurizacdo escolhido como ideal foi d83330 minutos. O cultivo realizado no efluente tata
dessa maneira apresentou coloracdo vermelho aleadtancor caracteristica resultante do
desenvolvimento ddr. gelatinosuse producdo de pigmentos, o que indica sua capacidad
crescimento frente a competidores que possam s&ad®@ apds o0 processo térmico, bem como a
preservacao de nutrientes necessarios ao metabdiisrbactéria. De acordo com os resultados das
analises fisico-quimicas apresentados na Tab. @yehama diminuicdo dos solidos totais, da
turbidez e de 6leos e gorduras e um aumento denpHiexorréncia do tratamento aplicado ao
efluente. E possivel observar que o tratamentdzee contribuiu para a reducéo de particulas
sélidas, fornecendo um substrato mais limpidojifacdo a passagem de luz para o crescimento da
bactéria fotossintetizant®. gelatinosusO aumento de pH pode ser explicado pelo processo
adequado de desnatamento que provocou a remoggardiaa (acidos graxos), além da eficiéncia
da pasteurizacdo que possibilitou a eliminacdo dmonganismos como bolores e leveduras,
normalmente encontrados em ambientes acidos. Rodezsr que as andlises microbiolégicas e
fisico-quimicas indicaram um tratamento do res@®equado para o crescimento do microrganismo

(Paulino et al., 2005).

3.2. Determinacéo da curva de crescimento de Ritigelsus

Na curva de crescimento & gelatinosugm que o substrato utilizado foi o efluente tratad
(Fig. 1), ndo se observa a presenca da fase ddagéap(lag). Este comportamento pode ser
explicado devido a capacidade da bactéria em artiie rapidamente dos nutrientes presentes no
efluente tratado, sendo estes suficientes para escionento do microrganismo, tornando

desnecesséria a presenca da fase lag normalmeetranla em crescimentos bacterianos. Além
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disso, os processos de tratamento do substrato ootesnatamento, a filtragcdo e a pasteurizacéo
utilizados neste trabalho mostraram-se adequad@s ppeservaram 0s nutrientes necessarios para o
crescimento microbiano. Da mesma forma, estuddgadas por Azad edl. (2003) indicaram que

a remocéao de particulas solidas no residuo de gsacento de sardinhas ndo alterou os nutrientes

essenciais nem afetou o cresciment®tdedovulum sulfidophilumo substrato.

y =-0,0254% + 0,3608x - 0,0817
0,4 - R? =0,9083

Absorvéancia (600nm)
o
(o]

Figura 1. Curva de crescimento®egelatinosuem efluente de abatedouro avicola

Na curva de crescimento e gelatinosuem meio sintético Pfennig (Fig. 3), observa-se a
presenca da fase de adaptacdo da bactéria ao eneidtdra e o consequente aumento dos dias de
cultivo para a adaptacdo e crescimento da bactéaasiderando quBR. gelatinosu® encontrada
naturalmente em ambiente de efluente de abatedmicola, pode-se dizer que ocorre uma maior
adaptacdo e crescimento da bactéria neste subgtratmlo comparados ao crescimento em meio
sintético apenas (Ponsano et al., 2003).

Na curva de crescimento d® gelatinosugpeso seco x tempo), utilizando-se o efluente
tratado como substrato (Fig. 2), o crescimento deegior meio do valor de peso seco (Y dia

célula bacteriana apresentou resultado semelharstedq comparado aos valores de absorvancia
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(Fig. 1), o que comprova a eficiéncia da metodael@ynpregada, além da capacidade da bactéria em

crescer sob as condicfes descritas no efluendeltrat

0,21

0,18
% o1s ] W
§ 0,12
§ 0,09 y =-0,0015% + 0,0197x + 0,1109
& 0,06 R?=0,828

0,03

0

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

y =0,2051Ln(x) + 0,0082
R? =0,6855

Absorvancia (600nm)
o
w

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 3. Curva de crescimentol@egelatinosugm meio de Pfennig

O crescimento d&. gelatinosuem efluente avicola apresentou pico maximo aorrddo
oitavo dia com valores de absorvancia e peso seeisia 1.177 e 0.18 ¢, Irespectivamente (Fig. 1
e 2). No in6culo utilizando apenas meio de PfenRig,gelatinosusapresentou estabilidade de
crescimento entre o 5° e 0 7° dia, com valor médiabsorvancia de 0.4{Big. 3). Nao foi possivel

realizar a curva de crescimento He gelatinosusom valores de peso seco no meio de Pfennig
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devido ao menor crescimento microbiano apresenfagla bactéria nesse substrato quando
comparado ao efluente de abatedouro avicola.

Azad etal. (2003) utilizou a bactéria fototréfidhodovulum sulfidophilurem efluente de
processamento de sardinha objetivando a producémiodeassa. Os valores de biomassa g |
foram apresentados em niveis de 10, 20 e 30% dealméob duas condi¢cdes de cultivo bacteriano:
em efluente de sardinha + meio de glutamato (GMMpmente no efluente. A primeira condi¢cédo
apresentou maiores valores de biomassa apos Jeliasltivo e, em nenhuma delas foi possivel
observar a presenca da fase lag (Azad et al., 20835te estudo, o autor pdde concluir que o
crescimento da bactéria desenvolvido no efluenterdeessamento de sardinha era mais expressivo
quando o inéculo era preparado em GMM do que queskbia o0 indculo preparado com o proprio
residuo.

Getha et al. (1998) mencionou o crescimento daélactototrofica parpura ndo sulfurosa
Rhodopseudomonas palustrsn efluente de processamento de sagu na prop&@#o (v/v)
efluente/meio de cultura e encontrou uma produgdtiamassa de 2.5 ¢ bbservada ap6s 4 dias de
cultivo. Prasertsan et al. (1997), inoculando aédracfotossintetizant®hodocyclus gelatinoswesm
efluente de pescado em nivel 10% (v/v), sob anaele luminosidade de 3.000 lux, obteve uma
producdo de 6.4 g'lde biomassa. Em estudos apresentados por Tadtemlo (1999), a bactéria
fotossintetizanteRhodobacter sphaeroidds 106 cultivada em aguas residuarias proveniedtes
producdo de ostras gerou uma producdo de 3.32 del biomassa, contendo carotendides e
ubiquinona, apdés 4 dias de cultivo.

Comparando os valores de biomassa encontrados eeg&imento com os citados por
diferentes autores, pode-se dizer que a producduagsa celular em peso seco {j dpresenta
valores distintos de crescimento em diversos satbstre diferentes condi¢cdes de cultivo nos

microrganismos fototroéficos.
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3.3.Determinacéo da produtividade de obtencao dabissa de R. gelatinosus

A partir de 100 litros de residuo de abatedouro &ice® produtividade do processo de
obtencdo de biomassa Be gelatinosusicancou um valor de 0.085 g de biomassa (massi Sec
d™.

A produtividade, apesar de baixa, foi maior do quencontrada por Ponsano (200Qie
observou uma produtividade de 0.063 g de biomasaasa seca)'ld 'pela bactériR. gelatinosus
em residuo avicola sem a utilizacdo do sistema ideofittracdo. A introducdo do sistema de
microfiltracdo neste estudo promoveu uma concefidra@a amostra com uma melhor recuperacao
de biomassa, possibilitando o aumento da prodatiledio processo utilizado e, além disso, tornou-
se um aspecto diferencial no quesito produtividgdando comparado ao estudo realizado por
Ponsano (2000).

Zheng efal. (2005), utilizando a levedur@. utilis OZ 993 em residuo de 6leo de salada para
producédo de biomassa como origem protéica paiaag#lo em racdo, observou uma produtividade
de 0.96 kg biomassa Kgélec® d*. C. utilis é frequentemente cultivada em residuos de
processamentos industriais para a producéo de b#anmicrobiana devido a capacidade de utilizar
rapidamente compostos de carbono (Zheng et al5)2@@ultivos da microalgéscenedesmus
obliquus realizados sob controle de ciclos simulados deeluemperatura em residuo de agua
residuaria artificial produzido em laboratorio a&#a da adicdo de nutrientes quimicos alcancaram
uma produtividade de biomassa de 39.3 e 25.2'mig has diluicdes de 30 e 40%, respectivamente,
em estudos realizados por Voltolinaaét(2005).

A partir dos resultados apresentados, pode-seirirdae a produtividade do processo de
obtencéo de biomassa @e utilis € mais expressiva do que a produzida do processwith neste

estudo, enquanto que a microaggenedesmus obliqudemonstra o inverso. Pode-se dizer que a
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capacidade de producdo de biomassa varia entre iorganismos, e que as bactérias
fotossintetizantes possuem um metabolismo com meapacidade de producdo de biomassa
(Balloni et al., 1982).

Um outro fator capaz de influenciar a produtividade obtencdo da biomassa em
microrganismos fototréficos € a intensidade lumén(@hosale, 2004). Bhosale (2004) exemplifica a
leveduraRhodotorula glutiniscomo um microrganismo capaz de promover uma npaaducao de

carotendides e um maior crescimento com a elevdg@utensidade luminosa.

3.4. Determinacgéo da capacidade despoluente delRtigosus

O cultivo deR. gelatinosugm nivel de 1% (v/v) inoculo/efluente tratado, plastou uma
reducdo de 91% de DQO no efluente de abatedourolavi

Cultivos preparados com in6culo de 10% (v/v) Rleodopseudomonas palustesn meio
sintético/residuo sagu promoveram uma reducdo %en& DQO do efluente de sagu (Getha et al.,
1998). Estudos realizados por Prasertsan et aB7jl®tilizando a bactéridR. gelatinosusem
efluente de pescado observaram uma reducédo de 688%0ena DQO depois de 5 e 7 dias,
respectivamenteSob diferentes condi¢cbes de cultii@hodovulum sulfidophiluntultivada em
residuo de processamento de sardinha com inéculd%e(v/v), apresentou uma reducao de 76 e
68% na DQO aerobicamente no escuro e anaerobicamargresenca de luz, respectivamente. Sob
condi¢cdes aerdbicas no escuro com inoculo de 15% & 200, 300 e 400 rpm de agitacdo, a
reducédo de DQO foi de 78, 69 e 73%, respectivan{@zizd et al., 2001).

Choorit et al. (2002), para promover crescimenitdy&ano com uma maior reducdo de DQO
no residuo de processamento de latex, misturouresltde bactérias purpuras ndo sulfurosas e

obteve reducéo de 57% de DQO ap0s 40 horas deauottim culturas mistas, enquanto que, com
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culturas isoladas, havia conseguido uma reducdaixa de 20-33%. Uma significante diminuicao
de conteudos poluentes foi observada quando Sadosioal. (2004) utilizou combinacéo de alga-
bactéria para o biotratamento de residuos indisstoatendo uma reducédo de 51% da DQO. Estes
resultados foram comparativamente menores do queraovido porR. gelatinosuseste estudo.
Além disso, a proporcéo de indculo utilizada (1%3te trabalho foi menor do que a dos trabalhos
apresentados dentro desse contexto.

A utilizacdo da biomassa d® gelatinosugara a promocao da pigmentacdo de produtos de
avicultura podera torna-los mais atrativos paraonsamidor, possibilitando a substituicdo dos
pigmentos sintéticos normalmente utilizados. Aléssa@, o cultivo da bactéria pode ser proposto
como uma alternativa para o tratamento despolugagendustrias avicolas geradoras de residuos

aquosos industriais.

4. Conclusao

O tratamento do efluente mostrou-se adequado parasgimento d&®ubrivivax gelatinosus
no substrato. A curva de crescimento da bactérigubstrato tratado indicou maior crescimento
celular no oitavo dia de cultivo. Os valores dedptovidade alcan¢cados foram compativeis com o
esperado para o crescimento de bactérias. O poodessultivo realizado foi capaz de promover a

reducdo da carga poluente do residuo de abatedvicaa.
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