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RESUMO - As microalgas surgem como uma fonte promissora para producdo de alimentos, cosméticos e
energias renovaveis por apresentarem em sua composi¢do acidos graxos poliinsaturados, polissacarideos, e
vitaminas. Ao utilizar subprodutos industriais pode-se contribuir no desenvolvimento de cultivos
economicamente vidveis, promovendo o aumento na producdo de biomassa e acUmulo de biocompostos.
Objetivou-se estudar condicBes de cultivo que visam aumentar o teor de carboidratos e lipidios da Spirulina
platensis. Os cultivos foram realizados com meio Zarrouk diluido a 50%, adicionados de permeado da
ultrafiltracdo de soro de leite, com alteragBes nas concentragdes de nitrogénio e fosforo. A adigdo do permeado
da ultrafiltracdo de soro de leite, aumentou a produtividade em células da microalga. As modificagcGes do meio
de cultivo, as fases de crescimento e a adicdo do permeado da ultrafiltracdo de soro de leite, aumentaram o teor
de carboidratos da Spirulina platensis. No entanto, ndo se mostraram favoréveis na produtividade em lipidios. Os
acidos graxos palmitico, linoléico, araquiddnico e estedrico, apresentaram-se em maiores concentracGes,
caracterizando o perfil lipidico da microalga. Contudo, o crescimento celular pode ser mantido sob condi¢des de
estresse devido a adicdo do permeado da ultrafiltracdo de soro de leite e as restrigdes de nutrientes do meio de

cultivo.
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1 INTRODUCAO

As microalgas apresentam em sua composicao corantes, acidos graxos, polissacarideos e vitaminas que
sdo de grande interesse para industrias alimenticia, farmacéuticas, téxtil, e além disso, podem ser utilizadas para
a produgdo de biodiesel (D’OCA et al., 2008). As condigdes de cultivo influenciam na composicdo das

microalgas e quando cultivadas em condi¢des de estresse, como a presenca ou auséncia de nutrientes, pode-se

estimular o acimulo de certas substancias (carboidratos, lipidios e proteinas) (MIRANDA, 2011). Além disso,
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ressalta-se a importancia de analisar as diferentes fases de crescimento, a fim de identificar em qual etapa pode
ocorrer a maior sintese de carboidratos e lipidios.

A utilizacdo de subprodutos agroindustriais no cultivo de microalgas pode ser uma alternativa para
diminuir os custos da producdo em grande escala. O permeado gerado no processo de ultrafiltracdo por
membranas do soro de leite possui altas concentracdes de sais e lactose, podendo adequar-se como substrato para
o cultivo destes microrganismos (BUSS, 2015).

Considerando a diversidade de compostos sintetizados de microalgas, objetivou-se avaliar a influéncia
da fase de crescimento e adicdo de subproduto da indUstria lactea no acimulo de carboidratos e lipidios

intracelulares na microalga Spirulina platensis LEB52.

2 MATERIAL E METODOS

A microalga utilizada foi a Spirulina platensis LEB52. Os cultivos foram realizados em duplicata em
fotobiorreatores fechados tipo erlenmeyer de 2 L, com concentragéo inicial de 0,2 g. L, e mantidos sob aeracdo

constante, fotoperiodo de 12h claro/escuro e incubados a 30 °C em camara termostatizada nao estéril.

2.1  Estudo de condigdes de cultivo para acamulo de lipidios e carboidratos microalgais

Para a avaliacdo da concentracdo de lipidios e carboidratos foi utilizado o cultivo da microalga em
Zarrouk diluido a 50% e adicionando-se 0 permeado da ultrafiltracdo de soro de leite. Ainda, foram realizadas
modificages nas concentracBes de nitrogénio e fésforo do meio Zarrouk, segundo delineamento descrito a
sequir.

O permeado da ultrafiltracdo do soro de leite foi obtido através do processo de ultrafiltragdo por
membranas do soro de leite, 0 qual, é rico em lactose e sais e pode ser utilizado para o cultivo mixotréfico da
microalga Spirulina platensis a fim de fornecer uma fonte alternativa de carbono. O permeado foi pré-tratado,
com a finalidade de reduzir a contamina¢do microbiana, e ocasionar a hidrdlise da lactose para que a microalga
pudesse mais facilmente utilizar os nutrientes. No pré tratamento, o permeado da ultrafiltragdo do soro de leite,
foi submetido 4 uma hidrolise acida, aquecido a 100 °C, e em seguida esterilizado em autoclave.

Para a realizagdo dos ensaios 1, 2 e 3 os inoculos foram adaptados por 20 dias, com meio Zarrouk 50%
e adicdo de 5 mL de permeado hidrolisado a cada 3 dias. Para os ensaios 4, 5 e 6, 0s inoculos foram adaptados
por 20 dias, com meio Zarrouk 50%.

No Ensaio 1 a microalga foi cultivada com meio Zarrouk diluido em 50% com adi¢do de 5% de
permeado hidrolisado, em modo descontinuo, até inicio da fase estacionaria de crescimento.

No Ensaio 2, a microalga foi cultivada nas mesmas condi¢des do Ensaio 1, porém quando a microalga
alcancou a fase estacionaria, a biomassa foi centrifugada, lavada com agua e posteriormente a biomassa foi
adicionada novamente de meio Zarrouk diluido em 50%, porém sem adi¢cdo do componente nitrogenado (2,5

g.LY) e com adicdo do dobro das fontes de fosforo (1,0 g.L?) estipuladas no meio padréo.
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O ensaio 3 foi realizado com adi¢do de meio Zarrouk 50% adicionado de 5% de permeado até a fase de
declinio de crescimento, a fim de verificar a influéncia da fase de crescimento no acimulo de lipidios e
carboidratos quando comparado com o ensaio 1, o qual foi cultivado até o inicio da fase estacionaria.

Os ensaio 4, 5 e 6 foram realizados nas mesmas condi¢des que 0s ensaios 1, 2 e 3, porém sem a adicao

do permeado da ultrafiltracdo de soro de leite.

2.2 Determinagdes analiticas

Nos tempos pré-determinados os cultivos da microalga foram centrifugados para separacdo da
biomassa, que foi posteriormente seca em estufa a 60 °C por 24 h.

A concentragdo celular das microalgas foi determinada a cada 24 h através da medida de densidade
Otica em espectrofotdmetro a 670 nm. As concentra¢des finais de biomassa (Xsina) € @ velocidade especifica
méaxima de crescimento (Umax) foram obtidas a partir dos resultados de concentracdo de biomassa versus tempo.
A velocidade especifica maxima de crescimento W msx (d*) foi determinada por regressdo exponencial aplicada a
fase logaritmica de crescimento.

A concentracdo de carboidratos foi determinada através do método descrito por Margarites e Costa,
(2014). O teor de lipidios foi determinado pelo método de Folch e Lees (1957) adaptado por Colla (2002). A
produtividade em carboidratos e lipidios dos cultivos de microalgas foi determinada, visto que este parametro
leva em consideragdo a concentragdo celular da microalga e o tempo de cultivo. O perfil dos &cidos graxos foi
determinado através de andlise cromatografica, a gas com espectrdmetro de massa. Os acidos graxos foram
identificados pela comparacéo dos tempos de retengdo com padrdes e quantificados por normalizacdo de éareas
sob o0s picos relevantes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados para todos os parametros realizados obtidos para a microalga
Spirulina platensis LEB-52.

Os ensaios cultivados com a adicdo do permeado da ultrafiltragdo de soro de leite (ensaios 1, 2, e 3)
apresentaram menor tempo de cultivo (11, 25 e 38 dias, respectivamente), em relacdo aos cultivados sem a
adicdo de permeado (42, 45 e 67 dias, respectivamente), o que pode explicar as maiores concentragdes celulares
obtidas em alguns destes ensaios.

Os ensaios 1 e 2, cultivados com adigdo do permeado da ultrafiltracdo, apresentaram valores superiores
de velocidade especifica maxima de crescimento, quando comparados aos experimentos 4 e 5, cultivados sem a
adicdo do permeado da ultrafiltracdo de soro de leite. No entanto, no experimento 3, o permeado da ultrafiltragdo
ndo teve influéncia positiva na velocidade especifica méxima de crescimento, sendo esta igual ao ensaio
realizado nas mesmas condi¢des (ensaio 6), porém sem a adicdo do permeado da ultrafiltracdo. Nos cultivos 2 e

5, pode-se observar que apés a lavagem de células, ocorreu a diminui¢do das velocidades especificas méaxima de
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crescimento (0,073+0,013d? e 0,052+0,026d?, respectivamente) em virtude da retirada do componente
nitrogenado.

Tabela 1 Velocidade especifica maxima de crescimento (Umax, d™2), produtividade maxima em células
(Pmax, mg.L2.dY), a produtividade em lipidios (mg.L™.d?), e a produtividade em carboidratos (mg.L.d™),
obtidos para a microalga Spirulina platensis LEB-52.

Mméx Pmax Lipidios Produtividade Carboidratos  Produtividade em
Ensaio (dh (mg.Ltd?Y) (%) em Lipidios (%) carboidratos
(mg.Lt.d?) (mg.Lt.d?)
1 0,17+0,024° 126,7+21,64° 2,60+1,28% 1,78+0,85% 7,29+0,08? 5,02+0,142
2 0,16+0,032° 126,5+14,85P 1,74+1,20° 0,49+0,30? 40,98+0,33¢ 27,4%2,89%
3 0,05+0,0072 116,0+2,83% 1,75+0,35% 1,00+0,432 34,05+1,23° 65,36+13,01¢
4 0,05+0,009? 82,3+2,40% 4,15+0,35% 2,95+0,41° 6,13+1,03? 16,68+3,72%
0,11+0,021% 73,011,412 5,34+0,16° 1,350,122 34,753,010 35,74+1,05°
6 0,05+0,005? 84,0£11,31® 5,04+0,11° 2,20+0,03% 5,37+0,392 14,31+0,91%

* Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e teste Tukey. Letras iguais na mesma coluna indicam que nao apresentaram
diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca (p>0,05).

Quanto a produtividade méxima em células, quando comparados os ensaios 1 (mantido até o inicio da
fase estacionéria) e 3 ( mantido até o inicio da fase de declinio), adicionados de permeado da ultrafiltracdo de
soro de leite, com os ensaios controles 4 e 6 (mantidos até as mesmas fases de crescimento, respectivamente,
porém sem a adicdo de permeado), observa-se que estes ensaios obtiveram elevados valores de produtividade,
mesmo com a adicdo do permeado da ultrafiltracdo e menor tempo de cultivo, mostrando que o cultivo
mixotrofico ndo prejudicou a produtividade em células.

Em relagdo a concentragdo de lipidios, no ensaio 1 (2,60+1,28%), realizado com adigdo do permeado da
ultrafiltracdo, esta foi igual as verificadas nos ensaio 4, 5 e 6 (4,15+0,35%, 5,34+0,16% e 5,04+0,11%,
respectivamente), realizados sem adicdo do permeado da ultrafiltracdo. Este comportamento também foi
observado quanto a produtividade em lipidios, demonstrando que as diferentes formas de conducéo dos ensaios
ndo influenciaram a produtividade em lipidios quando da ndo adicdo do permeado de ultrafiltracdo, porém,
guando houve esta adi¢do, a produtividade é aumentada quando o ensaio € conduzido apenas até o inicio da fase
estacionaria de crescimento (Ensaio 4).

A maior concentragdo de carboidratos foi verificada no ensaio 2 (40,98+0,33%), este realizado com a
adicdo do permeado da ultrafiltracdo e mantido até o inicio da fase estacionaria de crescimento, com posterior
lavagem das células e reiniciado sem a presenca de nitrogénio. O ensaio 6 apresentou o menor teor de
carboidratos (5,37+0,39%), entretanto, quando comparado ao ensaio 3, cultivado nas mesmas condigdes, porém
adicionado de permeado da ultrafiltracdo, este apresentou alto teor de carboidratos (34,05+1,23%), verificando
que o estresse provocado pela presenga do permeado da ultrafiltracdo no meio de cultivo, promoveu o acimulo

de carboidratos.
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Quando compara-se 0s ensaios 1 (com adi¢do de permeado) e 4 (sem adi¢do de permeado), onde ambos
foram mantidos até o inicio da fase estacionaria, observa se que 0s mesmos apresentaram baixas concentraces
de carboidratos (7,29+0,08% e 6,13+1,03% respectivamente) fato que pode ter ocorrido, devido os ensaios
serem mantidos somente até o inicio da fase estacionaria. Além disso, quando o ensaio 3 é comparado ao 1,
cultivados nas mesmas condicdes, porém o ensaio 1 foi mantido somente até o inicio da fase estacionaria,
observa-se que o maior acimulo de carboidratos é verificado no inicio da fase de declinio (ensaio 3) e ndo no
inicio da fase estacionaria de crescimento.

A Tabela 2 apresenta o perfil dos acidos graxos obtidos a partir dos lipidios obtidos da biomassa.

Tabela 1. Perfil dos &cidos graxos obtidos nos ensaios da microalga Spirulina platensis LEB 52.

Concentracdo de acidos graxos (%)

Acidos graxos Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6
Miristico C14:0 1,62+0,99 1,13+0,59 0,41+0,54 0,79+0,14 0,59+0,07
Palmitico C16:0 46,54+8,41 52,61+0,09 53,61+2,54  47,68+5,04 51,52+0,62

Palmitoléico Cl6:1 1,09 1,62+0,42 1,60£0,22 1,13+0,02 1,75+0,07

Esteérico C18:0 13,03+1,30 5,28+0,74 4,92+1,74 5,12+0,32 3,43+0,83
Oleico Cc18:1 19,87

Cl8:1cis 5,89 4,0110,80 3,21+0,03 4,5612,46 3,34+0,39

Linoleico C18:2 cis 13,61+1,51 15,51+1,25 15,85+0,54  20,33+5,79  16,83+0,92

y-linoleico C18:3 cis 1,47 0,56+0,13 0,26+0,12 0,34+0,01

Araquiddnico C20:0 10,09+3,45 16,76+£0,95 17,63+1,08 16,73+3,16  19,20+0,04
Saturados 72,07+£10,4 77,39+122 77,58+0,97 72,31+8,62  76,02+0,52

Insaturados 27,93+10,4 22,61+122 26,54+4,85 27,69+8,62  23,98+0,52

*A amostra 4 apresentou vestigios dos &cidos graxos C20:5, C21:0, e behénico. Também foram encontradas pequenas quantidades dos
acidos graxos laurico, pentadecilico, margérico, margaroleico, (a-)linolénico, e eicosadiendico. Nao foi determinado o perfil de &cidos
graxos do ensaio 3.

De acordo com a Tabela 2, observa-se que o &cido graxo palmitico foi o predominante entre os ensaios,
sendo 0 mais abundante, seguido por linolénico e linoléico.

Os é&cidos graxos poliinsaturados essenciais como o araquidénico e o linoléico também foram
verificados em quantidades significativas em todas as amostras.

O é&cido graxo palmitoléico apesar de estar presente em pequenas quantidades, foi verificado em todas
as amostras analisadas. Este acido graxo possui grande importancia nutricional, pois pode auxiliar no equilibrio
de diversas doencgas, como, por exemplo, as cardiovasculares (WILLIS et al., 1998).

Os &cidos graxos saturados encontram-se em maiores quantidades que os insaturados em todos 0s
ensaios, isso pode ter ocorrido devido a sintese de &cidos graxos iniciar-se pelos saturados. Estes sdo 0s mais
indicados para a producédo de biodiesel (CANAKCI, 2007). Os acidos graxos insaturados 0s quais apresentam-se

em menores quantidades, podem ser utilizados para elaboracao de produtos alimenticios.
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4 CONCLUSAO

A adicdo do permeado da ultrafiltracdo do soro de leite contribuiu para o aumento da produtividade
maxima em células. As modificagdes do meio de cultivo, as fases de crescimento, a adicdo do permeado da
ultrafiltracdo de soro de leite, promoveram o aumento do teor de carboidratos da microalga Spirulina platensis.

A reducdo do nitrogénio e duplicacdo do fésforo relacionada com o acumulo de carboidratos
apresentou influéncia nos ensaio realizado com e sem ultrafiltrado. Quando o microrganismo permaneceu até o
final da fase estacionaria obteve-se o maior acumulo de carboidratos. No entanto, estas alteracdes nao
mostraram-se favoraveis para a produtividade em lipidios. Contudo, foi possivel observar que o crescimento
celular pode ser mantido mesmo sob condic6es de estresse devido a adicdo do permeado da ultrafiltracdo de soro
de leite e as restri¢fes de nutrientes do meio de cultivo.

Dentre os &cidos graxos que caracterizam o perfil lipidico da microalga Spirulina, o acido graxo

palmitico apresentou-se em maiores concentraces, seguido de linoléico, araquiddnico e esteérico. .
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