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RESUMO

As microalgas apresentam-se como potencial matéria-prima para diversos produtos, visto suas composicfes
intracelulares variadas, abrangendo areas como a alimenticia, farmacéutica e cosmética. No contexto das
biorrefinarias integradas, podem contribuir para o aumento da sustentabilidade ambiental de certos processos,
sendo um exemplo a possibilidade de tratamento de efluentes e posterior utilizacdo da biomassa gerada para a
producdo de biocombustiveis e/ou biofertilizantes, abrangendo também a bioeconomia, em virtude da melhoria
da viabilidade econdmica desses processos. Objetivou-se avaliar se as condi¢Bes de cultivo microalgal das
microalgas Spirulina platensis e Scenedesmus obliquus em consorcio, com e sem adicdo de efluente de
bovinocultura proveniente de processo de biodigestdo de esterco bovino, influenciam na composicao quimica da
biomassa quanto aos teores de carboidratos e proteinas. Ainda, buscou-se verificar as concentracdes de fosforo
total e DQO (Demanda Quimica de Oxigénio) nos meios de cultivo, a fim de verificar se os cultivos microalgais
contribuem na valoracdo do efluente através do uso dos nutrientes presentes para geragdo de biomassas. A adigédo
de efluente na concentragdo de 10% n&o influenciou significativamente na composi¢do quimica da biomassa em
termos de carboidratos e proteinas, quando comparado ao cultivo sem adi¢do de efluente. Nao foi observada
reducdo das concentracfes de fosforo total e DQO do meio de cultura adicionado de efluente, uma vez que o
efluente era adicionado periodicamente. As biomassas obtidas poderiam ser aplicadas para a produgdo de
biofertilizantes e biogas, entretanto ndo se aplicariam a producgdo de bioetanol, em funcdo das composicoes
quimicas em proteinas e carboidratos observadas.

Palavras-chave: Sustentabilidade, biorrefinarias, bioprodutos, valoragdo de residuos.

ABSTRACT

Microalgae are presented as a potential raw material for several products, given their varied intracellular
compositions, covering sectors such as food, pharmaceuticals and cosmetics industries. In the context of
integrated biorefineries, they can contribute to increasing the environmental sustainability of certain processes,
an example being the possibility of effluent treatment and subsequent use of the obtained biomass for production
of biofuels and/or biofertilizers, encompassing also the bioeconomy concept, due to the improvement of the
economic viability of these processes. The aim of this study was to evaluate if the conditions of microalgal
cultivation of Spirulina platensis and Scenedesmus obliquus in consortium, with and without addition of bovine
culture effluent from bovine manure biodigestion, can influence the chemical composition of biomass regarding
carbohydrates and proteins. Furthermore, the concentrations of total phosphorus and COD (Chemical Oxygen
Demand) in the culture media were analyzed, in order to verify whether microalgal cultures contribute to the
valuation of the effluent through the use of its nutrients for biomass generation. The addition of effluent at a
concentration of 10% did not significantly influence the chemical composition of the biomass regarding
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carbohydrates and proteins, when compared to cultivation without the addition of effluent. There was no
reduction in the concentrations of total phosphorus and COD in the culture medium added with effluent, since
the effluent was added periodically. The biomass obtained could be applied for the production of biofertilizers
and biogas, however it could not be applied for the production of bioethanol, due to the chemical composition of
proteins and carbohydrates observed.

Keywords: Sustainability, biorefineries, bioproducts, waste valuation.

1. INTRODUCAO

A busca pelo desenvolvimento sustentavel tem trazido foco as biorrefinarias, as quais consistem
no uso de matérias-primas renovaveis em processos produtivos que nao gerem residuos, ou que esses
residuos sejam minimos ao final do processo. As biorrefinarias permitem, além de uma producéo
sustentavel com uma geracdo reduzida de residuos e gases poluentes, a obtencao de diversos produtos,
entre eles: biocombustiveis, biofertilizantes, alimentos funcionais ou ingredientes nutracéuticos,
matérias-primas para a obtengdo de farmacos, entre outros (Cherubini, 2010; Fernando et al., 2006).
Como potencial matéria-prima para biorrefinarias encontram-se as microalgas, as quais s&o
microrganismos fotossintéticos. Estas microalgas podem ter suas composi¢fes quimicas modificadas
em funcdo da manipulacdo das condicdes nutricionais dos meios e das condi¢cbes ambientais dos
cultivos, permitindo seu uso para a producado de diversos produtos, o que pode diminuir os impactos dos
elevados custos dos cultivos microalgais (Astolfi et al., 2020; Préat et al., 2020; Zhu, 2015).

As microalgas tém sido usadas por populacbes antigas ha séculos devido aos beneficios
alimentares que apresentam, e vem retornando desde a década de 1960 a se destacar como alimentos
considerados benéficos para a saude, e em usos em areas como a farmacéutica e cosmética (Zhu, 2015;
Bertoldi; Sant’ Anna; Oliveira, 2008; Richmond et al., 1993). Porém, o cultivo de microalgas apresenta
elevados custos, o que dificulta seu uso em escala industrial para os fins aos quais tem potencial e cujos
produtos gerados apresentam mais baixo valor agregado, como os biocombustiveis de terceira geracao
(Abdullah et al., 2019; Préat et al., 2020; Zhu, 2015). Nesse ambito, surge a busca por diminuir custos
de cultivo, sendo o0 meio de cultivo uma parcela consideravel dos custos, meios de cultivo alternativos
séo alvos de diversos estudos, entre eles o uso de efluentes (Hultberg et al., 2017; Mahdy et al., 2015;
Zeng et al., 2015).

O uso de efluentes das mais diversas origens é relatado em diversos estudos visando o cultivo
de microalgas (Ansari et al., 2019; Hultberg et al., 2017; Markou, 2015; Paddock, Fernandez-Bayo,
Vandergheynst, 2019). Esse uso traz duas vantagens estratégicas para o cultivo microalgal: com a adi¢éo
de efluente, consequente aumento da carga organica, e limitacdo de nutrientes, ocorre estresse celular,
levando assim, a microalga a acumular compostos de reserva, como os carboidratos, essenciais para a
producdo do biocombustivel bioetanol (Salla et al., 2016). A outra vantagem é a possibilidade de
tratamento do efluente, devido a microalga utilizar como nutrientes certos compostos presentes no
efluente, como fdsforo e nitrogénio inorganicos. Além de que a cooperagdo entre microrganismos ja
presentes no efluente e a microalga, pode trazer beneficios para o cultivo, como o aumento da producao
de biomassa e remogéo dos compostos mencionados anteriormente (Mahdy et al., 2015; Wang et al.,
2020). Outra cooperacdo, que também traz beneficios, pode ser obtida por cultivos em consorcio
utilizando mais de uma espécie de microalga (Huy et al., 2018; Koreiviené et al., 2014), o que diminui
os riscos de toxicidade causados pelos efluentes para os microrganismos. O uso de cultivos descontinuos
alimentados permite a adi¢do das fontes organicas de nutrientes (nesse caso os efluentes) aos poucos
durante os cultivos, evitando os processos de toxicidade as células.

Assim, o uso de microalgas cultivadas com efluentes no contexto das biorrefinarias, tem
potencial para a reducdo de custos do cultivo e obtencdo de biocombustiveis algais, proporcionando
assim, um processo ambientalmente sustentavel e vidvel economicamente (Xin et al., 2016; Zhu, 2015).
Obijetivou-se avaliar o consércio microalgal de Spirulina platensis e Scenedesmus obliquus, cultivado
em modo descontinuo alimentado, em meios com adicdo de efluente de bovinocultura, verificando-se
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os efeitos nas composi¢Ges quimicas das biomassas obtidas e na reducdo da carga organica dos
efluentes.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Cultivo Microalgal

O cultivo foi realizado em batelada alimentada com as microalgas Spirulina platensis LEB 52 e
Scenedesmus obliquus, cujos indculos foram mantidos pelo Laboratério de Bioguimica e Bioprocessos
do Campus | da Universidade de Passo Fundo. O efluente de bovinocultura foi proveniente de processo
de biodigestao de esterco bovino para geracdo de energia em uma propriedade da cidade de Vacaria
(RS). Foram utilizados tanques do tipo raceway de 10 L cada, sendo o cultivo conduzido na estufa
localizada no Parque Cientifico e Tecnoldgico da Universidade de Passo Fundo (coordenadas
geogréficas: 28°13'40.0"S 52°23'23.7"W), com controle de temperatura entre 20 e 30 °C. Os in6culos
da S. platensis e S. obliquus foram adaptados nas condicGes da estufa de cultivo, em funcdo das
condigdes prdprias de luminosidade natural e temperaturas mencionadas anteriormente. Apds a
adaptacdo dos indculos, os cultivos foram iniciados em quatro tanques raceway com concentracdo
microalgal total de aproximadamente 0,1 g/L, com adicéo de 10% (v/v) de efluente (Magro et al., 2021)
em dois dos tanques (descontinuo alimentado), enquanto em outros dois tanques nao foi adicionado
efluente (descontinuo simples), visando a avaliagdo da influéncia do efluente nos cultivos. O volume
restante foi completado com meio de cultivo Zarrouk na concentracdo de 20% (Zarrouk, 1966). A
agitacdo dos tanques foi realizada por bombas submersas de 5 W cada.

O cultivo foi conduzido durante 20 dias, com encerramento quando os mesmos atingiram a fase
de declinio ou morte celular. Diariamente, foi realizada a anélise de pH, e a cada cinco dias foram
coletadas amostras para a determinacdo de massa seca. Amostras também foram retiradas e
centrifugadas, separando-se o sobrenadante e os sélidos, os quais foram congelados para determinacdes
das concentracdes de DQO e fosforo no sobrenadante, e da composicdo em carboidratos e proteinas das
biomassas. Ap6s a coleta dessas amostras foram adicionados 1 L (10%) de efluente, previamente
filtrado em algodao, nos tanques com os cultivos com efluente, nos tempos 5, 10 e 15 dias, com exce¢ao
do 20° dia, quando foi encerrado o cultivo, e no dia 0 foi adicionado efluente anteriormente a coleta de
amostra.

2.2. Determinac@es Analiticas

O pH foi determinado em peagametro (Digimed DM-22). A massa seca foi determinada por
filtracdo de volume conhecido de amostra em membranas de celulose 0,45 pum usando sistema
Millipore.

As biomassas coletadas nos dias 0, 5, 10, 15 e 20 por centrifugacao, foram secas em estufa por
24 h a 50 °C e submetidas ao rompimento celular por sonicacdo em desruptor de células ultrassénico de
550 W, durante 5 min. Posteriormente, foram caracterizadas quanto aos teores de carboidratos pelo
método fenol-sulfdrico (Dubois et al., 1956) e proteinas pelo método Folin-Lowry (Lowry et al., 1951).
Os sobrenadantes coletados foram caracterizados quanto a demanda quimica de oxigénio (DQO) por
titulagdo e fosforo total (APHA, 2015).

60



Revista CIATEC — UPF, vol.13 (1), p.p.58-67, 2021

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Acompanhamento dos cultivos

As Figuras 1 e 2 apresentam a variacdo dos valores de pH ao longo do cultivo e as concentracfes
de massa seca, respectivamente. O pH se manteve alcalino durante todo o cultivo, o que € esperado
visto a composicdo alcalina do meio (Zarrouk, 1966), e ocorreu o crescimento das microalgas
juntamente com a elevagdo do pH, enfatizando o melhor crescimento de microalgas em pH elevado
(Perez-Garcia et al., 2011). O decréscimo do pH no final do cultivo sem efluente pode estar associado
ao consumo de nutrientes que conferem caréter alcalino ao meio (bicarbonato de sédio, nitrato de sodio
e cloreto de calcio). O pH do cultivo com efluente manteve-se estavel, em funcdo da adicéo periddica
de efluente, que apresentava pH 7,24+0,02, diminuindo assim o pH do meio em relagdo aos cultivos
realizados sem efluente.
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Figura 1: pH ao longo dos cultivos das microalgas em consércio em reatores operados com e sem adi¢do de efluentes.

Os cultivos sem efluente atingiram valores maiores de massa seca, comparados aos cultivos com
efluente (Figura 2), isso pode ser devido ao estresse celular causado pelo efluente, que pode ter levado
a um crescimento menor da microalga. A méaxima concentracdo foi obtida no cultivo sem efluente
(1,0545+0,0026 g/L) no tempo de 15 dias, enquanto para o cultivo com efluente as concentragoes
obtidas foram inferiores (0,4794+0,0631 g/L) para o0 mesmo tempo de cultivo. A diferenca nas
concentracdes de massa seca iniciais entre os dois tipos de cultivo pode ser devido aos solidos presentes
no efluente, que podem ficar retidos no filtro, assim, influenciando no resultado. Observa-se uma
reducdo da concentracdo inicial de massa seca no cultivo com efluente, indicando um efeito de
toxicidade ocasionado pela adi¢do do efluente ao meio desde o tempo inicial dos cultivos. Apds 5 dias,
houve uma readaptacéo das células, que permitiu atingir as concentragdes mencionadas.
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Figura 2: Massa seca (g/L) ao longo dos cultivos.
Colunas que compartilham de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey a 5%
de significancia.

3.2. Teores de carboidratos e proteinas nas biomassas

A Figura 3 apresenta a varia¢do dos teores de carboidratos e proteinas ao longo dos cultivos com
e sem efluente. No tempo de 10 dias, observa-se que os teores de carboidratos das biomassas dos
cultivos realizados com e sem efluente foram diferentes entre si. A maior concentracdo de carboidratos
intracelular foi obtida no tempo de 15 dias (32,67+£1,61% no cultivo sem efluente e 28,52+1,70% no
cultivo com efluente). Em relagdo aos tempos iniciais e finais (0 e 20 dias), observa-se aumento nos
teores de carboidratos intracelulares, de aproximadamente 6,4% no dia 0 para em torno de 24-27% no
tempo de 20 dias. Assim, a adicdo de efluente durante o cultivo, nas condic¢Oes estudadas, ndo exerceu
efeito significativo no acimulo de carboidratos intracelulares, obtendo-se uma elevacéo de carboidratos
intracelulares em ambos os cultivos.

Em relacdo aos teores de proteinas das biomassas (Figura 3b), observa-se uma reducgéo ao longo
do tempo com excecéo para o experimento adicionado de efluente no tempo de 10 dias. Assim, os teores
de proteinas das biomassas nos cultivos com e sem efluente foram estatisticamente iguais, analisando-
se um mesmo tempo de cultivo, com excecdo do tempo de 10 dias. A adicdo de efluente durante o
cultivo, nas condi¢cdes estudadas, ndo exerceu efeito significativo no acumulo de proteinas
intracelulares.
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Figura 3: Teores de (a) carboidratos (%) e (b) proteinas (%) nas biomassas obtidas em diferentes tempos de cultivo.
Colunas que compartilham de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey a
5% de significancia.

3.3. Determinacdes de DQO e fésforo durante os cultivos

A Figura 4 apresenta os resultados das analises da demanda quimica de oxigénio (DQO) e
fésforo total. Os cultivos apresentaram resultados de matéria organica (DQO) estatisticamente iguais
no tempo inicial, indicando que a adicdo de 10% de efluente ndo alterou significativamente esses
valores. Observa-se que ocorreu um aumento de DQO entre os dias 0 e 5 no cultivo com efluente,
mantendo-se estavel nos dias posteriores. Provavelmente o aumento de DQO seja devido a morte celular
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de parte das células em funcdo da toxicidade do efluente. Os resultados de DQO nos cultivos sem
efluente variaram de forma aleatoria ao longo do tempo, podendo indicar da mesma forma que os
cultivos ndo apresentavam-se estaveis, podendo significar morte celular. A concentracdo de biomassa
ndo segue 0 mesmo padrdo, uma vez que a determinacdo por massa seca ndo diferencia células vivas e
mortas. Ainda, podem ter ocorridos erros analiticos na determinacao de DQO.
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Figura 4: (a) DQO (mg/L) e (b) Fésforo (mg/L) dos sobrenadantes dos cultivos ao longo do tempo.
Colunas que compartilham de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey a
5% de significancia.

Em relacdo as analises de fosforo total (Figura 4b), ao longo dos cultivos foram observados
alguns aspectos, como a reducdo da concentracdo no cultivo sem efluente e concentracdes
estatisticamente iguais durante o cultivo com presenca de efluente. Uma vez que realizou-se a adigéo
de efluente a cada 5 dias (contendo de 3,09 mg/L de fosforo), esse comportamento padrdo pode ser
devido a isso, 0 que indica que o microrganismo estava consumindo fosforo, mas em funcéo da adigédo
de efluente em batelada alimentada, esse consumo néo é observado ao longo do tempo. A presenca de
fosforo em ambos os cultivos pode ser devida a presenga deste composto no meio Zarrouk.
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4. CONCLUSAO

Sabe-se que a aplicabilidade por vias biotecnoldgicas das microalgas € promissora, Visto
principalmente os biocombustiveis com simultaneo tratamento de efluentes. Dentre as conclusdes do
presente trabalho, observa-se principalmente a adaptabilidade das cepas de S. platensis e S. obliquus ao
efluente de bovinocultura proveniente de processo de biodigestdo de esterco bovino. Entretanto, a
adicdo de 10% de efluente no tempo inicial dos cultivos com efluente ocasionou efeito de toxicidade
aos microrganismos, impedindo a avaliacdo exata dos efeitos de um cultivo em batelada alimentada em
comparacao a batelada simples. N&o foi possivel diferenciar os cultivos tambem em relagdo a remogéo
de DQO e fosforo, uma vez que foi sendo realizada adicdo de efluente ao longo do tempo nos cultivos
em batelada alimentada. No entanto, isso indica que esses nutrientes estavam sendo consumidos. A
biomassa obtida poderia ser aplicada para a producdo de bioprodutos que requeiram concentracfes
medianas de proteinas e carboidratos, como na producdo de biofertilizantes e biogas, entretanto ndo se
aplicariam a producéo de bioetanol.
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