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VIABILIDADE ECONOMICA DA OBTENGAO DE BIOMASSA
PIGMENTANTE DE Rubrivivax gelatinosus

RESUMO - Rubrivivax gelatinosus, uma bactéria fotossintetizante com
reconhecido potencial biotecnoldgico, foi cultivada em efluente para a realizag&o
de estudos sobre a producdo de massa celular, rendimento, produtividade,
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e viabilidade econdmica do processo em
escala industrial. Inicialmente, diferentes concentracbes do substrato foram
realizadas com o objetivo de aumentar a produtividade e a recuperagao da
biomassa utilizando um sistema de microfiltragéo (4, 2 e % do volume inicial).
Os cultivos anaerobios foram realizados em biorreatores (50 L), com 1.500 + 200
lux e 32 £ 2°C durante cinco dias. A biomassa foi recuperada por microfiltracao,
desidratada por liofilizacdo e analisada para determinacdo da composicio
centesimal. O estudo da viabilidade econémica considerou recursos para estimar
desembolsos e receitas previstos para ocorrer durante 10 anos. Os principais
indicadores de viabilidade econémica analisados foram: o Valor Presente
Liquido (VPL), a Taxa Interna de Retorno (TIR) e o payback. Os resultados
indicaram maior recuperagdo de biomassa (28,61 + 0,71 g) e produtividade
(0,1144 g biomassa L' dia') no cultivo com maior quantidade de matéria
organica. A maior redugdo de DQO foi de 69,23%. A composi¢cado centesimal
revelou semelhancas entre os tratamentos, a exceg¢ao dos lipideos e proteinas
que foram maiores no cultivo mais concentrado. O total de biomassa produzida
em um ano seria de 9,58 toneladas. O investimento total seria de
R$ 6.361.456,51 a um custo operacional anual de R$ 2.366.131,38 e uma receita
anual de R$ 3.870.913,15. Com esses valores, os indicadores TIR e VPL foram
de 23,70% ao ano e R$ 4.466.192,26, respectivamente, o que demonstrou
viabilidade do projeto, sendo possivel recuperar o capital investido em até quatro
anos de atividade industrial.

Palavras-Chave: Carotenoides, Economia, Bactéria, Biotecnologia, Efluente de
Industria Pesqueira, Massa celular



ECONOMIC VIABILITY OF THE PROCESS TO OBTAINING BIOMASS OF
Rubrivivax gelatinosus

SUMARY - Rubrivivax gelatinosus, a phototrophic bacterium with recognized
biotechnological potential, was cultivated in the fish industry effluent to assess
studies on cell mass production, yield, productivity, Chemical Oxygen Demand
(COD) and economic viability of a project to produce bacterial biomass on an
industrial scale. Initially, different concentrations of the substrate were performed
with the purpose of increasing the productivity and the biomass recovery (Y4, 72
and % the initial volume) using microfiltration. Cultivations was accomplished in
bioreactors (50 L), at 1,500 + 200 lux, 32 + 2°C during 5 days. The biomass was
recovery by microfiltration then freeze-dried. Later, the biomass samples were
analyzed regarding to proximate composition. Thus, an analysis was developed
to assess the resources necessary to estimate costs and revenue that might
occur during the project operating (10 years). The main viability indicators used
were the Net Present Value (NPV), the Internal Rate of Return (IRR) and the
payback. The results showed greater recovery and biomass productivity in
bioreactor with higher organic matter (28.61 + 0.71 g and 0.1144 g biomass L
day). The greater COD reduction was 69.23%. Except for the lipids and proteins,
whose concentrations were higher in the biomass produced in the most
concentrated substrates, the other components remained the same. Regarding
the economic viability, the results showed that, with a productivity of 0.085 g
biomass L' day', 9.58 tons of biomass could be produced during one year. The
total investment for the project was estimated in R$ 6,361,456.51, with an annual
costs of R$ 2,366,131.38 and incomes of R$ 3,870,913.15. Considering these
results and the viability indicators of 23.70% for the IRR and R$ 4,466,192.26 for
the NPV, per annum, the project was considered feasible, providing the recovery
of the invested capital within 3.98 years of activity.

Keywords: Carotenoids, Economics, Bacteria, Biotechnology, Fishing Industry
Effluents, Biomass



CAPITULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS

1 Introducgao

A utilizagdo de pigmentos na aquicultura tem conquistado mercados cada
vez mais expressivos, aumentando a demanda por produtos capazes de
intensificar a coloracdo dos peixes cultivados para o consumo humano.
Entretanto, sdo reconhecidos pelo setor produtivo problemas associados aos
altos custos do ingrediente sintético utilizado na alimentagcé&o dos animais, o que
tem levado a estudos para a obtencdo de produtos pigmentantes de origem
natural (vegetal ou microbiana) que possam ser mais baratos e ambientalmente
aceitaveis (DEL CAMPO et al., 2007; LORENZ; CYSEWSKI, 2000; TAKAHASHI
et al., 2008).

Alguns micro-organismos fotossintetizantes sado capazes de utilizar
efluentes industriais como substrato para seu crescimento, depurar a matéria
organica poluente e gerar biomassa rica em pigmentos e aminoacidos essenciais
(PONSANO et al.,, 2011). No entanto, esse processo requer equipamentos
complexos para o cultivo e posterior separacdo da massa celular produzida
durante o crescimento microbiano. Como existem poucos dados na literatura
sobre estudos de viabilidade econémica para projetos com essa caracteristica,
€ possivel que isso se reflita na situagéo atual do mercado mundial de pigmentos
comerciais, praticamente dominados por produtos de origem sintética. Além
disso, poucos séo os indicios de grandes empresas que produzem aditivos de
caracteristica similar a partir de micro-organismos com reconhecida capacidade
de gerar pigmentos (LORENZ; CYSEWSKI, 2000).

Rubrivivax gelatinosus € uma bactéria fototréfica que apresenta
resultados satisfatorios no tratamento despoluente de efluentes industriais e na
producdo de uma biomassa constituida por pigmentos carotenoides e
componentes essenciais para a nutricdo animal (LIMA et al., 2011a; 2011b;
PONSANO et al., 2003; 2008; 2011; PRASERTSAN et al., 1993a; 1993b; 1997;



SASAKI et al., 1981). Essas vantagens permitem considera-la como um micro-
organismo com potencial para uso biotecnoldgico visando a obtengdo de um
produto com valor agregado. Porém, ainda s&o necessarios estudos capazes de
melhorar a produtividade e de avaliar seu potencial econémico, principalmente,
quando o cultivo for objeto de aplicagdo em larga escala.

Na avaliagcdo econbmica de projetos sdo considerados estudos
prospectivos de analise de mercado, fatores relacionados aos ambientes interno
e externo ao negdcio proposto, layout descritivo (etapas condizentes com a
obtencao do produto), plano de marketing, relagdo do material de consumo e
equipamentos necessarios para a conducao da atividade. Ainda, para esse tipo
de estudo, se define como horizonte de dados o espaco de tempo em que se
podem estimar os futuros fluxos de caixa do empreendimento. Geralmente, séo
considerados periodos de 10 anos (BUARQUE, 1994).

Os indicadores econdmicos mais utilizados na avaliagéo de projetos sao:
o Valor Presente Liquido (VPL), que corresponde a soma de uma série de fluxos
de caixa desde a data zero até a data final do horizonte de dados e a Taxa Interna
de Retorno (TIR), responsavel por demonstrar a rentabilidade da atividade
econdmica. Adicionalmente, sao calculados o payback e o ponto de equilibrio,
importantes para demonstrar flexibilidade do investimento (BATALHA, 2007;
BUARQUE, 1994). Dessa forma, o investidor pode encontrar condi¢des
favoraveis para avaliar diferentes cenarios e escolher aquele que apresenta as

melhores vantagens para o inicio do seu negécio.

2 Revisao de literatura

2.1 Pigmentos carotenoides

Os carotenoides representam o grupo mais amplo de pigmentos naturais

conhecidos, capazes de conferir coloragcdo amarela, laranja ou vermelha em

muitos alimentos, tais como frutas, hortalicas, gemas de ovos e organismos
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aquaticos. Plantas, algas e alguns micro-organismos sao o0s principais
responsaveis pela sua sintese e eles podem estar presentes em tecidos de
animais, aonde chegam por meio das dietas alimentares (GOODWIN, 1981;
MALDONADE et al., 2008).

Dados da literatura revelam a existéncia de mais de 600 tipos de
pigmentos carotenoides isolados e identificados nos reinos animal e vegetal e, a
cada ano, esse numero aumenta com a descoberta de novos compostos com
propriedades pigmentantes. O p-caroteno, por exemplo, foi o primeiro
carotenoide a ser sintetizado e comercializado como corante de alimentos e &
também, o pigmento mais abundante na natureza (AMBROSIO et al., 2006).

Dependendo do grau de substituicdo que apresentam em sua estrutura,
os carotenoides sao divididos em dois grupos principais: os carotenos e as
xantofilas. Os carotenos consistem inteiramente de atomos de carbono e
hidrogénio, sendo, portanto, hidrocarbonetos poliénicos com variados graus de
insaturagao, enquanto que as xantofilas sédo sintetizadas a partir dos carotenos,
por meio de reagdes que envolvem a adicdo de varias fungdes oxigenadas,
sendo, por isso classificadas como oxicarotenoides (AMBROSIO et al., 2006;
BOTELLA-PAVIA; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2006; MELENDEZ-
MARTINEZ et al., 2007; SHAHIDI et al., 1998).

O uso dos pigmentos carotenoides como ingrediente na industria
alimenticia, além de conferir cor aos alimentos e uniformizar a coloragao de
alguns produtos, principalmente apds o processamento industrial e o
armazenamento, também pode proporcionar atividades bioldgicas relevantes ao
consumidor (TATSCH, 2008). Por exemplo, o B-caroteno apresenta fungao
antioxidante e é precursor da vitamina A. Essa atividade pré-vitaminica
representa uma importante ferramenta no combate da hipovitaminose A, uma
deficiéncia nutricional que acarreta xenoftalmia, cegueira e morte prematura em
milhares de criangcas no mundo e constitui um dos principais problemas
nutricionais de populagdes de paises em desenvolvimento (AMBROSIO et al.,
2006; BOTELLA-PAVIA; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2006; TATSCH, 2008).

Além disso, existe uma inversa relacdo entre a ingestao de alimentos ricos em



11

pigmentos carotenoides com a incidéncia de alguns tipos de canceres (pulméao,
mama, estdbmago, colon e prostata), problemas de pele induzidos pela exposi¢cao
a radiacao ultravioleta, doencas cardiovasculares coronarianas, cataratas e
degeneracdo macular (BOTELLA-PAVIA; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2006;
GOODWIN, 1986; KIM et al., 2001; MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2007;
SHAHIDI et al., 1998; ZIEGLER, 1989; 1991).

2.2 Pigmentos comerciais

A sintese comercial de carotenoides foi desenvolvida pela primeira vez
em 1954, quando o B-caroteno foi sintetizado para fins de pigmentacéao industrial
e, a partir da década de 60, houve um aumento consideravel na produgédo em
resposta a crescente demanda pelo produto (RIBEIRO, 2008; VALDUGA et al.,
2009). Atualmente, no mercado internacional existem duas grandes empresas
de maior expressao: a DSM e a BASF que, juntas, respondem por mais de 55%
da comercializagdo dos carotenoides (COSGROVE, 2010). Outras empresas
atuantes no mercado sao: Algatechnologies Ltd., Allied Industrial Corporation
Ltd., Carotech Bhd, Chr. Hansen A/S, Cognis Group, Cyanotech Corporation,
Kemin Industries Inc., LycoRed Ltd., Map Technologies Ltd., Phytone Limited e
Valensa International LLC.

Em 2003, o mercado europeu de carotenoides movimentou um total de
US$ 348,5 milhdes e era previsto para, em 2010, atingir US$ 419,6 milhdes
(VALDUGA et al., 2009). De acordo com Fraser e Bramley (2004), esse produto
representa um mercado global estimado em 935 milhdes de ddlares por ano e,
segundo Ribeiro (2008), tem apresentado um crescimento préximo de 3% ao
ano. Ainda, de acordo com esses autores, produtos sintéticos dominam
praticamente todo o mercado para a alimentacdo animal, com uma
movimentacgdo anual que ultrapassa US$ 300 milhdes somente na Europa.

Em 2007, a projecao feita pela Global Industry Analysts, Inc.

(COSGROVE, 2010), estimou que, para um periodo de trés anos, o mercado de
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carotenoides poderia alcancar valores préximos a 1,06 bilhdes de délares. Em
2010, houve uma movimentagdo acima do previsto, ou seja, US$ 1,07 bilhdes e
a projecéo feita para 2015 prevé um aumento significativo para mais de US$ 1,2
bilhdes, demonstrando a importancia econémica que representa o comercio
internacional desses produtos. Todo esse crescimento é reflexo da demanda por
produtos com coloragao intensa que sdo mais atraentes e agregam vantagens e
beneficios para a saude dos consumidores.

A principal aplicagdo comercial dos carotenoides sintéticos esta na
alimentacao animal, embora resultados promissores ja possam ser vistos para a
industria alimenticia e farmacéutica. A astaxantina, por exemplo, é o pigmento
de escolha para conferir coloragdo em organismos aquaticos e é representada
comercialmente pelo produto sintético, sendo poucos os registros no mercado
internacional desse principio ativo proveniente de fontes naturais como algas e
leveduras (DEL CAMPO et al., 2007; LORENZ; CYSEWSKI, 2000; PASSOS et
al., 2007; VALDUGA et al., 2009).

O mais recente levantamento feito pela Global Industry Analysts, Inc.
(COSGROVE, 2010), revelou que os principais carotenoides de interesse
comercial no mundo sao o B-caroteno, a cantaxantina, a luteina e a astaxantina.
O B-caroteno, conhecido pelos beneficios conferidos a saude humana e a alta
capacidade de conferir cor aos alimentos, € o produto mais representativo do
segmento, com uma venda estimada em US$ 392 milhdes por ano. A
cantaxantina é o carotenoide de maior crescimento no mercado, sendo
considerado o aditivo pigmentante preferido, porém ainda pouco utilizado para
conferir avermelhamento na gema de ovos, carapaca de camardes e carne de
peixes. Junto com a luteina, um pigmento que apresenta fung¢des bioldgicas
importantes, apresentaram aumento estimado em US$ 28,8 milhdes somente
entre 2007 e 2010. A astaxantina € o pigmento carotenoide de maior uso na
aquicultura, com uma movimentacao anual, segundo projecoes feitas em 2007,
de US$ 219,03 milhdes no mercado internacional (COSGROVE, 2010; DEL
CAMPO et al., 2007).
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Os precos de mercado desses produtos podem sofrer variagoes,
dependendo do fabricante e do local de comercializagdo. Segundo Valduga et al.
(2009), o grama de B-caroteno e da astaxantina pode custar R$ 57,00 e
R$ 633,00, respectivamente. Ja o miligrama da zeaxantina tem sido reportada
com o valor de R$ 1.690,00. De acordo com Takahashi et al. (2008), no inicio de
2008, o preco do produto comercial contendo 8% de principio ativo astaxantina,
usualmente utilizado no cultivo de trutas, era de US$ 302 o quilograma no Brasil,
ja adicionado de impostos. Apesar do valor desses produtos ter sofrido
significativas quedas nos ultimos anos, ainda representa um custo adicional
consideravel para a aquicultura.

Em uma busca realizada recentemente entre alguns fornecedores desses
ingredientes para o uso avicola, os produtos com 10% de principio ativo
cantaxantina da DSM (Carophyll® red 10%) e BASF custavam, respectivamente,
R$ 610,00 e R$ 565,00 o quilograma. Ja o produto comercial contendo 30% de
luteina pode ser encontrado por R$ 420 o quilograma. Suplementos alimentares
a base de Spirulina também estdo disponiveis no mercado e custam R$ 170,00

o quilograma.

2.3 Pigmentos na aquicultura

A expansao da aquicultura mundial tem estimulado o interesse pela
utilizagao de carotenoides na alimentacao de peixes com a finalidade de conferir
pigmentacdo, uma vez que a cor agrega valor para algumas espécies de peixes
comerciais e ornamentais, além de manter as caracteristicas organolépticas do
produto e aumentar o seu valor nutricional (ANDERSON, 2000; COLIHUEQUE,
2010; GRASSI, 2014; LU ; TAKEUCHI, 2002; LU et al., 2003; PONCE-PALAFOX
et al., 2004; TAKAHASHI et al., 2008; WANG et al., 2006).

Qualquer substancia que possui a capacidade de promover a
intensificagdo da cor nos tecidos ou células de animais ou plantas pode ser

denominada de pigmento (COLIHUEQUE, 2010). As diferentes coloragdes
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observadas nos mais variados organismos aquaticos se devem, principalmente,
a um grupo especial de células denominadas cromatéforos. Essas células
possuem organelas capazes de espalhar ou refletir a luz e sintetizam ou
armazenam pigmentos que podem ser divididos em quatro grupos: melanina,
carotenoides, pteridinas e purinas. A melanina confere o escurecimento da pele
observado na grande maioria dos peixes e, junto com as pteridinas e as purinas,
possuem pouca importancia para a coloragdo comercial desses animais. Os
carotenoides, entretanto, sdo os principais responsaveis pelas cores tao
populares, observadas nos peixes ornamentais. Além disso, sua utilizacdo em
dietas alimentares confere, em alguns casos, o avermelhamento da carne de
peixes muito apreciados e valorizados pelos consumidores, tais como o salméo
e as trutas (ANDERSON, 2000; COLIHUEQUE, 2010).

Diversos carotenoides estdo presentes nos peixes: luteina (amarelo
esverdeado), tunaxantina, zeaxantina (amarelo alaranjado), [-caroteno
(alaranjado), cantaxantina (alaranjado vermelho) e astaxantina (vermelho),
considerada como o pigmento de maior expressdo nos peixes, principalmente
por conferir a coloragdo avermelhada em salmonideos. O pigmento luteina é
relativamente comum nas espécies tropicais e pode ser encontrado em alguns
organismos aquaticos marinhos. Ja a tunaxantina esta presente em varios
peixes escombrideos e carangideos, como o Yellowtail (Seriola quinqueradiata),
um peixe muito apreciado no Japao, no qual o pigmento é o principal responsavel
pela coloracdo amarela (GUPTA et al., 2007).

No meio ambiente, os peixes adquirem pigmentos carotenoides pela
ingestdo de algas, plantas, crustaceos ou de outros peixes dos quais se
alimentam. No caso dos salmonideos, sua carne é originalmente branca mas,
quando migram da agua doce para o mar e ali residem e crescem, adquirem a
coloracdo vermelha na carne, pois parte da sua alimentagdo passa a ser
constituida por alguns crustaceos, como camarbes e caranguejos, que
apresentam o pigmento astaxantina. Posteriormente, esse componente €
depositado na pele e na musculatura. Em sistemas intensivos de producao de

peixes em cativeiro, os carotenoides se fazem presentes nas racdes fornecidas
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para esses animais, muitas vezes, representados por compostos de origem
sintética e que possuem elevado valor comercial (TAKAHASHI et al., 2008).

Administrar pigmentos na alimentacéo de peixes pode alterar a coloragao
da carne (ARREDONDO-FIGUEROA et al., 2007; BAKER et al., 2002). Alguns
trabalhos mencionam que o pico de deposi¢cdo dos pigmentos ocorre em trés
semanas e a coloragcdo dos animais tratados permanece constante e sem
alteragdes significativas, mesmo com o uso continuo destes ingredientes
(CHOUBERT; STOREBAKKEN, 1989; PONCE-PALAFOX et al., 2004). Isto se
torna importante para considerar o custo-beneficio da utilizacdo destes
ingredientes nas ragdes de peixes criados em cativeiro, ja que os pigmentos
disponiveis no mercado ainda possuem um custo muito elevado para o sistema
produtivo.

Além dos salmonideos, outras espécies de peixes também foram
estudadas com a intengdo de avaliar a presenga de pigmentos carotenoides.
Czeczuga et al. (2005) determinaram os pigmentos presentes em duas espécies
de peixes cultivadas na Pol6nia e observaram um total de 16 diferentes tipos de
carotenoides presentes em amostras de tecido de pele, musculo, figado e
intestino. Luteina com astaxantina e astaxantina com zeaxantina foram os
componentes mais encontrados na pirapitinga herbivora (Piaractus
brachypomus) e na piranha vermelha predadora (Pygocentrus nattereri),
respectivamente. Em outro estudo envolvendo alevinos de peixe-pargo criados
em cativeiro, dietas contendo o camardo como fonte de carotenoide foram
mantidas durante quatro meses. Em 100% dos animais avaliados ao final dos
tratamentos, observou-se significativo aumento da coloragdo résea da pele,
semelhante ao peixe criado em seu habitat natural, e a quantificacdo de
carotenoides na carcaga e nos olhos dos animais pigmentados foi superior aos
do grupo controle (CEJAS et al., 2003). A deposi¢cao de pigmentos também foi
observada no exoesqueleto de camarbes branco do Pacifico (Penaeus
vannamei) submetidos a uma alimentagcdo contendo carotenoides naturais
(zeaxantinha e luteina) provenientes de extratos da flor de caléndula (Tagetes
erecta) durante 14 dias (VERNON CARTER et al., 1996).



16

Nos peixes ornamentais, a coloragao representa um dos principais fatores
para a determinacao de sua procura e de seu valor comercial. A astaxantina e o
B-caroteno ja foram utilizados para conferir pigmentagcdo ao tetra-serpae
(Hyphessobrycon callistus). Esses carotenoides, além de conferirem
pigmentacao, aumentaram a capacidade antioxidante e a protegao hepatica dos
peixes avaliados (WANG et al., 2006).

2.4 Fontes naturais de pigmentos carotenoides

A utilizacdo de pigmentos para conferir cor, tanto na industria alimenticia
quanto na nutricao animal, tem se tornado uma ferramenta indispensavel para a
conquista de mercados nos ultimos anos. A cor conferida aos produtos
alimenticios garante um melhor aspecto, uma maior aceitacdo e agrega valor
econdmico durante a comercializagcdo. Grande parte dos ingredientes
pigmentantes utilizados nos sistemas de produgao sao carotenoides de origem
sintética, obtidos por meio de processos quimicos que utilizam diferentes
solventes organicos em sua obtengao e resultam em elevados custos para o
setor. Nos ultimos anos, observa-se uma tendéncia mundial pela preferéncia de
fontes naturais de nutrientes na alimentacdo animal em substituicdo a esses
compostos sintéticos (PASSOS et al., 2007; VALDUGA et al., 2009).

De acordo com Gupta et al. (2007), os produtos naturais contendo
carotenoides, muitas vezes, possuem uma mistura de componentes
pigmentantes como p-caroteno, zeaxantina, luteina, astaxantina, além de outros
em menor expressao. Esses produtos podem ser categorizados em dois grupos
principais: os de origem animal, muito ricos em astaxantina como as farinhas de
crustaceos, e vegetal, como o milho, a alfalfa, a farinha de pétalas de flores
(Tagetes sp.) e extratos de pimentas vermelhas (Capsicum sp.), ricos em f3-
caroteno, luteina, zeaxantina, entre outros.

O cultivo de determinadas leveduras e microalgas tem sido alvo de

pesquisas objetivando prospectar a sua utilizagao como ingrediente pigmentante
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na alimentacdo animal devido a presenga de pigmentos carotenoides. Dentre
esses micro-organismos destacam-se a levedura Xanthophyllomyces
dendrorhous e as microalgas dos géneros Chlorella, Haematococcus e
Dunaliella, produtoras dos carotenoides [-caroteno, astaxantina e luteina (DEL
CAMPO et al.,, 2007; DERNER et al.,, 2006; LORENZ; CYSEWSKY, 2000;
PASSOS et al., 2007; TINOI et al., 2006).

A produgéao de carotenoides a partir do uso de micro-organismos concorre
diretamente com a producido sintética realizada pelas grandes empresas
quimicas do setor. As plantas e os micro-organismos fotossintetizantes como,
por exemplo, algas e cianobactérias (azuis e verdes) representam as fontes mais
importantes para a biossintese desses pigmentos, apesar de que alguns micro-
organismos nao fotossintetizantes também possam responder por parte dessa
producao no meio ambiente, como bactérias, fungos e leveduras (GOODWIN,
1986; TATSCH, 2008). A fotossintese representa um dos mais importantes
processos bioldgicos e consiste na conversdo da energia luminosa em energia
quimica, necessaria para a manutencao dos seres vivos. A habilidade de realizar
tal processo depende da presenca de estruturas especiais denominadas
clorofilas, no caso de plantas e algas, e bacterioclorofilas, para algumas
bactérias (BROCK et al., 1994).

Dentre o grupo de bactérias fotossintetizantes, as bactérias purpuras
representam um grupo versatil, predominantemente aquatico e que sao capazes
de crescer na auséncia de oxigénio. Uma caracteristica comum desses micro-
organismos é a presenga de bacterioclorofilas localizadas em uma membrana
intracitoplasmatica originada a partir da membrana do citoplasma. A maioria dos
pigmentos produzidos por elas sdo as bacterioclorofilas a ou b e varios
carotenoides como a espiriloxantina, rodopinal, esferoidene e outros da série
okenone, responsaveis por conferir cor caracteristica as colénias e aos meios de
cultivos. Além disso, essas bactérias sao providas de um aparato flagelar que
lhes permite o0 movimento por fototaxia e/ou quimiotaxia quando apresentam
crescimento fotoautotréfico e/ou foto-heterotréfico (BROCK et al., 1994; ERASO;
KAPLAN, 2001; HOLT et al., 2000; IMHOFF, 2001; IMHOFF et al., 2001).
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2.5 Biomassa pigmentante de Rubrivivax gelatinosus

Rubrivivax gelatinosus € uma bactéria fototrofica purpura gram-negativa
do grupo das nao sulfurosas com forma de bacilo levemente encurvado ou reto.
O habitat natural desse micro-organismo ¢é diversificado, sendo encontrado em
ambientes aquaticos, no solo, em valas de esgotos e lodos, além de efluentes
industriais (HOLT et al., 2000). Os pigmentos fotossintetizantes presentes nessa
bactéria sdo a bacterioclorofila a e os carotenoides da série esferoidene
(esferoidene, hidroxiesferoidene e espiriloxantina), responsaveis pela coloragao
vermelho purpura observada nos cultivos (AGALIDIS et al., 1999; BROCK et al.,
1994; HOLT et al.,, 2000; PONSANO et al., 2002a). Outra importante
caracteristica de Rubrivivax gelatinosus € a rica composi¢ao proteica de suas
células, apresentando uma quantidade balanceada de aminoacidos essenciais,
além de carboidratos, lipideos e cinzas, constituindo a biomassa bacteriana
(PONSANO et al., 2003; 2011; SASAKI et al., 1981).

Santo et al. (2013) avaliaram a concentracdo de oxicarotenoides
presentes na biomassa de Rubrivivax gelatinosus, obtida em cultivos realizados
com efluentes agroindustriais e encontraram 3,74 mg g de carotenoides por
grama de biomassa seca, corroborando com estudos anteriores desenvolvidos
por Prasertsan et al. (1997) e Ponsano et al. (2011) que relataram valores entre
2,13 a 3,90 mg g de carotenoides por grama de biomassa seca. Embora a
concentragéo de carotenoides presente nas biomassas bacterianas seja inferior
ao pigmento sintético comercial com 8% do principio ativo cantaxantina, estudos
realizados com a biomassa utilizada como ingrediente pigmentante para aves e
peixes demonstraram resultados promissores (AVANCO et al. 2014; GRASSI,
2014; POLONIO et al., 2010; PONSANO et al., 2014; PONSANO et al., 2002b;
PONSANO et al., 2004a; 2004b).

Utilizada para pigmentagéao de frangos de corte, a biomassa de Rubrivivax
gelatinosus induziu um amarelamento das carcagas dos animais. A pele foi o
local de maior pigmentagdo em comparagéo com a musculatura de peito e coxas.

No entanto, os resultados foram menos efetivos do que os obtidos pela utilizagao
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de pigmentos convencionais que, adicionalmente, produziram carne e pele com
tonalidade mais avermelhada (PONSANO et al., 2002b; 2004a). Recentemente,
Avanco et al. (2014) utilizaram a biomassa produzida em efluentes de
entrepostos de pescado para a avaliagdo da pigmentagao de frangos de corte
alimentados durante 45 dias com o produto. Foram utilizadas diferentes
concentracbes da biomassa de Rubrivivax gelatinosus e os resultados
demonstraram que, com uma proporgdo de 3 g kg!, a biomassa induziu a
tonalidade vermelha na pele e na carne dos animais abatidos.

Quando utilizada para a alimentacao de galinhas poedeiras, a biomassa
de Rubrivivax gelatinosus intensificou a coloragcdo amarela das gemas de ovos,
a partir de 24 horas de administracdo, em todos os niveis de tratamento
utilizados e o plateau de pigmentagcdo aconteceu no vigésimo dia de producgéo
(PONSANO et al., 2004b). Polonio et al. (2010) encontraram resultados similares
observando a intensificagdo da cor das gemas de galinhas poedeiras
alimentadas com a biomassa produzida em cultivos do micro-organismo em
efluentes de abatedouros avicolas. A analise sensorial mostrou que as gemas
contendo o pigmento natural alcangaram a preferéncia dos consumidores locais.

Estudos recentes avaliaram a utilizagdo da biomassa de Rubrivivax
gelatinosus para conferir pigmentagao nos filés de peixes cultivados em sistemas
fechados de circulacéo de agua (GRASSI, 2014; PONSANO et al., 2014). Nos
trabalhos ficou demonstrado que a biomassa foi capaz de aumentar a
pigmentacdo, a presenga de carotenoides e o teor de proteina nos filés dos
animais.

Portanto, a biomassa de Rubrivivax gelatinosus pode ser aplicada como
fonte pigmentante na nutrigdo animal. Além disso, o metabolismo da bactéria
consome grande parte da matéria organica do substrato utilizado para seu cultivo
e, quando o substrato é representado por efluentes industriais, esse cultivo pode
tornar-se altamente vantajoso para as empresas geradoras sob o aspecto
ambiental em fungédo da descontaminagao promovida nos residuos (LIMA et al.,
2011a; 2011b; PONSANO et al., 2011; PRASERTSAN et al., 1997).
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2.6 Viabilidade econémica em processos de obtencao de pigmentos

microbianos

Apesar de muitos micro-organismos possuirem a capacidade de produzir
carotenoides, nem todos sao interessantes para a produgao em escala industrial.
Varios sdo os exemplos de estudos relatados na literatura para a obtengao de
ingredientes pigmentantes provenientes de fontes naturais diversas, seja animal,
vegetal ou microbiana. No entanto, essas pesquisas mostram processos
desprovidos de avaliagcbes econbmicas e de indicadores financeiros.
Consequentemente, o emprego desses carotenoides como ingrediente alimentar
para animais zootécnicos ainda é um reflexo de estudos conduzidos por
institutos de pesquisa e pelas universidades, fora do alcance da producao
industrial.

Para exemplificar essa afirmagdo, Lorenz e Cysewsky (2000)
descreveram o potencial comercial da biomassa obtida do cultivo da microalga
Haematococcus como fonte de astaxantina para aquicultura, avicultura e
mercado de alimentos nutracéuticos. Segundo os autores, a produgdo é
relativamente simples e a microalga cresce em substratos com reduzida
concentracao de nutrientes especificos. Entretanto, ndo foram apresentados os
calculos envolvendo todos os custos relativos a producdo da biomassa.
Adicionalmente, foram relatados alguns problemas para a produgdo em escala
industrial como a possibilidade de contaminagdo do meio por outros micro-
organismos indesejaveis. Nesse contexto, processos para obtencdo de
carotenoides naturais de origem microbiana necessitam de mais estudos para
que a obtengcdo industrial do produto final e sua aplicagdo sejam
economicamente viaveis.

Quando sao realizadas buscas na literatura cientifica por informacdes a
respeito da viabilidade dos processos de obtengao de biomassas provenientes
de cultivos bacterianos para pigmentagao animal, o resultado se mostra negativo,
ou seja, inexistem informag¢des disponiveis para se prospectar o inicio de

qualquer atividade econémica com esse fim. Por outro lado, apesar de poucos,
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existem trabalhos que avaliaram o potencial de microalgas para a produgao de
pigmentos naturais e biocombustiveis em escala industrial, respaldados por
estudos de mercado e analises econdmicas (LI et al., 2011; MOLINA GRIMA et
al., 2003; OLAIZOLA, 2003; STHEPENS et al., 2010).

A analise de estudos que utilizaram cultivos fotoheterotroficos para
tratamento de efluentes e produgdo de pigmentos carotenoides indica que a
aquisicao e a instalacdo de biorreatores representam o mais alto custo de
investimento (LI et al., 2011; MOLINA GRIMA et al., 2003; MOSCOSO et al.,
2012; STHEPENS et al., 2010). Moscoso et al. (2012), utilizando Pseudomonas
stutzeri para remediacdo de efluentes contendo fenantreno (hidrocarboneto
policiclico aromatico potencialmente téxico), relataram que os biorreatores
necessarios para o crescimento da bactéria correspondem a mais de 65% do
investimento inicial para a aquisicao de equipamentos. Embora nesse estudo
nao houvesse pretensdo de produzir biomassa com carater pigmentante, as
avaliagdes de viabilidade do projeto foram realizadas com o objetivo de averiguar
formas alternativas de tratamento biologico de efluentes industriais
potencialmente perigosos.

A quantidade de biorreatores necessarios para manter uma produgao
continua de biomassa a partir do cultivo de micro-organismos fotossintetizantes
exemplifica os altos investimentos destinados para os projetos. Molina Grima et
al. (2003), ao identificarem baixa produtividade, descreveram a necessidade de
75 biorreatores tubulares para garantir uma produgéo anual de 26,2 toneladas
de biomassa da microalga marinha P. tricornutum, rica em acido graxo
eicosapentaenoico.

Em estudos de viabilidade econémica utilizam-se alguns indicadores para
se afirmar se o projeto € viavel. O Valor Presente Liquido (VPL), a Taxa Interna
de Retorno (TIR) e os indices de Rentabilidade (IR) e Lucratividade (IL) sao
convencionalmente avaliados e fornecem dados importantes para a tomada de
deciséo e a escolha das melhores opgdes de investimento quando positivos
(BATALHA, 2007; BUARQUE, 1994; NOGUEIRA, 2007). Li et al. (2011)

desenvolveram um estudo econdmico para o cultivo de Haematococcus pluvialis
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em larga escala objetivando a recuperagdo de biomassa para a produgao de
astaxantina. A partir dos dados apresentados pelos autores, foi possivel calcular
um IL de 36,91% e um IR de 19,90%, considerando uma receita anual de
US$ 792.000,00 obtida com a produgdo de 36 toneladas da microalga. Em outra
situagdo, Stephens et al. (2010) analisaram as tecnologias para se produzir
biomassa de microalgas com alto valor agregado (B-caroteno) e com potencial
bioenergético. As avaliacbes foram feitas em um horizonte de 30 anos e
revelaram uma TIR de 15% para um projeto técnico com produtividade de 20 g
de biomassa seca m2 dia!, em uma area de 500 ha e a um custo de US$ 600
kg™' do produto pigmentante.

O crescimento da bactéria Rubrivivax gelatinosus tem sido estudado com
0 objetivo de gerar biomassa com reconhecido potencial pigmentante em
efluentes de abatedouros avicolas (PONSANO et al., 2003; 2008; 2011) e
entrepostos de pescado (LIMA et al., 2011a; 2011b; SANTO et al., 2013).
Entretanto, nesses trabalhos, ficaram demonstradas baixas produtividades,
comuns a processos que utilizam micro-organismos fotossintetizantes (AZAD et
al., 2001; PRASERTSAN et al., 1993a; 1993b; SASAKI et al., 1981). Ainda nao
ha evidencias de que o processo de obtencdo de biomassa de Rubrivivax
gelatinosus seja viavel para uma planta de producdo em larga escala apesar de
que varios fatores podem ser levados em consideracao, tais como o potencial
despoluente do micro-organismo e a possibilidade de crescimento da bactéria
em efluentes industriais in natura, ou seja, sem qualquer tipo de suplementacgéo.

Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a viabilidade econémica do
processo de obtengcdo da biomassa de Rubrivivax gelatinosus para,
possivelmente, indicar a sua utilizagdo como ingrediente pigmentante em um
sistema de produgédo comercial. Essas informagdes foram levantadas a partir de
uma produgao em escala laboratorial e posterior simulagdo de uma unidade de
producao inserida em uma industria de beneficiamento de pescado geradora do
residuo.

O projeto originou dois artigos cientificos: “Pré-tratamento de efluente

agroindustrial para o aumento da produ¢cdo de massa celular de Rubrivivax
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gelatinosus” e “Viabilidade Econdmica do Processo de Obteng¢ao de Biomassa
Pigmentante de Rubrivivax gelatinosus”.

As normas para envio de artigo cientifico a revista World Journal of
Microbiology and Biotechnology, originado desta tese de doutorado, estdo

apresentadas na se¢do APENDICE 1.
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CAPITULO 2 - PRE-TRATAMENTO DE EFLUENTE AGROINDUSTRIAL
PARA O AUMENTO DA PRODUGAO DE MASSA CELULAR DE Rubrivivax

gelatinosus

Resumo

Rubrivivax gelatinosus, uma bactéria fotossintetizante com reconhecido
potencial biotecnoldgico, foi cultivada em efluente colhido de um entreposto de
processamento de tilapias para a realizagcdo de estudos sobre a producao de
massa celular, produtividade, Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e
composi¢ao centesimal. Inicialmente, diferentes condigbes de cultivo foram pré-
estabelecidas com o objetivo de aumentar a produtividade e a recuperagéo da
biomassa. A microfiltragdo foi utilizada para concentrar a matéria organica do
efluente in natura em trés niveis (4, 2 e % do volume inicial). Apds a
concentracao, os efluentes foram tratados termicamente a 65°C por 30 minutos
e resfriados até 25°C. Os cultivos foram realizados em biorreatores anaerdbicos
(50 L) contendo o indculo da bactéria (1% v v'), a temperatura de 32 + 2°C e
iluminados (1.500 + 200 lux) durante cinco dias. A biomassa foi recuperada por
microfiltracdo e desidratada por liofilizacdo. As amostras de biomassa obtidas
foram analisadas para determinacdo da composi¢ao centesimal. Os resultados
indicaram maior recuperagdo (28,61 + 0,71 g) e produtividade (0,1144 g
biomassa L-'dia-') no cultivo que detinha a maior quantidade de matéria organica.
A maior reducao de DQO foi de 69,23%. A composi¢ao centesimal dos produtos
pigmentantes revelou semelhancgas entre os tratamentos, a excegao dos teores
de lipideos e proteinas, que foram maiores no cultivo com maior disponibilidade

de matéria organica.

Palavras chave

Bactéria fotossintetizante; Biomassa, Biotecnologia, Industria, Pescado, Residuo.
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Abstract

Rubrivivax  gelatinosus, a phototrophic bacterium with  recognized
biotechnological potential, was cultivated in the effluent of a tilapia processing
industry for the evaluation of biomass production, productivity, Chemical Oxygen
Demand (COD) and proximate composition. Initially, different concentrations of
the substrate were performed with the purpose of increasing the productivity and
the biomass recovery. Microfiltration was used to modify the organic composition
present in the wastewater in three levels of concentration (%4, 2 and % the initial
volume). After the concentration, the effluent was heated at 65°C for 30 minutes.
Bacterial cultivation was carried out in bioreactors under anaerobiosis with an
inoculum level of 1%, 1.500 + 200 lux and 32 + 2°C, during five days. The biomass
was recovered by microfiltration and freeze-dried. Samples of biomass were
analyzed to evaluate the proximate composition. The results showed greater
recovery and biomass productivity in the bioreactor with the highest organic
matter (28.61 + 0.71 g and 0.1144 g biomass L' day™'), respectively. The greater
COD reduction was 69.23%. The chemical composition of the biomass differed
for lipids and proteins, which were higher for the treatments with higher

concentration of substrate for the growth of the microorganism.

Keywords

Fish, Biomass, Biotechnology, Industry, Phototropic bacteria, Wastewater.

Introdugao

Bactérias fototroficas sdo amplamente utilizadas para o tratamento de
efluentes, producdo de biomassa e obtencdo de pigmentos carotenoides
(KANTACHOTE et al.,, 2005; LIMA et al., 2011a; 2011b; LU et al., 2010;
PONSANO et al., 2008; MADUKASI et al., 2010; WU et al., 2014; 2015; ZHOU
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et al., 2014; 2015). Bacterioclorofilas luz-dependentes localizadas na membrana
intracitoplasmatica desses organismos permitem a transferéncia de energia
necessaria para a manutencgao de suas estruturas celulares. Consequentemente,
cultivos desenvolvidos em efluentes agroindustriais sdo acompanhados da
geracdo de massa celular com propriedades pigmentantes. Além das
bacterioclorofilas a ou b, alguns carotenoides como espiriloxantina, rodopinal,
esferoidene e outros da série okenone, sdo responsaveis por conferir cor as
colénias e aos cultivos microbianos (BROCK et al., 1994; HOLT et al., 2000;
IMHOFF; TRUPER, 1989).

Efluentes com alta concentracdo de matéria organica e minerais
possibilitam o crescimento de bactérias fototroficas (SIRIANUNTAPIBOON;
SRIKU, 2006). Lu et al. (2010; 2011) demonstraram a capacidade desses micro-
organismos degradarem macromoléculas presentes em cultivos ricos em
polissacarideos e proteinas. Essa caracteristica também foi encontrada por Lima
et al. (2011a) ao reportarem uma redugdo de 47,71% para 6leos e graxas e
22,46% para nitrogénio total no cultivo de Rubrivivax gelatinosus em efluente de
uma industria de processamento de pescado.

A baixa disponibilidade de nutrientes essenciais ao crescimento
microbiano em aguas residuarias limita a producdo de massa celular.
Consequentemente, a suplementacao desses efluentes tem sido estudada para
se aumentar a produtividade e a geragcéo de massa celular (MADUKASI et al.,
2010; SCHNEIDER et al., 2006; WU et al., 2012; 2015).

Tecnologias alternativas, como a microfiltracdo, ja sao realidade para o
tratamento de efluentes domésticos e industriais (JUDD; JEFFERSON, 2003). O
sistema origina, por meio de uma forga motriz aplicada para a passagem do
efluente pela membrana tubular, duas linhas distintas denominadas de
concentrado e permeado (AL-MALACK; ANDERSON 1997; TCHOBANOGLOUS
etal., 2003). No concentrado, os sélidos com dimensdes superiores a porosidade
da membrana sdo acumulados e podem se tornar disponiveis para o
metabolismo dos micro-organismos fototréficos, aumentando a eficiéncia da

produgao de biomassa.
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Rubrivivax gelatinosus é uma bactéria fototrofica encontrada em residuos
liquidos industriais (IMHOFF, 2001). Seu crescimento fotoheterotrofico é
acompanhado pela produgdo de biomassa com reconhecido potencial
pigmentante (PONSANO et al., 2011). Entretanto, baixas produtividades foram
encontradas em seu cultivo em efluentes industriais com reduzida quantidade de
matéria organica (PONSANO et al., 2003; 2008; LIMA et al., 2011b; SANTO et
al., 2013). Portanto, objetivou-se nesse estudo, utilizar um sistema de
microfiltragdo para concentrar a quantidade de matéria organica no efluente in
natura em diferentes niveis, cultivar a bactéria Rubrivivax gelatinosus e avaliar a
recuperacao de biomassa, a produtividade do processo e a composicéo

centesimal dos produtos pigmentantes.

Material e Métodos

Micro-organismo, preparo do indculo e substrato para o cultivo

Rubrivivax gelatinosus foi previamente isolada de efluente de abatedouro
avicola, caracterizada com base em testes bioquimicos, morfolégicos e pelo
espectro de absorcao de pigmentos fotossintetizantes e mantida a -20°C em
meio de Pfennig semissolido (cultura estoque) até o momento da reativagao
(PONSANO et al., 2002).

O preparo do in6culo foi desenvolvido em duas fases, conforme descrito
por Lima et al. (2011a). Inicialmente, uma algada da cultura estoque da bactéria
foi transferida para tubos contendo meio de Pfennig liquido acrescido de 0,1% (v
v') da solugdo de microelementos. Em seguida, esse cultivo de pré-
enriquecimento foi incubado em condi¢cdes de anaerobiose, temperatura de 32 +
2°C e luminosidade de 1.400 % 200 lux. Apds o crescimento do micro-organismo
nos tubos, o contetido de cada frasco foi transferido (1% v v-') para provetas de
vidro com o0 mesmo meio sintético. As mesmas condi¢cdes de incubacao foram

mantidas e o inéculo foi considerado pronto para uso ao atingir densidade dtica
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de 0,5 a 600 nm, avaliado em espectrofotémetro (HITACHI U-1000/U-1100). Foi
utilizado como branco o meio de Pfennig liquido sem o inéculo da bactéria.

O efluente utilizado como substrato para o crescimento da bactéria foi
obtido de uma industria de abate e beneficiamento de tilapias durante o
processamento industrial. Todo o residuo foi colhido apdés o tratamento
preliminar e transportado imediatamente até o laboratério em bombonas

plasticas de 50 L cada.

Cultivos experimentais

Os cultivos foram realizados em quatro tratamentos contendo: (A) efluente
in natura, isto é, sem ser submetido a concentracdo de volume pela
microfiltragdo; (B) efluente concentrado pela remogdo do permeado da
microfiltracdo na propor¢cdo de 7 do volume inicial (25%); (C) efluente
concentrado pela remogéo do permeado da microfiltragdo na proporg¢ao de 2 do
volume inicial (50%) e (D) efluente concentrado pela remogao do permeado da
microfiltragdo na propor¢cdo de % do volume inicial (75%). Para obter essa
concentracéo, foi utilizado um sistema de microfiltracdo com unidade de filtragcao
de 0,75 m?, porosidade 0,2 um, vazdo 1,5 m3h' e presséo 1,5 bar (FRINGS).

O efluente dos tratamentos A, B, C e D foram aquecidos em tanque de
aco inox (INCOMAR) a 65 °C por 30 min, resfriados até a temperatura de 25 °C
e distribuidos em biorreatores de vidro de capacidade de 50 L e dimensdes 0,50
m x 0,20 m x 0,50 m (comprimento x largura x altura) para a adigdo do inéculo
bacteriano na proporgdo de 1 % (v v'). Os biorreatores foram preenchidos
totalmente com os substratos e fechados com tampas de vidro para simular um
ambiente anaerdbio. Os cultivos foram realizados sobre uma bancada,
recebendo iluminagdo ininterrupta (1.500 + 200 Iux) de Iadmpadas
incandescentes (60 W) durante cinco dias. Foram realizadas trés repeticées dos

cultivos experimentais.

Analises fisico-quimicas do efluente
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Os efluentes utilizados em todos os tratamentos foram caracterizados
quanto aos teores de solidos totais, nitrogénio total e dleos e graxas, de acordo
com os procedimentos descritos em APHA, AWWA e WPCF (2005). A Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) nos efluentes e nos permeados da microfiltragéo foi
determinada segundo metodologia adaptada de Jirka e Carter (1975), que inclui
a digestdo quimica da amostra em reator de DQO (Hach DRB200), seguida da

leitura da absorbancia a 600 nm em espectrofotdmetro (Hach DR2800).
Determinacao de rendimento, produtividade e composi¢cao centesimal

Apos o crescimento da bactéria, todo o conteudo dos bioreatores foi
submetido a microfiltragcdo nas mesmas condicdes descritas anteriormente. O
concentrado foi congelado (-42 °C), liofilizado por 48 horas (LIOBRAS L101),
triturado manualmente em almofariz e pesado para o calculo da quantidade de
biomassa recuperada.

O rendimento (Eq. 1) foi calculado utilizando a relagao entre a quantidade
de biomassa produzida no sistema e a eficiéncia do micro-organismo na redugéo
da DQO (TCHOBANOGLOUS et al., 2003).

B
(Eq. 1) R = 500" onde:

R = rendimento (mg biomassa mg' DQO");
B = biomassa recuperada no sistema (mg);

DQO = demanda quimica de oxigénio (mg L");

A produtividade foi obtida pela equagao (Eq. 2), segundo Aiba (1982):

B
(Eq.2) P = S onde:
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P = produtividade (g biomassa Litros™ dia™);
B = biomassa recuperada no sistema (Q);
V = volume do substrato utilizado no cultivo (L);

t = tempo de cultivo (dia).

Posteriormente, as biomassas provenientes de cada tratamento foram
armazenadas a vacuo e ao abrigo da luz até o momento da determinagao da
composi¢cao bromatoldgica (umidade, matéria mineral, proteina bruta e lipideos
totais) de acordo com as metodologias descritas pela Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 1999).

Analises estatisticas

Os resultados de composi¢ao centesimal, recuperacdo de biomassa e
reducdo da DQO foram submetidos a analise de variancia com teste de Kruskal-
Walllis para amostras ndao paramétricas, considerando o nivel de significancia de
5% (VIEIRA, 1999). O software utilizado foi GraphPad InStat 3.06 for Windows,
GraphPad Software, San Diego, California, USA.

Resultados e discussao

A concentragdo da matéria organica no efluente de cultivo promoveu
alteragdes significativas nos parametros fisico-quimicos apenas entre os
tratamentos A e D (Tabela 1).

O efluente do entreposto de processamento de tilapias utilizado para o
crescimento de Rubrivivax gelatinosus gerou valores que indicaram pouca
quantidade de matéria organica. Prasertsan et al. (1993b) realizaram a
caracterizagao fisico-quimica de efluentes provenientes de industrias de
conservas de peixes e obtiveram valores de nitrogénio total (7.616 mg L"), 6leos

e graxas (32.182 mg L") e sdlidos totais (82,2 g L) superiores aos apresentados
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na Tabela 1. Em outro trabalho, Azad et al. (2003), analisando o efluente da
industrializagdo de sardinhas para cultivos microbianos, encontraram uma DQO
de 32.000 mg L, ou seja, aproximadamente, trinta vezes maior que o valor

encontrado nesse estudo (1.144 mg L").

Tabela 1 — Caracteristicas fisico-quimicas dos efluentes utilizados para o cultivo
de Rubrivivax gelatinosus e percentual de redugcdo da demanda
quimica de oxigénio (DQO) apds os tratamentos com o sistema de
microfiltracao

Parametros
fisi Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento

isico- p

.. 12 A B C D

quimicos

ST 1,19 + 0,04° 1,23 + 0,120 1,67 £ 0,120 3,16 £ 0,12 0,0213
NT 161 + 40,1 197,37 + 22,720 227,85 + 11ab 245,95 + 20,12 0,0023
oG 775,92 +2,5° 845,33 + 0,52 872,38 + 21,12> 1.256 +22,82 <0,0001
DQOi 1.144 +17,9° 1.296 + 25,120 1.440 + 22,220 1.600 £ 22,12 <0,0001
DQO0% 69,23 £ 0,72 57,50 + 0,9° 61,88 + 0,42 59,16 + 0,62 <0,0001

ST: sdlidos totais (g L'); NT: nitrogénio total (mg L"); OG: ¢leos e graxas (mg L-'); DQOi: DQO
inicial (mg L-"); DQO%: redugdo da DQO no processo (%). '"Médias seguidas de mesma letra em
uma mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis. 2Médias e
desvios padrdes de trés repeti¢oes.

De acordo com Chowdhury et al. (2010), a quantidade de matéria organica
presente no residuo liquido descartado € influenciada diretamente pelo tipo de
processamento realizado pela industria e pode ser dividida em trés categorias:
baixa (efluentes das operagdes de limpeza), média (efluentes da filetagem de
peixes magros) e alta (efluentes contendo sangue drenado dos tanques de abate
ou do cozimento de peixes gordurosos). Nesse estudo, o efluente da filetagem
das tilapias foi colhido apds o tratamento preliminar da industria (gradeamento),
sendo, portanto, removidas as visceras, as peles, as escamas e as cabegas com
0 espinhaco. Isso pode ter contribuido para os baixos valores encontrados na
caracterizagdo da matéria prima in natura. Por outro lado, a utilizacdo da
membrana de filtragdo permitiu aumentar o teor dessa matéria organica no

substrato para o cultivo de Rubrivivax gelatinosus.
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Em todos os tratamentos foi verificada a diminuicado da DQO. Entretanto,
apenas entre os tratamentos A e B diferiram entre si pelo teste estatistico (Tabela
1). De acordo com os resultados, a microfiltragdo nao apresentou vantagens para
a remediacgao do efluente, pois a diminuicao da DQO foi maior no tratamento que
utilizou o residuo na sua forma natural. Azad et al. (2003), alcangaram 83% de
reducédo de DQO utilizando Rhodovulum sulfidophilum. No entanto, os autores
trabalharam com um indculo dez vezes maior para conseguir tal efeito. Isso
representaria um custo adicional para o processo, considerando uma utilizagao
em escala industrial. Por outro lado, Lima et al. (2011a) obtiveram uma redugao
menor da DQO (52%) em cultivos realizados com 0 mesmo micro-organismo
sem utilizar a microfiltracdo do residuo in natura.

O crescimento da bactéria foi detectado visualmente apds 48 horas de
cultivo, pela alteragao da cor do efluente nos biorreatores. Apds o quarto dia, o
substrato mostrou coloragao vermelha intensa e verificou-se a sedimentacao de
uma pequena quantidade de massa celular em todos os tratamentos. A
recuperacgao e a produtividade aumentaram com o aumento da concentragao de
matéria organica no efluente. Para os tratamentos D, C, B e A, os valores de
produtividade foram de 0,1144, 0,1054, 0,0992 e 0,0875 g biomassa L' dia' e
as quantidades recuperadas de biomassa foram de 28,61 £ 0,71 g, 26,34 + 0,43
g, 24,80 + 0,09 g e 21,87 £ 0,08 g, respectivamente. Esses dados estao
representados na Figura 1.

A degradacgao de macromoléculas e a consequente redugéo de poluentes
em cultivos de bactérias fototroficas, segundo Lu et al. (2011), sdo maiores em
aerobiose, diferentemente das condigbes utilizadas neste experimento. De
acordo com os autores, a via metabdlica utilizada pelos micro-organismos é a
fosforilagao oxidativa, responsavel por mineralizar com maior eficiéncia a matéria
organica do substrato. Além disso, cultivos desenvolvidos na auséncia de luz
induzem bactérias a consumirem mais o0 carbono organico do meio para a
produgao de energia, o que reduz a sua carga poluente. Por outro lado, a
utilizacdo de uma fonte de luz em cultivos bacterianos condiciona os micro-

organismos a produzirem pigmentos carotenoides, conforme destacado por
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Zhou et al. (2014; 2015). A via metabolica, nesse caso, passa a ser a
fotofosforilagdo que, em condigcbes anaerdbias, favorece o crescimento
microbiano e a produg¢ao de massa celular (LU et al., 2011). Essa caracteristica
foi verificada neste trabalho pelos resultados de DQO, produtividade e

recuperacao de biomassa obtidos com o cultivo de Rubrivivax gelatinosus.
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FIGURA 1 — Produtividade e recuperacdo de biomassa de Rubrivivax
gelatinosus cultivada em efluente industrial de processamento

de tilapias.

O pré-tratamento do efluente industrial possibilitou maior produtividade e
recuperacdo de massa celular. Pesquisadores, em estudos anteriores,
reportaram resultados inferiores ao cultivarem o mesmo micro-organismo em
substratos contendo apenas o efluente in natura sem qualquer tipo de tratamento
prévio para aumentar a concentragdo de matéria organica. As produtividades
foram de 0,072 (PONSANO et al., 2003), 0,085 (PONSANO et al., 2008) e 0,079
(LIMA et al., 2011b) g biomassa L dia!. Suplementar os meios de cultivo pode

representar uma alternativa para aumentar a recuperacdo de biomassas de
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Rubrivivax gelatinosus como, recentemente, relatado por Wu et al. (2012; 2014),
que conseguiram aumentar em 63% e 59% a recuperagdo de massa celular
adicionando 20 mg L' de Fe*? e 10 mg L' de Mg*? no substrato de crescimento
da bactéria, respectivamente. Entretanto, adicionar nutrientes nesses efluentes
pode representar custos adicionais que podem inviabilizar todo o processo
desenvolvido em escala industrial.

Com relagao aos rendimentos, o maior resultado (0,6654 mg biomassa
mg ' DQO™") foi encontrado no tratamento B, seguido dos tratamentos D (0,60
mg biomassa mg’' DQO"), C (0,59 mg biomassa mg™' DQO") e A (0,55 mg
biomassa mg' DQO'). Cultivos realizados com Rhodopseudomonas
sphaeroides em substratos organicos apresentaram rendimentos entre 0,41 e
0,47 mg biomassa mg' DQO" (LU et al., 2011). Situagdo semelhante também
foi apontada por Wu et al. (2012), ao relatarem rendimentos entre 0,40 e 0,51
mg biomassa mg' DQO"' em substratos cultivados com bactérias
fotossintetizantes e suplementados com Fe?*. Esses resultados foram inferiores
aos obtidos neste experimento. Sistemas tradicionais de tratamento de aguas
residuarias por lodos ativados apresentam rendimento entre 0,03 e 0,40 mg
biomassa mg' DQO-', segundo Grady et al. (1999). Isso reforga o potencial
biotecnolégico de Rubrivivax gelatinosus, que foi capaz de degradar compostos
organicos de efluentes agroindustriais e gerar massa celular durante o processo
realizado sem a necessidade de suplementacao dos substratos.

Em relagdo a composicao centesimal, os teores de proteina total e
lipideos totais da biomassa variaram em fungao do pré-tratamento realizado nos
substratos de cultivo. Por outro lado, as concentragdes de umidade e matéria
mineral ndo diferiram estatisticamente entre os tratamentos (Tabela 2). Esses
dados demonstraram que, quanto maior a quantidade de matéria orgéanica
disponivel para o desenvolvimento de Rubrivivax gelatinosus, maior € o valor
nutricional da biomassa. Nao foram encontrados valores de referéncia na
literatura para a comprovagcdo dessa evidéncia, no entanto, algumas
semelhancas foram observadas com os resultados apresentados por Santo et al.

(2013). Nesse caso, os autores também trabalharam com efluente de uma
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industria de processamento de pescado e utilizaram a liofilizacdo para desidratar
0 produto que resultou numa biomassa com 4,15% de umidade, 55,41% de
proteina bruta, 11,72% de lipideos totais e 4,33% de cinzas. Portanto, todos os
produtos gerados do crescimento de Rubrivivax gelatinosus apresentam
potencial de aplicagdo como fonte de suplementacdo em ragdes para a

alimentagao animal.

Tabela 2 — Caracteristicas da biomassa de Rubrivivax gelatinosus produzida nos
diferentes tratamentos

Composicido Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento
centesimal'? A B ( D P
um 4,7 +£0,32 4,7 £ 0,22 5,0+0,12 4,6+0,5% 0,3688
PT 46,5+ 1,7° 48,2 + 1,5° 53,3+0,82 53,3+ 1,32 0,0064
LT 7,1+0,2b 7,5+0,2% 9,9+0,7% 10,9 £ 0,82 0,0003
MM 4,4 +0,12 3,6+0,3° 3,9+0,12 4,1+0,52 0,0950

UM: umidade (g 100g™"); PT: proteina total (g 100g™"); LT: lipideos totais (g 100g-"); MM: matéria
mineral (g 100g'). '"Médias seguidas de mesma letra em uma mesma linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis. 2Médias e desvios padrdes de trés
repeticdes.

Conclusao

A microfiltracao utilizada para concentrar a matéria organica do efluente
de processamento de pescado afetou positivamente a recuperagcdo da massa
celular e a produtividade do processo de obtengao da biomassa de Rubrivivax
gelatinosus. Os maiores valores foram obtidos no substrato concentrado pela
remocao do permeado na proporcao de ¥ em relagdo ao volume inicial. O pré-
tratamento nao influenciou a redugéao da DQO, que foi maior no cultivo realizado
com o efluente in natura. Os teores de proteina total e lipideos totais foram

maiores na biomassa recuperada dos cultivos mais concentrados.
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CAPITULO 3 - VIABILIDADE ECONOMICA DO PROCESSO DE OBTENGAO
DE BIOMASSA PIGMENTANTE DE Rubrivivax gelatinosus

Resumo

Rubrivivax gelatinosus € uma bactéria fototréfica com potencial biotecnologico
para a produgcédo de massa celular com propriedades nutricionais e pigmentantes.
Neste estudo, objetivou-se avaliar a viabilidade econémica de um projeto para a
producdo de biomassa da bactéria em escala industrial, tendo como substrato
as aguas residuais geradas no processamento do pescado. Inicialmente, o
micro-organismo foi cultivado no efluente para a determinagao da recuperagao
da biomassa e da produtividade do processo em escala laboratorial. Em seguida,
foi desenvolvido um estudo para avaliar 0os recursos necessarios para estimar os
desembolsos e as receitas previstos para ocorrer ao longo do tempo de
funcionamento do empreendimento. Os principais indicadores de viabilidade
utilizados foram o Valor Presente Liquido (VPL) e a Taxa Interna de Retorno
(TIR). Os resultados demonstraram que, com uma produtividade de 0,0875 g
biomassa L' dia!, o total de biomassa produzida durante um ano seria de 9,58
toneladas. O investimento total do projeto seria de R$ 6.361.456,51 a um custo
operacional anual de R$ 2.366.131,38, gerando uma receita anual de
R$ 3.870.913,15. A TIR de 23,70% ao ano e o VPL de R$ 4.466.192,26
demonstraram a viabilidade econémica do projeto, com recuperacao do capital

investido em 3,98 anos de atividade da unidade industrial.

Palavras-chave

Analise econbmica, Bactéria fotossintetizante, Biotecnologia, Efluente, Massa

celular.
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Abstract

Rubrivivax gelatinosus is a phototropic bacterium with a biotechnological
potential to produce biomass with pigmenting properties. The objective of this
study was to evaluate the economic viability of a project to produce bacterial
biomass on an industrial scale, using the wastewater from a fish industry as the
growth substrate. Initially, the microorganism was cultivated in the effluent for the
determination of the process productivity and the biomass recuperation in a
laboratory scale. Thus, an analysis was developed to assess the resources
necessary to estimate costs and revenue that might occur during the project
operation. The main viability indicators used were the Net Present Value (NPV)
and the Internal Rate of Return (IRR). The results showed that, with a productivity
of 0.085 g biomass L' day', 9.58 tons of biomass could be produced during one
year. The total investment for the project was estimated in R$ 6,361,456.51, with
annual costs of R$ 2,366,131.38 and incomes of R$ 3,870,913.15. The viability
indicators of 23,70% for the IRR and R$ 4,466,192.26 for the NPV, per annum,
were considered feasible to the project, providing the recovery of the invested

capital within 3.98 years of activity.

Keywords

Biotechnology, Economic analysis, Phototropic bacterium, Single cell,

wastewater.

Introducgao

A utilizacdo de aditivos pigmentantes aos alimentos representa uma

importante estratégia para conquistar novos mercados, principalmente os

considerados mais exigentes quanto a qualidade dos produtos. Como resultado,
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€ possivel garantir melhor aspecto, maior aceitagéo e agregar valor econémico
aos produtos alimenticios. Grande parte dos ingredientes pigmentantes
utilizados na agroindustria e pelos sistemas de produg¢ao animal é representada
por carotenoides de origem sintética, obtidos por meio de processos quimicos
caracterizados por apresentar elevados custos de producdo, que séao
repassados ao comprador. Por outro lado, atualmente, existe uma demanda pela
substituicdo dos compostos sintéticos por fontes naturais de nutrientes para
serem utilizados principalmente em alimentagdo animal (PASSOS et al., 2007;
VALDUGA et al., 2009).

A produgédo de carotenoides por via biotecnolégica concorre diretamente
com a produc¢ao sintética realizada pelas grandes empresas quimicas do setor.
As plantas e os micro-organismos fotossintetizantes, como as algas, as
cianobactérias e as bactérias fototréficas representam importantes fontes para a
biossintese natural desses pigmentos. Além disso, alguns micro-organismos n&o
fotossintetizantes como bactérias, fungos e leveduras também possuem a
capacidade de produzir pigmentos carotenoides de grande interesse para as
industrias (GOODWIN, 1981; VALDUGA et al., 2009).

A biomassa de leveduras, microalgas e bactérias fototréficas contendo
pigmentos carotenoides vem sendo investigada como ingrediente pigmentante
na alimentacdo animal. Dentre esses organismos, destacam-se: a levedura
Xanthophyllomyces dendrorhous, as microalgas dos géneros Clorella,
Haematococcus e Dunaliella, e as bactérias Rhodopseudomonas sphaeroides e
Rubrivivax gelatinosus (AVANCO et al., 2014; DEL CAMPO et al., 2007;
DERNER et al., 2006; LORENZ; CYSEWSKY 2000; LU et al., 2011; PASSOS et
al., 2007; POLONIO et al., 2010; PONSANO et al., 2004a; 2004b; PONSANO et
al., 2011; TINOI et al., 2006).

Dentre o grupo de bactérias fototroficas, as bactérias purpuras
representam um grupo versatil, predominantemente aquatico, capaz de crescer
na auséncia de oxigénio. Rubrivivax gelatinosus é uma bactéria purpura gram-
negativa do grupo das néo sulfurosas (BPNS) encontrada em ambientes

aquaticos, no solo, em valas de esgotos e lodos, e em efluentes industriais
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(HOLT et al, 2000). Seus pigmentos fotossintetizantes incluem a
bacterioclorofila tipo a e os carotenoides da série esferoidene (esferoidene,
hidroxiesferoidene e espiriloxantina), principais responsaveis pela coloragao
vermelho-purpura desenvolvida em seus cultivos (AGALIDIS et al., 1999;
BROCK et al.,, 1994; HOLT et al., 2000; PONSANO et al.,, 2002a). Outra
importante caracteristica dessa bactéria € a rica composicédo proteica de suas
células com uma quantidade balanceada de aminoacidos essenciais.
Adicionalmente, a biomassa da bactéria apresenta carboidratos, lipideos,
matéria mineral e os oxicarotenoides caracteristicos do grupo (PONSANO, et al.,
2003; 2011; SANTO et al., 2013; SASAKI et al., 1981).

A biomassa de Rubrivivax gelatinosus ja foi testada em experimentos que
comprovaram sua capacidade pigmentante em comparagdo com ingredientes
sintéticos tradicionais utilizados na producéo de frangos de corte (AVANCO et
al.,, 2014; PONSANO et al.,, 2002b; 2004b), ovos (POLONIO et al., 2010;
PONSANO et al., 2004a) e tilapias (PONSANO et al., 2014). As condigdes de
crescimento do micro-organismo em diversos meios de cultivo, buscando as
condi¢cbes necessarias para a maior recuperacao da biomassa, também foram
analisadas, sendo correlacionadas com a adaptacao da bactéria a efluentes
agroindustriais, de onde retiram os componentes nutricionais necessarios para
o seu crescimento (LIMA et al., 2011a; 2011b; PONSANO et al., 2008; SANTO
et al.,, 2013). O cultivo dessa bactéria em efluentes industriais promove o
equivalente a um tratamento despoluente bioldgico, possibilitando o reuso de
aguas para outras atividades na industria. Além disso, permite a geracdo de um
coproduto pigmentante com valor agregado (LIMA et al., 2011a; 2011b;
PONSANO et al., 2008).

A atual producédo de biomassas bacterianas, no entanto, se restringe a
estudos laboratoriais e carece de informacdes econdmicas para possibilitar a
expansao da atividade ao setor industrial. A busca na literatura cientifica por
informacdes a respeito da viabilidade de processos de obtencido de biomassa
bacteriana para fins pigmentantes em alimentagao animal, por exemplo, resultou

nula. Por outro lado, Molina Grima et al. (2003), Olaizola (2003), Sthepens et al.
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(2010) e Li et al. (2011), sdo exemplos de autores que avaliaram o potencial
biotecnolégico de microalgas para a produgcdo de pigmentos naturais e
biocombustiveis em escala industrial, respaldados por estudos de mercado e
analises econdbmicas. Esse tipo de avaliagdo prévia é importante para as
empresas, pois também permite a identificacdo de potenciais gargalos que
ocorrerao durante a comercializagdo dos seus produtos (MOLINA GRIMA et al.,
2003).

A avaliagao financeira e econémica de um determinado projeto é realizada
por meio de estudos de engenharia e economia com o intuito de estimar os
desembolsos e as receitas que ocorrerao ao longo do tempo da implantagao e
funcionamento da atividade. Com esses dados, s&do calculados os indicadores
de viabilidade e rentabilidade econémica utilizados para a analise do mérito do
projeto, visando a sele¢cdo das melhores condigdes para o inicio da producao
(BRASIL, 2008; BUARQUE, 1994; KASSAI et al., 2000).

O objetivo do estudo foi avaliar a viabilidade econémica de um projeto
para a obtencdo da biomassa de Rubrivivax gelatinosus em escala industrial,
utilizando o efluente de industria de abate e processamento de pescado como

substrato para o cultivo bacteriano.

Material e Métodos

Reativagao, preparo do indculo e cultivo bacteriano

A bactéria fototréfica Rubrivivax gelatinosus foi previamente isolada e
caracterizada com base em testes morfolégicos, bioquimicos e pelo espectro de
absorgao de pigmentos fotossintetizantes (PONSANO et al., 2002a).

O ind6culo, desenvolvido em duas etapas, foi preparado em recipientes de
vidro com tampa utilizando meio de Pfennig liquido acrescido da solugao de
microelementos, biotina e tiamina, conforme descrito por Lima et al. (2011a). O

in6culo foi considerado pronto para o uso apdés o quarto dia, ao atingir densidade
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otica de aproximadamente 0,500 a 600 nm.

O efluente utilizado como substrato para o crescimento do micro-
organismo foi colhido de uma industria de abate e processamento de tilapias,
localizado no Estado de S&o Paulo, com vaz&o aproximada de 120.000 L. dia™.
No laborat6rio, o material foi tratado termicamente a 65°C por 30 min em tanque
de aco inox (INCOMAR) e, posteriormente, resfriado para 28°C, temperatura
considerada adequada para o inicio do crescimento do micro-organismo.

O inéculo (1% v/v) foi adicionado ao efluente ja acondicionado no
biorreator de vidro (capacidade 50 L) e o cultivo foi desenvolvido por cinco dias
na temperatura de 30 + 2°C sob iluminacéo de lampadas incandescentes de 60
W (1.500 + 200 lux) e anaerobiose, fornecida pelo completo enchimento dos
reatores e fechamento com tampas de vidro. Foram realizadas trés repeti¢cdes

concomitantes do cultivo.
Determinacao da Produtividade

Apo6s o periodo de cultivo, o conteudo dos bioreatores foi filtrado em
sistema com unidade de filtragdo de 0,75 m?, porosidade de 0,2 um, vazéo de
1,5m3 h' e pressdo de 1,5 bar (FRINGS). O material concentrado foi congelado
a -42°C, liofilizado por 48 horas (LIOBRAS L101), triturado em almofariz, pesado,
embalado a vacuo e armazenado em refrigerador ao abrigo da luz. Para o calculo

de produtividade foi utilizada a formula descrita na Eq. 1, segundo Aiba (1982):
Eq. 1) P = ——, onde:
(Eq. 1) = o onde:

P = produtividade (g biomassa Litros™. dia');
B = Biomassa recuperada no sistema (g);
V = Volume do substrato utilizado no cultivo (L);

t = Tempo de cultivo (dia).
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Estimativa da produgcéo em escala industrial

A analise técnica e econémica do processo para a obtengao da biomassa
de Rubrivivax gelatinosus foi realizada com base em uma atividade capaz de
atender a demanda por produtos pigmentantes comerciais para a alimentagao
animal. Para isso, foram estabelecidas algumas condi¢cdes para a produgéo: a
unidade produtora utilizaria diariamente 60.000 L de efluente proveniente das
etapas de abate e processamento do pescado e a produgao seria realizada em
periodo integral, 365 dias do ano, para gerar o produto pigmentante destinado a
distribuicdo e comercializagcdo. Os cultivos seriam conduzidos por cinco dias,
periodo considerado ideal com base em estudos realizados por Lima et al.,
(2011b), e a producado dos pigmentos seria realizada em biorreatores de ago
inoxidavel. Diariamente, 59.400 L de efluente industrial seguiriam para uma de
cinco baterias contendo 12 biorreatores de aco inoxidavel com iluminagao e
capacidade para 5.000 L cada, ja contendo 600 L de inéculo bacteriano (1% v v-
). O fluxo seria diario e continuo para abastecer todas as baterias de
biorreatores e assegurar a recuperagcdo da biomassa depositada no sistema
durante os cinco dias de cultivo (Figura 1).

Ap6s o periodo de cultivo, os biorreatores contendo Rubrivivax
gelatinosus seriam esvaziados, permanecendo no sistema 1% do volume total
de cada biorreator (inéculo para novo cultivo), e o material seria destinado para
a microfiltragdo (10 m3 h') e separagdo da biomassa. O volume total do
concentrado seria reduzido para 100 L e o permeado seria destinado para as
lagoas de estabilizagdo da empresa, enquanto que a biomassa concentrada
seria desidratada em liofilizadores (100 kg h™").

O produto final de Rubrivivax gelatinosus seria comercializado em trés
quantidades, similares aos produtos pigmentantes comerciais: 200 g (30%),
1.000 g (47%) e 5.000 g (23%). Como estratégia de comercializagdo para
permitir maior competitividade do produto em relagdo aos pigmentos tradicionais

no mercado, foram considerados precos de venda do produto final 70%, 60%,
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50% e 40% inferiores ao menor prego praticado no mercado para os pigmentos

sintéticos no mercado.

Trés tanques de

captacdo (20.000L) 12 biorreatores em cada bateria (5.000 L) Bateria 1

CAPTACAO DO i M e I e T [ Din 1 S N el
EFLUENTE DA A
INDUSTRIA DE _ — Bateria 2
- I I [
{l 14 N\ — — — B\_./
ateria 3
——— - B = - I B SO
— Bateria 4
— ] — D2+ R — SISTEMA DE
MICROFILTRACAQ
— 2 — PARA SEPARACAO
Bateria 5 DA BIOMASSA
C A-Lﬁ — ) I
| I I I
;/ | S ~— ~— N—
FIGURA 1 — llustracdo dos tanques de captacdo de efluente industrial do

processamento de pescado para o planejamento do cultivo de
Rubrivivax gelatinosus nos biorreatores e recuperagdo de
biomassa.

Indicadores econdmicos

A soma de todos os investimentos fixos com o capital de giro corresponde
ao investimento total necessario para o inicio de uma atividade industrial. Foram
considerados como investimentos fixos: obras, equipamentos e mobiliarios
essenciais a producdo e ao processamento de biomassa bacteriana.
Adicionalmente, foi incluida uma taxa para credenciamento na Associacao
Brasileira de Automagao Comercial, referente ao uso de codigo de barras em
produtos industrializados. O calculo das necessidades de capital de giro

considerou itens de rapida renovagao para o inicio do projeto, como: matéria-
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prima, ingredientes, embalagens, material de limpeza, reagentes, produtos
acabados e em processo, reservas de caixa para pagamentos de servigos e
pegas para reposigao.

Os custos de producao foram calculados conforme metodologia proposta
por Matsunaga et al. (1976) que avalia o custo operacional efetivo (COE) e o
custo operacional total (COT) da atividade. Nesse estudo, o COE considerou
despesas com mao-de-obra, insumos e servigos terceirizados para analises
laboratoriais. O COT foi obtido do valor do COE acrescido de impostos, seguros
da unidade industrial e depreciacao, calculada pelo método de depreciacao
linear. O custo total da produgéo (CTP) dos pigmentos bacterianos foi obtido da
soma do custo de oportunidade da industria ao COT, considerando os pregos
praticados em dezembro de 2014 para a implantagcdo de uma agroindustria no
Estado de Sao Paulo.

Para a analise da viabilidade econ6mica foi considerada a premissa de
que receitas e despesas aconteceriam apds intervalos de tempo iguais,
constituindo um fluxo de caixa, em que entradas e saidas de capital ocorridas
durante um ano se concentrariam no ultimo dia de dezembro. O horizonte de
dados utilizado para estimar os futuros fluxos de caixa foi fixado em 10 anos, a
uma taxa minima de atratividade (TMA) de 10 % ao ano, obtida da média das
taxas de juros interbancarias registradas no Sistema Especial de Liquidacao e
Custédia (SELIC), projetada pelo Banco Central do Brasil entre junho e
dezembro de 2014. Em seguida, foram calculados o Valor Presente Liquido
(VPL), que corresponde a soma algébrica de uma série de fluxos de caixa
descapitalizada pela TMA, desde a data de inicio da operagao, e a Taxa Interna
de Retorno (TIR), considerada a taxa de juros que torna o VPL igual a zero,
sendo um indicativo da rentabilidade do projeto. Adicionalmente, também foram
calculados o indice de lucratividade (IL) e de rentabilidade (IR), o Tempo de
Retorno de Capital (TRC) ou pay-back e o Ponto de Equilibio (PE) (BRASIL,
2008; NOGUEIRA, 2007).

Para o célculo do VPL, utilizou-se a formula (Eq 2.):
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(Eq.2) VPL = ¥y a; (1 +1)7/, onde:

i = taxa de desconto considerada;
j = indice para o periodo;
aj = fluxo de caixa no j-ésimo periodo;

n = horizonte de tempo dos projetos.
A TIR foi definida como sendo a taxa de desconto w na féormula (Eq. 3):
(Eq. 3) ¥7-oa; (1 +w)~/ = 0, onde:

w=TIR;
j = indice para o periodo;
aj= fluxo de caixa no j-ésimo periodo;

n = horizonte de dados.

O IL, parcela da receita que representa o lucro da atividade, foi obtido pela

férmula (Eq. 4):

Rt—Ct
Rt

(Eq. 4) IL = 100, onde:

IL = indice de lucratividade (%);
Rt = receita total;
Ct= custo total.
O IR, capacidade da atividade gerar rendimentos em relagdo ao capital

imobilizado no projeto, foi calculado pela férmula (Eq. 5):

Lo

(Eq.5) IR = Cat *

100, onde:

IR = indice de rentabilidade (%);
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Lo = lucro operacional;

Capt = capital total investido.

O pay-back, periodo de retorno do investimento, foi calculado pela formula
(Eq. 6):

Capi

(Eq.6) TRC = ———.

100, onde:

TRC = tempo de retorno de capital (anos);
Capi = capital inicial investido;
Rt = receita total;

CVt = custo variavel total.

Resultados e Discussao

O cultivo de Rubrivivax gelatinosus gerou 21,8742 + 0,08 g de biomassa
e a produtividade média foi de 0,0875 g biomassa L-! dia”!. Com esse resultado,
a estimativa anual da producao de pigmentos bacterianos da unidade industrial
foi de 9,58 toneladas, considerando a utilizagdo de 21.900 m? de efluente.

Diferentes substratos foram utilizados para o cultivo desse micro-
organismo resultando em produtividades inferiores ao encontrado neste
experimento. Ponsano et al. (2003) e Ponsano et al. (2008), por exemplo,
avaliaram a habilidade da bactéria em se desenvolver no efluente de abatedouro
avicola e encontraram 0,072 e 0,085 g biomassa L' dia™, respectivamente. Em
outra situagao, Lima et al. (2008) e Lima et al. (2011b) constataram o potencial
do micro-organismo em se desenvolver no efluente de processamento de
pescado, e reportaram produtividades de 0,060 e 0,079 g biomassa L' dia™,
respectivamente.

Para o calculo do investimento total do projeto, o custo em obras e
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equipamentos foi estimado em R$ 6.065.696,18 (Tabela 1), sendo o item de
maior dispéndio (57,67%) atribuido aos biorreatores, representados pelos
tanques de aco inoxidavel com iluminacéo artificial para permitir o crescimento
fotoheterotréfico do micro-organismo. Altos custos nesse tipo de aquisigdo sao
esperados e representam um dos maiores entraves para a exploracao industrial,
pois € importante que o sistema estabeleca as condi¢gdes propicias para o
desenvolvimento de micro-organismos fotossintetizantes. Moscoso et al. (2012),
por exemplo, realizaram um estudo com Pseudomonas stutzeri para remediacao
de efluentes contendo fenantreno, um hidrocarboneto policiclico aromatico
potencialmente toxico. Segundo os autores, a aquisicdo de biorreatores
representou mais de 65% do investimento em equipamentos para o cultivo da
bactéria. Situagcdo semelhante também foi verificada por Molina Grima et al.
(2003) para a aquisicao de fotobiorreatores destinados ao cultivo de P.
tricornutum. Os autores relataram a necessidade de 75 biorreatores tubulares
para garantir uma producgao anual de 26,2 toneladas de biomassa da microalga
marinha para obtencao de acido graxo eicosapentaenoico.

No célculo das necessidades de capital de giro, foram incluidos itens de
rapida renovagao para assegurar uma produgao inicial, compromissos de
salarios, prazos para comercializagao do produto e pagamentos de fornecedores
o que totalizou R$ 295.760,33 (Tabela 1). Consequentemente, o valor total em
investimento estimado para a unidade de producao de biomassa de Rubrivivax
gelatinosus foi de R$ 6.361.456,51.

Na Tabela 2 estdo apresentados o COE, o COT e o CTP da biomassa,
incluindo alguns coeficientes técnicos que foram calculados para alguns itens de
insumos. Para o célculo do CTP, foi adicionado ao COT o valor de R$ 327.716,19
referente aos custos de oportunidade da industria. Esse valor corresponde a
possiveis déficits de rendimentos previstos sobre a opgao de se investir o capital
em uma determinada atividade industrial (NOGUEIRA, 2007).
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Tabela 1 — Estimativas do investimento total para uma unidade de produgao de
biomassa de Rubrivivax gelatinosus no interior do estado de Sao

Paulo, 2014
Valor
Descrigao* Quantidade Unidade unitario Valor total
(R$)
(R$)
Terreno 1.000 m2 30,00 30.000,00
Terraplenagem 1.000 m2 8,00 8.000,00
Industria (area principal) 500 m? 880,00 440.000,00
Industria (administragao) 100 m? 950,00 95.000,00
Casa de caldeira 40 m?2 500,00 20.000,00
Redes externas e internas’ 35 m?2 180,00 6.300,00
Estudos e projetos de engenharia? 4 % - 23.972,00
Imprevistos? 1,75 % - 10.487,75
Investimento total em obras 633.759,75
Biorreatores de ago inoxidavel (5 m3) 60 Un. 58.300,00 3.498.000,00
Tanques ~ de  captagdo  em 3 Un. 22.280,00  66.840,00
polipropileno (20 m3)
Sistema de microfiltragdo (10 m3 h1) 2 Un. 180.000,00 360.000,00
Bombas centrifuga 9 Un. 1.300,00 11.700,00
Liofilizador (100 kg batelada) 2 Un. 127.000,00 254.000,00
Mesa de ago inoxidavel 2 Un. 2.890,00 5.780,00
Equipamentos microbiologia® - - - 29.542,90
Equipamentos para embalagem* - - - 17.790,00
Equipamentos de informatica - - - 7.600,00
Veiculo 1 Un.  26.000,00 26.000,00
Material de escritério - - - 16.200,00
Montagem?® 20 % - 848.514,58
Linhas externas® 2 % - 101.901,75
'Seghjura.nga e protegao contra y % i 50.950,87
incéndio®
Eventuais® 1 % - 50.950,87
Frete dos equipamentos® 2 % - 84.851,46
Taxa de associagao da EAN** 1 uUn. - 1.314,00
Investimento total em equipamentos 5.431.936,43
Necessidades de capital de giro 295.760,33
Investimento total do projeto 6.361.456,51

'Considerado para instalagdes de redes elétricas, agua, esgoto e vapor. 2Considerado sobre o
valor total do investimento em obras. 3Conjunto de equipamentos necessarios para elaboragéo
do in6culo de Rubrivivax gelatinosus, adicionado anualmente no sistema. “Conjunto de
equipamentos comuns para setor de embalagens e armazenamento do produto pigmentante
(seladora a vacuo, balangca e paleteira manual). 5Considerado sobre o valor total dos
equipamentos da industria. ®Considerado sobre o valor total dos equipamentos da industria,
montagens e linhas externas. “Considerado soma dos itens de rapida renovagao (insumos),
reservas de caixa para pagamentos de salarios e para cobrir vendas realizadas a prazo (30 dias).
*Os equipamentos foram agrupados por categorias para melhor representagédo na tabela.**EAN
— A Associacgéao Brasileira de Automagao Comercial.
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Tabela 2 — Estimativas do custo operacional efetivo (COE), custo operacional
total (COT) e custo total de produgédo (CTP) anuais para uma
unidade de produgao de biomassa de Rubrivivax gelatinosus no
interior do estado de Sao Paulo, 2014

ltem cT Valor unitario  Valor total
(kg de biomassa) (R$) (R$)
Insumos
Matéria-prima (efluente industrial) 2,2 mé kg! 0,00 0,00
Insumos néo estocaveis (energia) 68,27 kWh kg 0,32 209.280,00
Insumos ndo estocaveis (agua) 0,76 m® kg 6,73 49.129,00
Lenha 0,11 m3 kg 42,00 45.444,00
Material de limpeza 0,30 kg kg 9,80 28.616,00
Material de embalagens - - 13.359,77
Material de microbiologia? - - 3.121,84
Despesas administrativas® - - 21.988,76
Servigos
Salarios fixos* - - 243.698,40
Mao-de-obra® - - 127.861,93
Andlises laboratoriais - - 6.949,80
Custo Operacional Efetivo (COE) 749.449,50
Depreciagéo® 580.297,63
Impostos e taxas’ 466.657,58
Manuteng&o e imprevistos 149.328,16
Seguros da unidade industrial® 53.973,19
Vendas® 38.709,13
Custo Operacional Total (COT) 2.038.415,19
Custos de oportunidade’® 327.716,19
Custo Total da Producgéao (CTP) 2.366.131,38

1Coeficiente técnico para produgdo anual de biomassa de Rubrivivax gelatinosus. 2Meios de
cultivo para o preparo do in6culo para crescimento de Rubrivivax gelatinosus. 3Despesas fixas
de telefonia, internet e aquisigdo de material consumivel de escritério. “Salarios mais encargos
trabalhistas para um quadro fixo de 11 funcionarios (Gerente comercial, contador, secretario,
portaria, limpeza, mecanico e caldeirista). °Servicos de mao-de-obra temporaria na industria
(especializada e ndo especializada). ®Depreciagdo da unidade industrial (20 anos),
equipamentos (10 anos) e veiculos (5 anos). "Relativo a impostos territoriais (1 %), ICMS (12 %)
e taxas EAN (Associagdo Brasileira de Automagdo Comercial). 8Considerado 0,12 % para obras
civis, 1,2 % para equipamentos e 8,5 % para veiculos. °Relativo a comissées de venda do produto
(1% da receita total anual). "°Considerado 6 % sobre o valor do terreno e dos equipamentos.

O efluente industrial, matéria-prima para o crescimento de Rubrivivax
gelatinosus, foi considerado como item de custo zero para efeito de calculo do
COE (Tabela 2). Essa condigdo demonstra uma importante vantagem do projeto
pois, ao mesmo tempo que reduz o CTP do produto pigmentante, apresenta uma

forma de reutilizagéo do residuo descartado. De acordo com Kirby et al., (2003),
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o reuso de efluentes, quando viavel, pode significar uma alternativa importante
para diminuir o desperdicio hidrico observado nas industrias alimenticias.

O custo médio de produgdo anual de biomassa (9.580 kg) foi de R$ 247,00
kg™ e a receita anual foi estimada em R$ 3.870.913,15, considerando que o
preco final desse produto seria 70% do menor prego do produto pigmentante
encontrado no mercado. Na Tabela 3 estdo demonstrados os custos e os lucros

obtidos para cada unidade do produto pigmentante bacteriano.

Tabela 3 — Custos unitarios e lucros econdmicos para cada unidade do produto
pigmentante de Rubrivivax gelatinosus considerando seu valor de
venda 70% do menor preco praticado pela concorréncia no interior
do estado de Sao Paulo, 2014

Custo de Custo do Valor de Lucro

Produto - n

. producao da produto venda da econdmico da
pigmentante . i 11 . 2 .
bacteriano biomassa comercial biomassa biomassa

(R$) (R$) (R$) (R$)
Biomassa 200 g 49,39 128,00 89,60 40,21
Biomassa 1.000 g 246,95 590,00 413,00 166,05
Biomassa 5.000 g 1.234,75 2.350,00 1.645,00 410,25

Valores dos produtos sintéticos com efeito pigmentante similar contendo 8% do principio ativo
astaxantina em outubro de 2014. 2Pregco de venda considerado da biomassa de Rubrivivax
gelatinosus como 70% do valor do produto pigmentante comercial.

Variagdes realizadas no preco médio de venda de novos produtos
influenciam o valor final das receitas geradas com sua comercializagao
(OLIVEIRA et al., 2004). Consequentemente, a estratégia de se reduzir o valor
comercial da biomassa (produto novo) em relagdo aos pigmentos sintéticos
(produtos tradicionais ja estabelecidos no mercado) foi necessaria para
possibilitar maior competitividade. A partir dos resultados, foi possivel identificar
uma flexibilidade desse projeto ao permitir ganhos econémicos mesmo
considerando valores de venda muito abaixo dos pregcos praticados pela
concorréncia. A analise dos resultados também demonstrou que as receitas
geradas no projeto sdo maiores que o CTP, o que se traduz em lucros
econdmicos para a empresa. Segundo Nogueira (2007), situagcdes em que as

receitas ndo sao suficientes para cobrir os custos operacionais e os custos de
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producdo significam colapso da atividade econdbmica com tendéncia a
depreciacéo dos bens e dificuldade para se recuperar o capital investido.

Os produtos pigmentantes utilizados na alimentagdo animal sé&o
conhecidos pelos altos valores praticados no mercado (MILEDGE, 2010;
OLAIZOLA, 2003; SPOLAORE et al., 2006). Takahashi et al. (2008) discutiram
varias estratégias utilizadas para a incluséo de ingredientes pigmentantes no
cultivo de trutas. Dentre os principais gargalos para a expansao da atividade,
destacou-se o alto prego do produto comercial contendo 8% do principio ativo
astaxantina (US$ 302,00 kg'). Em outra situagdo, quando sdo analisados os
custos de producdao somente do principio ativo astaxantina, o valor pode
ultrapassar US$ 2.500,00 kg (MILEDGE, 2010; SPOLAORE et al., 2006).
Ressalta-se, portanto, a competitividade da biomassa de Rubrivivax gelatinosus
que apresentou um custo inferior ao menor preco de mercado dos pigmentos
sintéticos utilizados na producdo animal (Tabela 3).

Os indices IL e IR da biomassa foram 38,87% e 23,65%, respectivamente
(Tabela 4). Esses resultados demonstraram que 38,87% da receita gerada da
producdo dos pigmentos bacterianos se referem ao lucro obtido pela atividade
econdmica. Além disso, a biomassa foi capaz de gerar 23,65% de rendimentos
em relagcdo ao capital imobilizado no negdcio. Esses indices sdo importantes
para comparar O resultado econémico gerado por diferentes projetos
agroindustriais. Li et al. (2011) desenvolveram um estudo econémico para o
cultivo de Haematococcus pluvialis em larga escala, objetivando a recuperacao
de biomassa para a producéo de astaxantina. A partir dos dados apresentados
pelos autores, foi possivel calcular um IL de 36,91% e um IR de 19,90%,
considerando uma receita anual de US$ 792.000,00 obtida com a producao de
36 toneladas da microalga. Comparativamente, os indices analisados
demonstraram vantagens do projeto de produgdo de biomassa de Rubrivivax
gelatinosus, apesar dos produtos obtidos em ambos os cultivos serem diferentes
em relagao ao principio ativo pigmentante.

Os indicadores econémicos do projeto estdo resumidos na Tabela 4. Os

critérios adotados para a avaliagdo econdmica indicaram viabilidade da
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producao de biomassa de Rubrivivax gelatinosus com base nos resultados do
VPL (R$ 4.466.192,26) e da TIR (23,70%). Quando a avaliagdo de um projeto é
realizada de forma independente, desconsiderando outras possibilidades de
investimentos, pode-se afirmar sua viabilidade se o VPL for positivo e se a TIR
for superior a TMA (BATALHA, 2007; BUARQUE, 1994; NOGUEIRA, 2007). O
estudo avaliou o projeto em um horizonte de 10 anos e a uma TMA de 10% ao
ano. Nesse periodo, as receitas geradas pela atividade superariam os gastos
com investimentos e os custos operacionais, retornando o capital investido em,
aproximadamente, quatro anos. Stephens et al. (2010) também realizaram
estudos de viabilidade do processo de obtengdo de biomassa de microalgas
gerando produtos com alto valor agregado (p-caroteno) e com potencial
bioenergético. As avaliagdes foram feitas em um horizonte de 30 anos e
revelaram uma TIR de 15% para um projeto técnico com produtividade de 20 g
de biomassa seca m~ dia”!, em uma area de 500 ha e a um custo de US$ 600
kg™' do produto pigmentante.

O PE é um indicador da flexibilidade de operacdo de uma fabrica e
representa o ponto em que, considerando variagbes sobre a quantidade de
produto beneficiado, as receitas se igualam aos custos (BATALHA, 2007;
BUARQUE, 1994; NOGUEIRA, 2007). O resultado obtido na analise do projeto
de Rubrivivax gelatinosus revelou flexibilidade no investimento com valor de
44,97% (Tabela 4). Um menor percentual do PE demonstra que a industria pode
operar abaixo da sua capacidade sem colocar todo o empreendimento em risco.

Os indicadores apresentados na Tabela 4 demonstraram um cenario
positivo para a implantagao da unidade de produgao de pigmentos bacterianos.
Entretanto, algumas condicdes, tais como a TMA e o prec¢o de venda do produto,
sao pré-estabelecidas para a obtengao dos resultados econdmicos e quaisquer
modificagdes nesses valores podem alterar a viabilidade do projeto técnico.

As TMA, consideradas para a analise de diferentes projetos
agroindustriais, podem ser utilizadas de acordo com taxas usuais praticadas por
linhas de créditos rurais e industriais de bancos privados (variavel), juros de

poupanga (baixo risco) ou taxa média de juros interbancérios registrados no
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SELIC (taxa referencial dos juros basicos praticados pelo governo). Pela Figura
2, é possivel constatar que, quando se eleva a TMA para valores acima de 22%,
aumenta a probabilidade de se inviabilizar a atividade de produgao de pigmentos
de Rubrivivax gelatinosus em fungéo dos resultados negativos do VPL ao longo
de 10 anos de duragdo da atividade econdbmica. Embora esse valor seja
considerado de grande risco, a margem percentual de juros abaixo de 22%
confere versatilidade ao projeto pela ampliagcdo das possibilidades de

alternativas de investimentos com diferentes taxas de desconto.

Tabela 4 — Indicadores financeiros e econémicos para um projeto de unidade de
producdo de biomassa de Rubrivivax gelatinosus considerando o
preco de venda da biomassa 70% do menor prego encontrado no
mercado para o produto sintético pigmentante

Indicadores financeiros e

a Unidade Valor
econdmicos
Custo total R$ 2.366.131,38
Receita total R$ 3.870.913,15
Lucro operacional R$ 1.504.781,77
VPL R$ 4.466.192,26
TIR % 23,70
PE % 44,97
IL % 38,87
IR? % 23,65
TRC anos 3,98

VPL — valor presente liquido; TIR — taxa interna de retorno; PE — ponto de equilibrio; IL — indice
de lucratividade; IR — indice de rentabilidade; TRC — tempo de retorno de capital; 'IR calculado
utilizando o lucro operacional (sem os custos de oportunidade).

Variagdes no preco de venda dos produtos bacterianos pigmentantes
podem alterar os indicadores econdmicos do projeto técnico e interferir na sua
viabilidade. Na Tabela 5 foram avaliadas trés situacdes considerando diferentes
precos de venda da biomassa bacteriana em relagdo ao menor pre¢o do produto
similar encontrado no mercado para pigmentagao animal. De acordo com os
resultados, € possivel viabilizar a comercializacdo do produto bacteriano mesmo
com o valor final reduzido pela metade do menor prego de mercado (situagéo 2,

Tabela 5). Por outro lado, o aumento do prego de venda sensibilizaria os
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indicadores econdmicos do projeto podendo tornar inviavel a atividade pelos
valores negativos do lucro econdmico, VPL, IL e IR (situacdo 3, Tabela 5).
Estudos que avaliaram a viabilidade econémica de processos industriais
encontraram situagdes semelhantes com alteragdes realizadas no preco final de
seus produtos, no valor do investimento inicial do projeto e na quantidade de
biomassa gerada a partir do cultivo de microalgas em larga escala (LI et al., 2012;
MONCADA et al., 2014; STEPHENS et al., 2010). Além disso, valores desejaveis
de VPL e TIR estao diretamente relacionados com menores custos operacionais
e com o aumento das receitas obtidas, o que proporciona uma melhor condigao

econdmica para os projetos.

5.000,00

4.000,00

3.000,00

2.000,00

1.000,00

0,00 : : : : : :
10 14 18 22 \\3.0
-1.000,00

-2.000,00

VPL x 103 (R$)

TMA (a.a.)

FIGURA 2 — Variacdo da taxa minima de atratividade (TMA) anual para os
calculos do valor presente liquido (VPL) no projeto para obtengéo
de produto pigmentante de Rubrivivax gelatinosus no interior do
estado de Sao Paulo, 2014.

Os custos totais de producdo apresentados na Tabela 5 indicaram
inviabilidade do processo de obtengao da biomassa quando o pre¢co de venda
correspondesse a 40% do menor valor praticado pela concorréncia (situagao 3).
Nessa simulagéo, a TIR foi considerada inferior a TMA (10% a.a.) adotada pelo

projeto e o PE aumentou consideravelmente, elevando o periodo de retorno do
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capital investido para o proximo do tempo total de duragdo da analise do projeto
(10 anos). Na simulagcdo em que o precgo de venda foi reduzido a metade do valor
do produto sintético, a TIR foi praticamente igual a TMA (10% a.a.), sinalizando
um risco para produgao. Essa sensibilizagado da TIR em relagdo aos pregos da
biomassa também foi verificada por Stephens et al. (2010) quando avaliaram o
cultivo de microalgas para a producgao de dleo e produtos de alto valor agregado.
De acordo com os autores, trés fatores sido relevantes para considerar a
viabilidade do projeto para cultivo de micro-organismos: reduzir custos de
biorreatores para os cultivos, aumentar a produtividade e o rendimento da

biomassa microbiana e agregar valor comercial aos coprodutos elaborados.

Tabela 5 — Indicadores econémicos para um projeto de unidade de produgao de
biomassa de Rubrivivax gelatinosus considerando variagdes do
preco de venda da biomassa em relagdo ao menor preco encontrado
no mercado para o produto sintético pigmentante

. ' . Variagdo no prego de venda da biomassa de Rubrivivax
Indicadores financeiros e

econdmicos gelatinosus

Situacdo 1 (60%)' Situacdo 2 (50%)? Situacéo 3 (40%)3
Investimento total’(R$) 6.354.494,18 6.347.531,84 6.340.569,49
Custo total’ (R$) 2.294.242,99 2.222.354,60 2.366.131,38
Receita total (R$) 3.317.925,56 2.764.937,96 2.150.466,22
Lucro operacional (R$) 1.023.682,57 542.583,36 (215.665,16)
VPL (R$) 2.400.534,93 334.877,60 (1.730.779,73)
TIR (%) 17,55 11,09 4,14
PE (%) 54,57 69,39 95,24
IL (%) 30,85 19,62 (10,03)
IR™ (%) 16,11 8,55 (3,40)
TRC (anos) 4,91 6,63 9,29

VPL - valor presente liquido; TIR — taxa interna de retorno; PE — ponto de equilibrio; IL — indice
de lucratividade; IR — indice de rentabilidade; TRC — tempo de retorno de capital;'Condigédo que
configura o prego de venda da biomassa como 60% do menor prego do produto pigmentante
similar encontrado no mercado. 2Condigdo que configura o prego de venda da biomassa como
50% do menor prego do produto pigmentante similar encontrado no mercado. 3Condi¢do que
configura o pregco de venda da biomassa como 40% do menor pre¢o do produto pigmentante
similar encontrado no mercado. "Variagdes no prego de venda alteram o investimento e os custos
totais por considerar nos calculos o capital de giro que inclui as necessidades de vendas do
produto a prazo como garantia para o inicio da atividade. "IR calculado utilizando o lucro
operacional (sem os custos de oportunidade).
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Conclusao

O projeto para a obtengdo de biomassa de Rubrivivax gelatinosus em
efluente de processamento de pescado em escala industrial mostrou-se viavel
economicamente, sendo possivel recuperar todo o capital investido em até
quatro anos de atividade da industria. O cenario foi considerado positivo pelos
indicadores econdmicos obtidos e com a comercializagao do produto bacteriano

abaixo do preco de mercado do pigmentante sintético.

Referéncias

AGALIDIS, I.; MATTIOLI, T.; REISS-HUSSON, F. Spirilloxanthin is released by
detergent from Rubrivivax gelatinosus reaction center as an aggregate with

unusual spectral properties. Photosynthesis Research, v. 62, p. 31-42, 1999.

AIBA, S. Growth kinetics of photosynthetic microorganisms. Advances

Biochemistry Engineering, v. 23, p. 85-156, 1982.

AVANCO, S. V.; PONSANO, E. H. G.; GARCIA-NETO, M.; PINTO, M. F.
Biomassa de Rubrivivax gelatinosus na criacdo de frangos de corte:
desempenho animal e cor dos produtos. Arquivos Brasileiros de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, v. 66, p. 1831-1838, 2014.

BATALHA, M. O. Gestao agroindustrial: GEPAI Grupo de estudos e

pesquisas agroindustriais. 42 ed., Sdo Paulo: Atlas, 2007.

BRASIL, H. G. Avaliagdo moderna de investimentos. Rio de Janeiro:
Qualitymark, 2008.

BROCK, T. D.; MADIGAN, M. T.; MARTINGO, J. M.; PARKER, J. Biology of



70

microorganisms. New York: Prentice Hall, 1994.

BUARQUE, C. Avaliagdo econdémica de projetos: uma apresentagcao

didatica. Rio de Janeiro: Elsevier, 1994.

DEL CAMPO, J. A.; GARCIA-GONZALEZ, M.; GUERRERO, M. G. Outdoor
cultivation of microalgae for carotenoid production: current state and perspectives.
Applied Microbiology and Biotechnology, v. 74, p. 1163-1174, 2007.

DERNER, R. B.; OHSE, S.; VILLELA, M.; CARVALHO, S. M.; FETT, R.
Microalgae, products and applications. Ciéncia Rural, v. 36, p. 1959-1967, 2006.

GOODWIN, T. W. The biochemistry of the carotenoids. Biosynthesis, v. 1, p.
578-602, 1981.

HOLT, J. G.; KRIEG, N. R.; SNEATH, P. H. A.; STALEY, J. T. Bergey’s manual
of determinative bacteriology. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins, 2000.

KASSAI, R.; KASSAI, S.; SANTOS, A.; ASSAF-NETO, A. Retorno de
investimento: abordagem matematica e contabil do lucro empresarial. Sao
Paulo: Atlas, 2000.

KIRBY, R. M.; BARTRAM, J.; CARR, R. Water in food production and processing:
quantity and quality concerns. Food Control, v. 14, p. 283-299, 2003.

LI, H.; CHEN, Q.; ZHANG, X.; FINNEY, K. N.; SHARIF, V. N.; SWITHENBANK,
J. Evaluation of a biomass drying process using waste heat from process
industries: a case study. Applied Thermal Engineering, v. 35, p. 71-80, 2012.

LI, J.; ZHU, D.; NIU, J.; SONGDONG, S.; WANG, G. An economic assessment

of astaxanthin production by large scale cultivation of Hametococcus pluvialis.



71

Biotechnology Advances, v. 29, p. 568-574, 2011.

LIMA, L. K. F.; PINTO, M. F.; PONSANO, E. H. G. Produtividade e redugao da
carga poluente na obtengdo de biomassa em residuo de processamento de
pescado. In: XXI CONGRESSO BRASILEIRO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS E XV SIMPOSIO LATINO AMERICANO E DO CARIBE DE
CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS, 2008. Belo Horizonte. Anais
eletronicos ... Belo Horizonte: SBCTA, 2008.

LIMA, L. K. F.; PONSANO, E. H. G.; PINTO, M. F. Cultivation of Rubrivivax
gelatinosus in fish industry effluent for depollution and biomass production.
World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 27, p. 2553-2558,
2011a.

LIMA, L. K. F.; PONSANO, E. H. G.; PINTO, M. F. Recuperation of bacterial
biomass produced in the treatment of industry effluent. Agricultural Science
and Technology, v. 17, p. 456-462, 2011b.

LORENZ, R.; CYSEWSKI, G. Commercial potential for Haematococcus
microalgae as a natural source of astaxanthin. Trends Biotechnology, v. 18, p.
160-167, 2000.

LU, H.; ZHANG, G.; WAN, T.; LU, Y. Influences of light and oxygen conditions on
photosynthetic bacteria macromolecule degradation: Different metabolic

pathways. Bioresource Technology, v. 102, p. 9503-9508, 2011.

MATSUNAGA, M.; BEMELMANS, P. F.; TOLEDO, P. E. N.; DULLEY, R. D;
OKAWA, H.; PEDROSO, I. A. Metodologia de custo de producao utilizada pelo
Instituto de Economia Agricola. Boletim Técnico do Instituto de Economia
Agricola, v. 23, p. 123-139, 1976.



72

MILLEDGE, J. Commercial applications of microalgae other than as biofuels: a
brief review. Reviews of Environment Science and Biotechnology, v. 10, p.
31-41, 2010.

MOLINA GRIMA, E.; BELARBI, E.; ACIEN FERNANDEZ, F. G.; MEDINA, A. R;
CHISTI, Y. Recovery of microalgal biomass and metabolites: process options and

economics. Biotechnology Advances, v. 20, p. 491-515, 2003.

MONCADA, J.; TAMAYO, J. A.; CARDON, C. A. Integrating first, second and
third generation biorefineries: incorporating microalgae into the sugarcane

biorefinery. Chemical Engineering Science, v. 118, p. 126-140, 2014.

MOSCOSO, F.; DEIVE, F. J; LONGO, M. A; SANROMAN, M. A
Technoeconomic assessment of phenanthrene degradation by Pseudomonas
stutzeri CECT 930 in a bach bioreactor. Bioresource Technology, v. 104, p. 81-
89, 2012.

NOGUEIRA, M. P. Gestdo de custos e avaliagdo de resultados: agricultura e

pecuaria. 22 ed., Bebedouro: Scot Consultoria, 2007.

OLAIZOLA, M. Commercial development of microalgal biotechnology: from the

test tube to the marketplace. Biomolecular Engineering, v. 20, p. 459-466, 2003.

OLIVEIRA, F.; COSTA, S. M. A. L.; TARSIANO, M. A. A.; SANT'ANA, A. L.
Produgéo de mel na regido noroeste do Estado de Sao Paulo: um estudo de caso

de produtor familiar. Informagoes Econémicas, v. 34, p. 15-24, 2004.

PASSOS, R.; MORIEL, D. G.; LAGREZE, F.; GOUVEIA, L.; MARASHIN, M
BEIRAO, L. H. Fontes naturais de carotenoides de interesse para a aquicultura:
analise comparativa da eficiéncia de métodos de extragdo. Revista Brasileira
de Engenharia de Pesca, v. 2, p. 103-113, 2007.



73

POLONIO, L. B.; PONSANO, E. H. G.; PINTO, M. F.; GARCIA-NETO, M.
Utilization of bacterial (Rubrivivax gelatinosus) biomass for egg yolk pigmentation.

Animal Production Science, v. 50, p. 1-5, 2010.

PONSANO, E. H. G.; GRASSI, T. L. M.; SANTO, E. F. E.;; MARCOS, M. T. S;
CAVAZZANA, J. F.; PINTO, M. F. Color and carotenoids in tilapia fish feed
different carotenoids. In: 60" INTERNATIONAL CONGRESS OF MEAT
SCIENCE AND TECHNOLOGY (ICoMST), 2014, Punta Del Este. Anais
eletrénicos ... Punta Del Este: ICOMST, 2014.

PONSANO, E. H. G.; LACAVA, P. M.; PINTO, M. F. Chemical composition of
Rhodocyclus gelatinosus biomass produced in poultry slaughterhouse
wastewater. Brazilian Achieves of Biology and Technology, v. 46, p. 143-147,
2003.

PONSANQO, E. H. G.; LACAVA, P. M.; PINTO, M. F. Isolation of Rhodocyclus
gelatinosus from poultry slaughterhouse wastewater. Brazilian Achieves of
Biology and Technology, v. 45, p. 445-449, 2002a.

PONSANO, E. H. G;; LIMA, L. K. F.; TORRES, A. P. C. From a pollutant
byproduct to a feed ingredient. In: MANTOVIC, D. (Ed.) Biomass - detection,
production and usage. Croatia: InTech, 2011. pp. 461-472.

PONSANO, E. H. G.; PAULINO, C. Z.; PINTO, M. F. Phototrophic growth of
Rubrivivax gelatinosus in poultry slaughterhouse wastewater. Bioresource
Technology, v. 99, p. 3836-3842, 2008.

PONSANO, E. H. G.; PINTO, M. F.; GARCIA NETO, M.; LACAVA, P. M.
Evaluation of Rhodocyclus gelatinosus biomass for broiler pigmentation. Journal
Applied of Poultry Research, v. 11, p. 77-82, 2002b.



74

PONSANO, E. H. G.; PINTO, M. F.; GARCIA NETO, M. LACAVA, P. M.
Performance and color of broilers fed diets containing Rhodocyclus gelatinosus

biomass. Brazilian Journal of Poultry Science, v. 6, p. 237-242, 2004a.

PONSANO, E. H. G.; PINTO, M. F.; GARCIA NETO, M. LACAVA, P. M.
Rhodocyclus gelatinosus biomass for egg yolk pigmentation. Journal Applied
Poultry Research, v. 13, p. 421-425, 2004b.

SANTO, E. F. E.; LIMA, L. K. F.; TORRES, A. P. C.; OLIVEIRA, G.; PONSANO,
E. H. G. Comparison between freeze and spray drying to obtain powder
Rubrivivax gelatinosus biomass. Food Science and Technology, v. 33, p. 47-
51, 2013.

SASAKI, K.; NOPARATNARAPORN, N.; HAYASHI, M.; NISHIZAWA, Y .; NAGAI,
S. Single-Cell protein production by treatment of soybean wastes with
Rhodopseudomonas gelatinosa. Journal of Fermentation Technology, v. 59,
p. 471-477, 1981.

SPOLAORE, P.; JOANNIS-CASSAN, C.; DURAN, E.; ISAMBERT, A.
Commercial applications of microalgae. Journal of Bioscience and
Bioengineering, v. 101, p. 87-96, 2006.

STEPHENS, E.; ROSS, |.; KING, Z.; MUSSGNUG, J.; KRUSE, O.; POSTEN, C.
An economic and technical evaluation of microalgal biofuels. Nature
Biotechnology, v. 28, p. 126-128, 2010.

TAKAHASHI, N.S.; TSUKAMOTO, R.Y.; TABAT, Y.A.; RIGOLINO, M.G. Truta
salmonada: processo produtivo em constante aprimoramento no Brasil.
Panorama da Aquicultura, v. 105, p. 28-33, 2008.



75

TINOI, J.; RAKARIYATHAM, N.; DEMING, R. L. Utilization of mustard waste
isolates for improved production astaxanthin by Xanthophylomyces dendrorhous.
Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, v. 33, p. 309-314,
2006.

VALDUGA, E.; TATSCH, P. O.; TIGGEMANN, L.; TREICHEL. H.; TONIAZZO,
G.; ZENI, J.; DI LUCCIO, M. Producéao de carotenoides: microrganismos como
fonte de pigmentos naturais. Quimica Nova, v. 32, p. 2429-2436, 2009.



76

APENDICE A - Normas para envio do artigo & revista World Journal of
Microbiology and Biotechnology

World Journal of Microbiology and Biotechnology

http://www.springer.com/chemistry/biotechnology/journal/11274?detailsPage=pltci 1060769

Editor-in-Chief: Peter J. Large
ISSN: 0959-3993 (print version)

ISSN: 1573-0972 (electronic version)

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before; that it is not under
consideration for publication anywhere else; that its publication has been approved by all co-authors, if any, as well as
by the responsible authorities — tacitly or explicitly — at the institute where the work has been carried out. The publisher
will not be held legally responsible should there be any claims for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published elsewhere are required to
obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online format and to include evidence that such
permission has been granted when submitting their papers. Any material received without such evidence will be
assumed to originate from the authors.

Online Submission

Authors should submit their manuscripts online. Electronic submission substantially reduces the editorial processing
and reviewing times and shortens overall publication times. Please follow the hyperlink “Submit online” on the right

and upload all of your manuscript files following the instructions given on the screen.

Title Page

The title page should include:
e  The name(s) of the author(s)
e A concise and informative title
e  The affiliation(s) and address(es) of the author(s)
e The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author

Abstract

Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any undefined abbreviations or

unspecified references.

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

Format

Manuscripts should be divided into the following sections:


http://www.springer.com/chemistry/biotechnology/journal/11274?detailsPage=pltci_1060769

77

» Title page

* Abstract

¢ Introduction

* Materials and methods
* Results

* Discussion; the Discussion section must not recapitulate the Results
» Acknowledgements

* References

* Figure legends

* Figures

* Tables

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.
e  Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

e  Use italics for emphasis.

e  Use the automatic page numbering function to number the pages.
e Do not use field functions.

e Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

e  Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

e  Use the equation editor or MathType for equations.

e  Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word versions).
Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

e  LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a reference included in the
reference list. They should not consist solely of a reference citation, and they should never include the bibliographic
details of a reference. They should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by superscript lower-case letters
(or asterisks for significance values and other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the article are not
given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section before the reference list. The

names of funding organizations should be written in full.

Citation

Cite references in the text by name and year in parentheses. Some examples:


http://static.springer.com/sgw/documents/468198/application/zip/LaTeX.zip

78

e Negotiation research spans many disciplines (Thompson 1990).

e This result was later contradicted by Becker and Seligman (1996).

e This effect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995; Kelso and Smith 1998;
Medvec et al. 1999).

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have been published or accepted for
publication. Personal communications and unpublished works should only be mentioned in the text. Do not use
footnotes or endnotes as a substitute for a reference list.
Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author of each work.

e  Journal article

Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L (2009) Effect of
high intensity intermittent training on heart rate variability in prepubescent children. Eur J Appl
Physiol 105:731-738. doi: 10.1007/s00421-008-0955-8

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long author lists will
also be accepted:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J Med 965:325—
329

e Article by DOI

Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine production. J Mol
Med. doi:10.1007/s001090000086

e Book
South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London
e Book chapter

Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern genomics, 3rd
edn. Wiley, New York, pp 230-257

e  Online document

Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

e Dissertation
Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of Title Word Abbreviations, see

e [SSN.org LTWA

If you are unsure, please use the full journal title.
For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting of in-text citations and

reference list.

e  EndNote style (zip, 2 kB)

Tables

e  All tables are to be numbered using Arabic numerals.
e  Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

e  For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table.


http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/
http://static.springer.com/sgw/documents/943037/application/zip/Orient+Pharm+Exp+Med.zip

Identify any previously published material by giving the original source in the form of a reference
at the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for
significance values and other statistical data) and included beneath the table body.

Artwork and Illustrations Guidelines

Electronic Figure Submission

Supply all figures electronically.
Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format. MSOffice

files are also acceptable.
Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.

Line Art
100
—& - Ameboid microglia
& - Ramified microglia
5
£ - _
£ - -~
i -7 =
T 10 i
E. B L 2
P AXANOVA: P=0.25
o
c .
o A
°
o
[ -
Ea -
b A-—_ 1
= ' .
1xANOVA: P=0.01 * each
AxANOVA: P=0,04 *
0
DLPFC ACC Hi MD

Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the figures are

legible at final size.
All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum resolution of
1200 dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Halftone Art
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e Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

e Ifany magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars within the figures
themselves.

e  Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Combination Art
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e Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line drawing,
extensive lettering, color diagrams, etc.
e  Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art
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Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information will still
be visible. Many colors are not distinguishable from one another when converted to black and
white. A simple way to check this is to make a xerographic copy to see if the necessary
distinctions between the different colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2—-3 mm (8-
12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type on an axis
and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the consecutive
numbering of the main text. Do not number the appendix figures,

"Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material) should,

however, be numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts. Include
the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also in bold
type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at the end
of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, etc., as
coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form of a reference

citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not higher
than 234 mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not higher
than 198 mm.

Permissions
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If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from the copyright
owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some publishers do not grant electronic rights for
free and that Springer will not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In such

cases, material from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, please make sure that
e Al figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software or a
text-to-Braille hardware)
e  Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (colorblind users
would then be able to distinguish the visual elements)

e Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

Electronic Supplementary Material
Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other supplementary files to be
published online along with an article or a book chapter. This feature can add dimension to the author's article, as

certain information cannot be printed or is more convenient in electronic form.

Submission

e Supply all supplementary material in standard file formats.

e  Please include in each file the following information: article title, journal name, author names;
affiliation and e-mail address of the corresponding author.

e To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may require very

long download times and that some users may experience other problems during downloading.

Audio, Video, and Animations
e  Always use MPEG-1 (.mpg) format.

Text and Presentations

e Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term viability.
e A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

e  Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.
e Ifthe readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets should be
submitted as .xls files (MS Excel).

Specialized Formats
e  Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook), and .tex

can also be supplied.

Collecting Multiple Files

e [tis possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

e  Ifsupplying any supplementary material, the text must make specific mention of the material as a
citation, similar to that of figures and tables.
e  Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the animation (Online

Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource 4”.
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e Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions

e  For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content of the
file.

Processing of supplementary files

e  Electronic supplementary material will be published as received from the author without any

conversion, editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your supplementary files, please make
sure that

e  The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material

e  Video files do not contain anything that flashes more than three times per second (so that users

prone to seizures caused by such effects are not put at risk)



