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RESUMO - As microalgas tém sido estudadas como matéria-prima alternativa sustentavel para a producéo de
biocombustiveis por ndo competirem com alimentos por terrenos araveis ou gua potavel e, por possibilitarem
cultivos com elevados teores de bioprodutos. Altas produtividades em biomassa e acumulo dos compostos de
interesse associado ao uso de meios de cultivo de baixo custo sdo necessarias. Objetivou-se avaliar a influéncia
da concentragdo do meio Zarrouk e da adigdo dos residuos gerados no processo de concentracdo das proteinas do
soro de leite na produtividade em carboidratos da microalga Spirulina platensis. Os cultivos foram realizados em
fotobiorreatores de 1 L, a 30 °C e fotoperiodo de 12 h claro/escuro, concentragéo celular inicial de 0,15 g.L?, e
agitacdo constante. Em todos os experimentos, zero%, 1,25% e 2,50% de residuo foi adicionado em modo
batelada alimentada. A reducdo de nutrientes do meio Zarrouk para 20% das concentragdes iniciais, sem adi¢do
de fonte de carbono orgénica apresentou influéncia sobre a composicdo bioquimica das microalgas, sendo
atingida uma produtividade de carboidratos 0,06 gL™.d™. A adicdo de 2,5 % (v/v) de residuos do processo de
concentragdo das proteinas do soro de leite a0 meio Zarrouk 20% implicou em uma concentracdo celular de
biomassa de 3,22 g.L ™, e em alta produtividade de carboidratos de 0,061 g.L™.d™. A adicéo de fonte de carbono
organica ao meio de cultivo com reducdo de nutrientes ocasiona aumento da concentracdo de células e
concentragdo intracelular de carboidratos, e possibilitam o uso da microalga Spirulina para uso como matéria-

prima na produgdo de bioetanol.

Palavras-chave: Batelada alimentada. Carboidratos. Cultivo mixotréfico. Zarrouk diltido.

1 INTRODUCAO

A producdo de bioetanol a partir de microalgas vem sendo estudada devido apresentarem alta taxa

fotossintética e ampla variabilidade em sua composi¢do bioquimica. As microalgas precisam apresentar elevada


mailto:98173@upf.br

A
NUPF

Universidade
de Passo Fundo

SIMPOSIO DE  1ssN 2236-0409
ALIMENTOS 259

Passo Fundo/RS, 15 e 16 de outubro de 2015

produtividade em biomassa e capacidade de acumular carboidratos para ser considerada matéria-prima
alternativa para a producdo de bioetanol (Mussato et al, 2010). A producdo de biocombustiveis a partir de
microalgas apresenta vantagens como o menor impacto ambiental, ndo competindo por espa¢o com as culturas
alimentares (Zhu et al., 2014), bem como a possibilidade de serem produzidas a partir de residuos ou efluentes
(Gong; Jiang, 2010).

A microalga Spirulina sp. apresenta em sua composicdo cerca de 15% de carboidratos. Porém,
diferentes condicdes de cultivo influenciam no teor de carboidratos de microalgas. A inducdo do acumulo de
produtos de alto valor esta associado a condicdes de estresse (Torzillo; Vonshak, 1994). Quando cultivadas em
meios repletos de nutrientes, a maioria das microalgas sdo fontes de proteinas. Entretanto, se forem submetidas a
condicOes de estresse, como restri¢do de alguns nutrientes, ou adi¢do de diferentes fontes de carbono, elas podem
ser estimuladas a produzir maior concentracdo de componentes desejados, alterando sua composicdo. Quando
estas técnicas sdo utilizadas, a microalga deixa de sintetizar proteina e sintetiza produtos de reserva, como
lipideos e carboidratos (Dismukes et al., 2008).

O uso de efluentes ou subprodutos industriais, como o soro de leite, pode contribuir na diminuicdo dos
custos de produgdo de microalgas, na agregacdo de valor ao subproduto e na mitigacdo dos efeitos destes
efluentes no ambiente. Na producéo de concentrado proteico de soro de leite é gerado um residuo rico em sais e
lactose. Este pode passar pelo processo de dialise, no qual sdo concentrados os teores de sais e lactose, que pode
ser utilizado como fonte de nutrientes nos cultivos de microalgas. Este residuo pode ser utilizado como fonte
alternativa de carbono em cultivo mixotréfico da microalga Spirulina. O emprego do cultivo mixotréfico pode
levar as células & sintese de compostos caracteristicos, como carboidratos e lipideos, bem como, pode implicar
em altas taxas de producgéo de biomassa (Ceron-garcia et al., 2005). Assim, este modo de cultivo uma alternativa
para a reducdo de custos no processo de producdo de biomassa.

O objetivo foi avaliar utilizacdo de residuos do processo de filtracdo por membranas de soro de leite
como fonte de agUcares para o cultivo mixotréfico da microalga Spirulina platensis com foco no acimulo de

carboidratos para obtencdo de biomassa que possa ser utilizada para a producédo de bioetanol

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismo e condiges de cultivo

Os cultivos da microalga Spirulina platensis LEB 52 foram realizados em fotobiorreatores fechados de
1L, a 30 °C e fotoperiodo (12h claro/escuro), com concentragdo celular inicial de 0,15 g.L™. Para avaliar a
influéncia das concentragbes do meio Zarrouk e da adi¢do do residuo ultrafiltrado e dialisado de soro de leite
sobre o crescimento celular e produtividade de carboidratos na biomassa da microalga realizou-se um
Planejamento Fatorial Misto 2*3. O residuo foi adicionado em modo batelada alimentada apds a concentragdo
celular atingir 0,3 g.L™". Sempre que a concentragdo de lactose atingisse 0,15 g.L™ o residuo era novamente

adicionado. Os ensaios foram realizados em duplicata.
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O residuo do concentrado proteico do soro de leite foi gerado durante o processo de concentragdo das
proteinas do soro de leite através de uma membrana de ultrafiltracdo. O permeado passa por um processo de
dialise, para obtencdo de uma fragdo rica em lactose e elevadas concentragcGes de sais. Este permeado da
ultrafiltracdo é o residuo do concentrado proteico de soro dialisado, o qual foi utilizado neste trabalho para a

composicdo do meio de cultivo da microalga Spirulina platensis LEB 52.

2.2. Determinacdes analiticas

A concentragdo celular dos cultivos foi determinada a cada 48 h pela medida de densidade 6tica a 670
nm e a concentracdo de lactose pelo método de 3,5 DNS (Miller, 1959), utilizada como indicador da
concentragdo restante de residuo no cultivo.

Ao final dos cultivos, a biomassa foi recuperada por filtragdo a vacuo em tela de poliéster de 180 fios e
seca em estufa a 50 °C por 24 h. Foi determinado o teor de carboidratos na biomassa seca, e posteriormente
calculada a produtividade destes. A concentracdo de carboidratos totais na biomassa foi avaliada ao final dos
cultivos através do método descrito em Margarites e Costa (2014)

A produtividade em carboidrato dos cultivos de microalgas foram determinadas pela Equacdes 1.

CHO- Xf
P(gL'd ™) =—"—"""(1
(gL ="
Sendo: CHO: teor de carboidratos na biomassa seca (%); Xf: concentragio celular final de microalga (g.L™);

At:tempo de cultivo até atingir Xfinal (d);

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacdo dos residuos

Apesar dos residuos utilizados neste trabalho serem oriundos de processos distintos (ultrafiltracdo e
nanofiltracdo de soro de leite) apresentaram uma composicao quimica semelhante em relacéo ao teor de gordura
e proteinas. O residuo de nanofiltracdo devido ser submetido a um processo de concentragdo apresentou maiores
teores de lactose, calcio e magnésio que o residuo da ultrafiltracéo (Tabela 1).

Tabela 1: Caracterizacdo do residuos dos processos de nanofiltracdo e ultrafiltracio de soro de leite

Retido da nanofiltracdo Permeado da ultrafiltracdo

Sais (%) 0,33+0,16 0,14 £ 0,07

Gordura (%) 0,07 £ 0,01 0,07 £ 0,01

Proteina (%) 0,33+0,19 0,25+ 0,23

Lactose (%) 7,18 + 2,26 3,73+1,38

Solidos Totais(%) 9,65+ 0,63 5,49 + 0,68

Ca (mg.L™) 502,96 + 9,90 325,00 + 20,63

Mg (mg.L™) 118,20 + 1,41 87,05 + 2,19

Na (mg.L™) 267,62 + 2,85 907,48 + 31,30

K (mg.L™) 779,92 + 147,69 1646,49 + 59,71
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O emprego do cultivo mixotréfico utilizando meio Zarrouk em baixa concentragdo (20%) e
adicionando 2,5% de volume de residuo (ensaio Ns) implicou em uma elevada producéo de biomassa (3,22 g.L™)
(Tabela 2) e alta produtividade em carboidratos (0,061 gCHO.L™.d™) (Figura 1). A inducéo do acimulo de
carboidratos esta associado a condicdo de estresse a qual a microalga foi submetida, ao reduzir a concentragao
dos nutrientes do meio Zarrouk. De acordo com Harun et al. (2010) a microalga Spirulina platensis apresenta,
entre 8 % e 14 % de carboidratos em biomassa seca. Nesta condicéo de restricdo de nutrientes e o uso do residuo
como fonte alternativa de carbono (ensaio Ns), a microalga apresentou altera¢cdes na sua composicao bioquimica,
sintetizando carboidratos preferencialmente, atingindo cerca de 37,84 % de carboidratos (Tabela 2).

Ao utilizar o meio Zarrouk 20% e sem adicéo de residuo (Ns) a microalga atingiu 0,063 gCHO.L™.d*
de produtividade em carboidratos, (Figura 1) e uma concentraco celular final de 2,17 g.L™. Isto indica que a
reducdo da concentracdo do meio Zarrouk para 20 % apresentou uma influéncia positiva para o acimulo de
carboidratos na microalga Spirulina, porém se utilizar esta mesma concentracdo de meio Zarrouk (20 %) e a
adicdo de 2,5 % de residuo (ensaio Ns) a concentragéo celular final é maior (3,22 g.L™ Tabela 2). Entretanto, a
condicdo utilizada no ensaio N; e N5 ndo apresentam diferenca significativa na produtividade em carboidratos.
Assim, utilizando meio Zarrouk 20 % adicionado de 2,5 % de residuo (ensaio Ns) é uma condicdo de cultivo
apropriada para a microalga Spirulina. quando o produto de interesse é o bioetanol, devido a quantidade de
residuo adicionado, a elevada produtividade em carboidratos e alta concentracdo celular alcangada. A diluicdo do
meio Zarrouk representa uma diminui¢do dos custos do processo e o volume de residuo adicionado, faz com que
0 montante de residuo que seria descartado ao meio ambiente seja reduzido.

Tabela 2: Dados dos ensaios do Planejamento Fatorial misto 2*.3!

Ensaios Zarrouk Residuo HMAax X final Carboidratos
(% VIv) (% VIv) (dia®) (g.Lh (%)
Fonte de carbono: Retido da nanofiltracéo
N, (-1) 20 (-1) 0,00 0,12 +0,02° 2,17 +0,34° 58,17 + 3,7
N, (+1)30 (-1) 0,00 0,10 + 0,02° 1,72+0,24® 14,94 +3,20°
N; (-1) 20 (0) 1,25 0,12 +0,01° 2,32 +0,01° 37,94 + 1,20
N, (+1) 30 (0) 1,25 0,11 +0,01° 1,96 +0,17® 28,68 + 2,28°
Ns (-1) 20 (+1) 2,50 0,13 0,01 3,22 £0,19° 37,84+2,73
N (+1) 30 (+1) 2,50 0,15 + 0,05 1,33+0,07° 39,43+ 18,99"
Fonte de carbono: Permeado da ultrafiltragéo

U, (-1) 20 (-1) 0,00 0,11 +0,01”° 3,47+0,25°  4540+0,10"°
U, (+1) 30 (-1) 0,00 0,09 + 0,01° 1,95+0,03" 17,16 +0,61°
Us (-1) 20 (0)1,25 0,14 +0,01° 2,64+0,03"% 44,02 +2,32"®
U, (+1) 30 (0)1,25 0,11 +0,02* 2,10+0,16"® 21,82 +8,36°
Us (-1) 20 (+1) 2,50 0,13+0,01%¢  285+0,31"® 43,81 +3,02"®
Us (+1) 30 (+1) 2,50 0,12 +0,01" 3,10+0,75"®  37,25+150"

Além da influéncia do uso de fontes de carbono e sais provenientes de residuos sobre as concentracfes
celulares, é importante a avaliagdo da influéncia destas sobre a composigdo quimica da microalga, visto ser esta
que norteia a aplicacdo da biomassa. Assim, avaliou-se a produtividades em carboidratos da biomassa obtida em
cada ensaio (Figura 1). Nos ensaios U; e N; atingiu-se uma produtividade de 60 MQcarpoigratosL. *d ™", 0S ensaios e

U, N; e Us e N5 ndo apresentam diferenca significativa entre si (p<0,005) (Figura 1). Ao utilizar o meio Zarrouk
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20%, adicionado ou ndo de residuos, atingiu-se uma elevada produtividade em carboidratos. A redugdo dos
nutrientes do meio Zarrouk para 20% ocasionou um efeito positivo na produtividade em carboidratos. Quanto
menor a concentracdo de Zarrouk, maior foi a produtividade em carboidratos. As condi¢des experimentais
investigadas nos ensaios U, N; e Us e N5 sdo consideradas apropriadas para a producdo da biomassa microalgal
da Spirulina quando o interesse é que esta biomassa seja utilizada como matéria-prima para a producdo de
bioetanol.

Indiferente do tipo do residuo utilizado percebe-se que nos ensaios utilizando Zarrouk 30% adicionado
de 2,5% de residuo (Figura 1) obteve-se a maior produtividade em carboidratos quando comparado aos ensaios
com a mesma concentracdo de Zarrouk (30%), porém, sem a adi¢do de residuo. A produtividade em carboidratos
no ensaio Ug foi aproximadamente 3 vezes maior que no ensaio U,, e ambos foram cultivados com Zarrouk 30%,
porém o ensaio U, ndo foi adicionado de residuo. Assim pode-se afirmar que a adicdo de residuo no meio
Zarrouk 30% causou um efeito positivo na produtividade em carboidratos, sendo que quanto maior a adigdo de
residuo, maior a produtividade em carboidratos.

Figura 1: Produtividade em carboidratos a partir da biomassa obtida nos ensaios do Planejamento
Experimental 21.3.1 adicionados do retido da nanofiltragéo (a), e nos ensaios adicionados do permeado da
ultrafiltragéo
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4 CONCLUSAO

Ao utilizar o meio Zarrok com uma concentracdo celular foi possivel atingir elevada concentracdo de
carboidratos, cerca de 58%, concentracéo celular de 2,17g.L™, e com isso, alta produtividade em carboidratos
(60 mg.L™.d™h). E ao adicionar 2,5% de residuo proveniente do processo de ultrafiltracdo e nanofiltracdo das
protefnas do soro de leite, a produtividade em carboidratos permaneceu 60 mg.L™.d™.

As condicoes de cultivo estudadas para microalga Spirulina platensis, demonstram que a microalga é
uma matéria-prima promissora para a producdo de bioetanol, devido a elevada produtividade em carboidratos
atingida. A diluicdo do meio Zarrouk diminui os custos de produgdo da microalga e o maior volume de residuo

adicionado diminui o montante que seria descartado no meio ambiente.
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