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RESUMO - As microalgas despontam como potencial matéria-prima para diversos produtos, visto suas composicdes
intracelulares variadas, abrangendo areas como a alimenticia, farmacéutica e cosmética. Também entram no contexto
das biorrefinarias, apresentando potencial para 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. O uso de efluentes no meio de cultivo e a inser¢do no contexto das biorrefinarias
pode levar o uso de microalgas para certos fins, mais préximo da viabilidade econdmica. Nesse sentido, o presente
trabalho avaliou o cultivo microalgal das microalgas Spirulina platensis e Scenedesmus obliquus em consércio, com e
sem adicdo de efluente de bovinocultura proveniente de processo de biodigestdo de esterco bovino para geragdo de
energia, analisando a composicdo intracelular quanto ao teor de carboidratos e proteinas, e as concentragdes de fosforo
total e DQO.
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1 INTRODUCAO

A busca por desenvolvimento sustentavel tem levado a um foco em biorrefinarias, as quais consistem no uso
de matérias-primas renovaveis em um processo produtivo que ndo gere residuos, ou que esses residuos sejam minimos,
no final do processo completo. As biorrefinarias permitem, além de uma producdo sustentdvel com uma geragdo
reduzida de residuos e gases poluentes, a obtencdo de diversos produtos, entre eles: biocombustiveis, biofertilizantes, e
alimentos funcionais (CHERUBINI, 2010; FERNANDO et al., 2006). Como potencial matéria-prima para
biorrefinarias se apresentam as microalgas, microrganismos fotossintéticos que gracas a possibilidade de direcionar seus
cultivos para a obtencdo de biomassas com composi¢des especificas, permitem seu uso na produgdo de diversos
produtos, o que pode diminuir os impactos dos elevados custos dos cultivos microalgais (PREAT et al., 2020;
ASTOLFI et al., 2020; ZHU, 2015).

A utilizagdo de microalgas ndo é uma novidade para a humanidade, tendo sido usadas por populagdes antigas
devido aos beneficios alimentares que apresentam, e vem retornando desde a década de 1960 a se destacarem como
alimentos considerados benéficos para a salde, 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 fins ao qual tem potencial, como os biocombustiveis
de terceira geragdo (ABDULLAH et al., 2019; PREAT et al., 2020; ZHU, 2015). Nesse ambito, surge a busca por
diminuir custos de cultivo, sendo 0 meio de cultivo uma parcela consideravel dos custos, meios de cultivo alternativos
sdo alvos de diversos estudos, entre eles 0 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 adicdo de
efluente, consequente aumento da carga orgénica, e limitacdo de nutrientes, ocorre estresse celular, levando assim, a
microalga a acumular compostos de reserva, como 0s carboidratos, essenciais para a produgdo 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 fdésforo e nitrogénio inorganicos. Além de que a
cooperacdo entre microrganismos ja presentes no efluente e a microalga, pode trazer beneficios para o cultivo, como o
aumento da producdo de biomassa e remocdo dos compostos mencionados anteriormente (WANG et al., 2020;
MAHDY et al., 2015). Outra cooperacdo, que também traz beneficios, pode ser obtida por cultivos em consorcio
utilizando mais de uma espécie de microalga (HUY et al., 2018; KOREIVIENE et al., 2014).

Assim, 0 uso de microalgas cultivadas com efluentes e no contexto de biorrefinarias, tem potencial para a
reducdo de custos do cultivo e da geracdo de mais de um produto de valor-agregado, proporcionando assim, um
processo ambientalmente sustentavel e vidvel economicamente (ZHU, 2015; XIN et al., 2016). Por essa razdo, o
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presente trabalho avaliou o cultivo de um consércio de microalgas, Spirulina platensis e Scenedesmus obliquus, com
adicdo de efluente de bovinocultura, visando a obtencdo de biomassa para a possivel geracdo de bioprodutos de valor
agregado (ZHU, 2015; XIN et al., 2016).

2 MATERIAL 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 sdo mantidos pelo Laboratdrio de Bioquimica e Bioprocessos do Campus | da Universidade de
Passo Fundo, e efluente de bovinocultura proveniente de processo de biodigestdo 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 ao lado do Mddulo 1l do Parque Cientifico e Tecnolégico UPF Planalto Médio
da Universidade de Passo Fundo (coordenadas geograficas: 28°13'40.0"S 52°23'23.7"W), com controle de temperatura
entre 20°C e 30°C, mantida pelo sistema automatizado da estufa. O inéculo da S. platensis ja estava adaptado em tanque
de aproximadamente 200 L na prépria estufa, enquanto a S. obliquus estava em biorreatores de 2 L em estufa com
controle de luminosidade e temperatura, por esse motivo foi adaptada em biorreatores de 5 L para as condi¢Bes da
estufa onde foi conduzido o cultivo.

Apo6s a adaptagdo dos indculos, os cultivos foram iniciado em quatro tanques raceway com concentracao

microalgal total de aproximadamente 0,1 g/L, com adicéo de 10% (v/v) de efluente em dois dos tanques, enquanto em
outros dois tanques nédo foi adicionado efluente, visando a avaliacdo 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 devido a chegada na fase de declinio ou morte celular. Foi
realizada a analise diaria de pH, e a cada cinco dias foram coletadas amostras para a determinacdo de massa seca por
filtracdo em filtros de celulose com poros de 0,45 um, e para centrifugacdo e posterior recolhimento de biomassa e
sobrenadante, que foram usadas em andlises subsequentes. A biomassa recolhida da centrifugacdo foi seca em estufa
por 24 h a 50°C e depois congelada, enquanto o sobrenadante foi mantido congelado até a realizacdo das demais
andlises. Apds a coleta dessas amostras foram adicionados 1 L de efluente nos tanques 3 e 4, nos dias 5, 10 e 15, com
excecdo do 20° dia, quando foi encerrado o cultivo.

2.2 DETERMINAGCOES ANALITICAS

As biomassas coletadas nos dias 0, 5, 10, 15 e 20, foram submetidas ao rompimento celular por sonicagéo
durante 5 min. Posteriormente, foram caracterizadas quanto aos teores de carboidratos pelo método fenol-sulfarico
(DUBOIS et al., 1956) e proteinas pelo método Folin-Lowry (LOWRY et al., 1951). Os sobrenadantes coletados nos
mesmos dias foram caracterizados quanto a demanda quimica de oxigénio (DQO) por titulacdo e fosforo total (APHA,
2015).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 DETERMINACOES DIARIAS DE pH

Na Figura 1 esté presente a variacéo dos valores de pH ao longo do cultivo. O pH se manteve alcalino durante
todo o cultivo, o que é esperado visto a composicdo alcalina do meio (ZARROUK, 1966), e ocorreu o crescimento das
microalgas juntamente com a elevago do pH, enfatizando o melhor crescimento de microalgas em pH elevado
(PEREZ-GARCIA et al., 2011). O decréscimo no final do cultivo sem efluente pode estar associado ao consumo de
nutrientes que conferem carater alcalino ao meio. E o pH do cultivo com efluente se manter estavel pode estar associado
a adicdo periodica de efluente, que apresentava pH 7,24+0,02, diminuindo assim o pH do meio.
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Figura 1- pH ao longo do cultivo.
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3.2 MASSA SECA

Observa-se pela Figura 2 que o cultivo sem efluente atingiu valores maiores de massa seca quando comparado
ao cultivo com efluente, isso pode ser devido ao estresse celular causado pelo efluente, que pode ter levado a um
crescimento menor da microalga. O valor maximo de massa seca para o cultivo sem efluente foi de 1,0545+0,0026 g/L
no dia 15, enquanto para o cultivo com efluente o valor maximo de massa seca foi de 0,4794+0,0631 g/L também no
dia 15, porém as concentragdes de massa seca do cultivo com efluente nos dias 0, 10, 15 e 20 foram estatisticamente
iguais, ou seja, ndo ocorreu aumento significativo da concentracdo de massa seca no cultivo com efluente em relacdo ao
inicio do cultivo, somente uma diminuicdo no dia 5, provavelmente pelo aumento da quantidade de efluente e pela
microalga ainda estar se adaptando ao meio com efluente.

Figura 2 - Massa seca (g/L) ao longo dos cultivos.
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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 TEORES DE CARBOIDRATOS E PROTEINAS

Na Figura 3 estd apresentada a variagdo dos teores de carboidrato ao longo dos cultivos com e sem efluente.
Observa-se principalmente grande similaridade dos resultados, momento ao qual os teores de carboidratos em uma
mesmo dia sdo estatisticamente iguais, com excecdo do dia 10. Também, os cultivos com e sem efluente do dia 15 sdo
estatisticamente iguais ao cultivo sem efluente do dia 20, e os cultivos com efluente do dia 15 e do dia 20 sdo também
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estatisticamente iguais. E no dia 10 o cultivo sem efluente é estatisticamente igual ao cultivo com efluente do dia 15 e
ao cultivo sem efluente do dia 20. Portanto, no que diz respeito aos teores de carboidratos intracelulares, tanto os
cultivos com e sem efluente apresentaram mesmo comportamento ao longo dos 20 dias de cultivo. O valor maximo
obtido foi no dia 15, com 32,67+1,61% no cultivo sem efluente, e 28,52+1,70% no cultivo com efluente, como ja
mencionado, 0s valores sdo estatisticamente iguais. Comparando o dia 0 com o dia 20, no dia 0 o cultivo sem efluente
apresentava 6,41+0,44% de carboidratos intracelulares e essa concentracdo elevou-se para 27,97+1,17% no dia 20,
enquanto no cultivo com efluente, no dia 0 apresentava 6,47+1,22% de carboidratos intracelulares, atingindo uma
concentragdo de 24,29+2,50% no dia 20, lembrando que os valores desses dias, dentro de uma mesmo dia, sdo
estatisticamente iguais. Assim, a adicdo de efluente durante o cultivo, nas condi¢des estudadas, ndo exerceu efeito
significativo no acimulo de carboidratos intracelulares, obtendo-se uma elevacdo de carboidratos intracelulares em
ambos os cultivos.

Figura 3 - Teores de carboidratos (%) ao longo dos cultivos.
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Colunas que compartilham de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, de
acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia.

Analisando a Figura 4, observa-se comportamento diferente entre as composigdes de carboidratos e proteinas.
O teor de proteinas, apesar de um decréscimo quando comparados os dias 0 e 10, manteve, estatisticamente, uma
estabilidade, enquanto a concentragdo de carboidratos intracelulares aumentou. Sendo que o cultivo sem efluente
iniciou com uma concentracdo de proteinas de 48,77+0,37%, finalizando no dia 20 com 32,35+0,83%, e o valor minimo
atingido foi de 31,71+3,59% no dia 15, valor estatisticamente igual ao do dia 20. Enquanto para o cultivo com efluente,
que iniciou com um teor intracelular de proteinas de 48,25+1,30%, valor estatisticamente igual ao do cultivo sem
efluente do dia 0, e terminou no dia 20 com 34,58+3,40%, valor estatisticamente igual ao do seu dia 0, também
alcancou seu menor valor no dia 15 com 29,91+3,73%, valor estatisticamente igual ao do dia 5 e 20. Assim como com
os teores de carboidratos, o teor de proteinas em um mesmo dia, com excecdo do dia 10, foi estatisticamente igual entre
o cultivo sem e com efluente. Em um ambito geral, a adi¢do de efluente durante o cultivo, nas condi¢Bes estudadas, ndo
exerceu efeito significativo no acimulo de proteinas intracelulares.
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Figura 4 - Teores de proteinas (%) ao longo dos cultivos.
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Colunas que compartilham de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, de
acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia.

3.4 ANALISES DO SOBRENADANTE

A Figuras 5 apresenta os resultados das andlises da demanda quimica de oxigénio (DQO). Quanto aos
resultados de DQO, que expressa a matéria organica, o valor no dia 0 para os dois cultivos foi estatisticamente igual,
117,07£45,99 mg/L no cultivo sem efluente, e 185,37+23 mg/L no cultivo com efluente. Assim, a adi¢do inicial de
efluente ndo foi estatisticamente significativa quanto ao aumento de DQO. Observa-se que ocorreu um aumento de
DQO entre o dia 0 e o dia 5 no cultivo com efluente, mantendo-se estavel nos dias posteriores, € um aumento no cultivo
sem efluente entre o dia 0 ao dia 10, visto que o valor de DQO para o cultivo sem efluente no dia 0 e no dia 5 séo
estatisticamente iguais, porém ao contréario do cultivo sem efluente, o valor de DQO diminuiu no dia 15, retornando
para 0 mesmo patamar do dia 10 no dia 20. No dia 20 os cultivos terminaram com valor de DQO estatisticamente
iguais, 371,15+4,41 mg/L no cultivo sem efluente, e 382,07+19,85 mg/L no cultivo com efluente. Analisando em um
ambito geral, ocorreu um aumento de DQO durante o cultivo, e com exce¢do dos dia 5 e 15, os cultivos se comportaram
de forma semelhante quanto & DQO.

Figura 5 — DQO (mg/L) ao longo dos cultivos.
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Colunas que compartilham de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, de
acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia.
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Em relacdo as analises de fosforo total (Figura 6), ao longo dos cultivos foram observados alguns aspectos,
como a reducdo da concentracdo no cultivo sem efluente e concentracfes estatisticamente iguais durante o cultivo com
presenca de efluente. A presenca de fosforo em ambos os cultivo é provavelmente devido a presenca de fonte
nutricional fosfatada do meio Zarrouk. Durante os 20 dias, a concentracdo de fdsforo, em um mesmo dia, foi
estatisticamente igual entre o cultivo sem e com efluente. A reducdo entre o dia 0 e o dia 20 no cultivo sem efluente é
provavelmente devido ao consumo das fontes de fosforo do meio de cultivo, enquanto a permanéncia de um valor de
fésforo estatisticamente igual no cultivo com efluente entre o dia 0 e o dia 20 pode ser devido a adigdo periddica de
efluente, que continha uma concentragdo de fosforo total de 3,09 mg/L, mantendo a concentragdo de fosforo em niveis
estatisticamente iguais ao do dia 0. O cultivo sem efluente iniciou com uma concentragéo de fésforo de 22,28+1,68
mg/L e terminou com uma concentracdo de 9,40+0,44 mg/L, representando uma reducdo total de 57,61+5,15% na
concentragdo de fosforo. Enquanto o cultivo com efluente no dia 0 apresentava uma concentragdo de fdésforo de
22,71+0,87 mg/L e no dia 20 uma concentracdo de 13,86+5,85 mg/L, valores estatisticamente iguais, assim ndo
havendo uma reducdo significativa da concentracdo de fésforo no cultivo com efluente.

Figura 6 - Concentrac@es de fosforo total (mg/L) ao longo dos cultivos.
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Colunas que compartilham de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, de
acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia.

4 CONCLUSAO

Sabe-se que a aplicabilidade por vias biotecnolédgicas das microalgas é promissora, visto principalmente os
biocombustiveis com simultaneo tratamento de efluentes. Dentre as conclusbes do presente trabalho, observa-se
principalmente a adaptabilidade das cepas de S. platensis e S. obliquus ao efluente de bovinocultura proveniente de
processo de biodigestao de esterco bovino. No que se refere as composic¢des intracelulares da biomassa apds os cultivos
com e sem efluente, nas condiges estudadas, foi demonstrado que mesmo em meio de cultivo adverso as microalgas
sdo capazes de sintetizar os biocompostos, e que a adicdo de efluente ndo exerceu efeito significativo sobre a
concentracdo de proteinas e carboidratos intracelulares. Finalmente, em relacdo as analises fisico-quimicas de DQO e
fésforo total, os resultados indicam que o cultivo microalgal com efluente, nas condi¢des estudadas, ndo foi capaz de
reduzir as concentracdes de fosforo total e DQO do meio de cultura. A biomassa obtida tem potencial para a produgdo
de bioprodutos que requeiram certas concentracfes tanto de proteinas quanto de carboidratos.
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