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RESUMO - As microalgas sdo micro-organismos fotossintéticos procarioticos e
eucaridticos, que apresentam biomassa rica em polissacarideos, proteinas, lipidios e/ou
hidrocarbonetos. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a biomassa de Spirulina sp.
LEB 18 cultivada com CO, em modo semicontinuo, verificando sua potencialidade na
concepcao de uma biorrefinaria. A microalga foi mantida em meio Zarrouk e Zarrouk
modificado com 10% (v/v) de CO,. As taxas de renovacdo estudadas foram 20 e 40%
(v/v). As maiores concentracdes proteicas foram encontradas nos ensaios com COs,
sendo 60,1 e 59,7% (p/p) com as taxas de renovacdo de 20 e 40% (v/v),
respectivamente. O méximo teor lipidico, 9,8% (p/p), foi obtido do ensaio com CO, e
renovacdo de 20% (v/v). Os teores maximos de cinzas e carboidratos foram obtidos
dos cultivos com meio Zarrouk e renovacdo de 20% (v/v). A partir da biomassa de
Spirulina sp. LEB 18 é possivel a obtencdo de bioprodutos como biopeptideos, acidos
graxos essenciais e bioetanol, reduzindo ainda as emissoes de CO, para a atmosfera.

1. INTRODUCAO

O aumento nas emissdes de CO, pode resultar em elevacéo significativa da temperatura no
planeta. Diante disso, governos tém debatido sobre formas de minimizar essas emissdes, sem
prejudicar o crescimento econdmico. Os acordos se baseiam em reducdo das emissdes, aquisicao
de créditos de carbono, implementacdo de projetos baseados em tecnologias limpas em outros
paises. Paises desenvolvidos podem investir em projetos em paises em desenvolvimento, com a
promocdo de sequestro de carbono, contabilizando reducdo em suas emissGes (Barreto et al.,
2009). A reducdo do uso de combustiveis fosseis, bem como promover a captura e sequestro de
CO, sdo alternativas para reduzir as emissdes deste gas (Ho et al., 2010) e micro-organismos
como as microalgas sdo potenciais atuantes nesse processo.

As microalgas sdo consideradas como um sistema bioldgico eficiente para a captacdo de
energia solar e producdo de componentes organicos. A producdo de microalgas pode ser realizada
durante todo o ano, necessitando de pouca agua quando comparada a plantas terrestres. A
composicdo bioquimica das microalgas pode ser manipulada, atraves da alteracdo das condigcdes
de cultivo e estresses ambientais (Hu et al., 2008), sendo induzidas a produzirem altas
concentracdes de biocompostos de importancia comercial e o rendimento em lipidios pode ser
significativamente melhorado. As microalgas podem produzir, além de lipidios, proteinas,
carboidratos que podem ser utilizados como alimento ou fermentados para produzir etanol,
metano, dentre outros bioprodutos com maior valor agregado (Brennan e Owende, 2010). Entre as
abordagens para reducdo das emissdes de CO,, a biofixacdo desse gas por microalgas é
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considerada uma das solucdes mais eficazes (Morais e Costa, 2007).

Cultivos semicontinuos de microalgas tornam-se alternativas para producdo em maior
escala. Esse modo de cultivo apresenta vantagens operacionais, como dispensar a constante troca
de in6culo, além de manter o micro-organismo em elevadas velocidades de crescimento. No
cultivo semicontinuo o mesmo inoculo pode ser utilizado por longo periodo, além de manter o
controle de pardmetros nutricionais e cinéticos (Reichert et al., 2006).

A biorrefinaria é considerada como processamento sustentavel, que integra 0s processos de
conversdo de biomassa para produzir biocombustiveis, produtos de valor agregado e energia. A
combinacdo dos beneficios pelo uso das microalgas na producdo de biocombustiveis e
biocompostos, a biofixacdo de CO,, dentre outras vantagens, apontam o grande potencial de
aplicacdo das microalgas em biorrefinarias (Borges, 2010). Para uma biorrefinaria baseada em
microalgas ser autossustentavel e ambientalmente correta é necessario o uso de fontes alternativas
de carbono originadas de efluentes industriais (CO,) para reducdo dos custos de producdo, bem
como a obtencdo de no minimo trés bioprodutos. Além disso, a condugdo de cultivo deve
proporcionar alta produtividade de biomassa, 0 que pode ser obtida em processo semicontinuo.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a biomassa de Spirulina sp.
LEB 18 cultivada com CO, em modo semicontinuo, verificando sua potencialidade na concepcéo
de uma biorrefinaria.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Micro-organismo e Condicdes de Cultivo

A microalga utilizada neste estudo foi Spirulina sp. LEB 18 (Morais et al., 2008), mantida em
meio Zarrouk (Zarrouk, 1966) e Zarrouk modificado substituindo-se a fonte original de carbono (16
g.L™ de NaHCO3) por 10 % (v/v) de CO,. Os cultivos foram realizados em duplicata, sob
condigBes controladas em camara termostatizada a 30°C, 41,6 umol/m2s e fotoperiodo 12 h
claro/escuro, com iluminacédo provida por lampadas fluorescentes de 40 W.

A concentracdo inicial de biomassa no cultivo de Spirulina sp. LEB 18 foi de 0,2 g.L™. A
microalga foi cultivada em fotobiorreatores tubulares verticais de 2 L, com volume Gtil de 1,5 L. A
aeracdo foi realizada por aspersdo de pedra porosa, através de ar comprimido misturado ao CO,
disposto em cilindro industrial (White Martins). A vazdo de entrada da mistura nos cultivos foi 0,3
vvm, controlada atraveés de vélvula solendide. A injecdo de 10% (v/v) de CO, foi realizada
diretamente nos fotobiorreatores, a cada 2 h, durante 10 min, no periodo claro.

Os cultivos foram conduzidos em modo semicontinuo, em que, a concentracdo celular de
corte foi definida como aquela encontrada no final da fase exponencial de crescimento. As taxas de
renovacéo estudadas foram 20 e 40% (v/v).

2.2 Concentracdo de Biomassa Microalgal e Biomassa Produzida

Diariamente foram coletadas amostras para determinagdo da concentracdo de biomassa,
calculada atraves da densidade otica a 670 nm (Costa et al.,, 2002) em espectrofotbmetro
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(Q7980RM, Quimis, Brasil) com curva de calibracdo relacionando densidade Gtica e peso seco de
biomassa da microalga.

A biomassa produzida (Bp) foi calculada a partir da Equacdo 1, em que V. é o volume retirado
de cada corte (mL), BC; é a concentracio de biomassa (g.L™) obtida a partir do 1° corte, BC,, do 2°
corte. A BC, é a concentracéo de biomassa obtida no tltimo dia de cultivo (g.L™) e V; é o volume
util do fotobiorreator (mL).

Bp=2/Vc*(BC1+ BCy + ... ) + (BCy*Vi)] )

2.3 Caracterizacéo da Biomassa Microalgal

A partir de cada corte realizado no cultivo semicontinuo, a biomassa microalgal foi
recuperada por centrifugacdo a 16920 g, 20°C por 20 min para separa-la do meio de cultivo.
Posteriormente, foi realizada lavagem com agua destilada, para eliminacdo de residuos de sais do
meio e foi realizada novamente a centrifugacdo. Em seguida, a biomassa microalgal foi armazenada
sob refrigeracdo a -20°C. Ao final do cultivo semicontinuo, juntou-se as biomassas obtidas em cada
corte, as amostras foram congeladas a -80°C, liofilizadas e entdo, realizou-se a caracterizacéo.

As biomassas obtidas dos cultivos semicontinuos foram caracterizada quanto ao teor de
carboidratos pelo método fenol-sulfdrico (Dubois et al., 1956), proteinas pelo método colorimétrico
de Lowry (Lowry et al., 1951), e lipidios por Folch e Less (1957). O teor de umidade e cinzas foi
determinado segundo a metodologia da AOAC (2000). As analises foram realizadas em triplicata e
os resultados, apresentados em base seca.

2.4 Andlise Estatistica

Os resultados de composicdo quimica das biomassas foram avaliados por Analise de
Variancia (ANOVA), com nivel de confianca de 95% (p < 0,05), utilizando teste de Tukey.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando a microalga Spirulina sp. LEB 18 foi cultivada com CO, como fonte de carbono, foi
apresentado os maiores numeros de ciclos de crescimento da microalga, sendo 18 e 9 ciclos, nos
cultivos com taxas de renovacdo de 20 e 40%, respectivamente. O final da fase exponencial de
crescimento foi 1,6 g.L™, sendo determinada esta a concentracdo celular de corte (Figuras 1a e
1b).

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 3



OBEQ 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Florianopolis/SC
Engenharia Quimica

1,80
1,50
2 1,20
0,90
0.60
0.30
0.00

Concentracio de
biomassa (g.L1)

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (d)

1.80
1.50
L 120
0,90
0,60
0.30
0,00 ‘ . . . . .

Concentracio de
biomassa (g.L)

Tempo (d)

Figura 1 — Curvas de crescimento da microalga Spirulina sp. LEB 18 com taxa de renovacéo de
20% (a) e 40% (b): meio Zarrouk (O); substituicdo das fontes de carbono do meio Zarrouk, por
10% (v/v) de CO; ().

Nota-se que nos cultivos da microalga Spirulina sp. LEB 18 n&o houve fase de
adaptacdo. A fase de adaptacdo ou fase lag ocorre pela necessidade das células se adaptarem ao
novo meio, até que possam dar inicio ao seu desenvolvimento (Brock e Brock, 1978). Essa fase ndo
foi observada neste trabalho (Figuras 1a e 1b) porque as diferencas entre as condi¢des de cultivo e a
manutencdo do indculo antes do experimento foram discretas, onde a temperatura, iluminancia e
aeracdo foram mantidos iguais.

A influéncia da concentracdo de CO, nos cultivos foi observada, uma vez que o
incremento de CO, nos cultivos proporcionou aumento da quantidade de biomassa produzida (Bp)
de 39,7% (p/p), com a taxa de renovacdo de 20% (v/v). Ao final do cultivo semicontinuo da
microalga, com a renovacgdo de 20% (v/v) foi produzido 7,5 g de biomassa quando mantida em
meio Zarrouk e 10,5 g, em meio Zarrouk modificado com 10% (v/v) de CO..

A cada ciclo de Calvin completo sdo produzidos carboidratos, mas &cidos graxos,
aminoacidos e &cidos organicos também podem ser sintetizados na fixacdo fotossintética de CO,
(Masojidek et al., 2004). Quando cultivada com meio Zarrouk, a microalga Spirulina sp. LEB 18
apresentou biomassa com teor de 19,1 e 18,8 % (p/p) de carboidratos, com taxa de renovacgéo de 20
e 40% (v/v), respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1 — Composi¢do quimica da biomassa de Spirulina sp. LEB 18

TR Carboidratos* Proteinas* Lipidios* Cinzas*

(%, vIv) (%, p/p) (%, p/p) (%, p/p) (%, p/p)
Meio Zarrouk
20 19,1 +0,97° 42,9 + 4,50 9,2 +0,65% 28,1 + 1,90°
40 18,8 + 1,00 47,8 + 2,25" 9,3+1,39° 22,7+0,97°
Meio Zarrouk modificado (10% (v/v) COy)
20 13,7 +0,45° 60,1+ 1,18° 9,8 +0,61° 14,4 +0,94°
40 14,4 +0,35" 59,7 + 1,66° 8,8 +1,01° 13,8 + 0,92°

*: Valores sdo média * desvio padrdo; Letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente
(p>0,05) pelo teste de Tukey.

As maiores concentragOes proteicas obtidas para a microalga Spirulina sp. LEB 18 foram nos
ensaios com CO, como fonte de carbono. Segundo Lourenco et al. (2004), se o suprimento de
nitrogénio é abundante em cultivos, verifica-se tendéncia de aumento nas concentracdes de
proteinas e de clorofila nas células. Contrariamente, quando as concentracdes de nitrogénio
disponiveis para as microalgas sdo baixas, verifica-se reducdo da taxa de divisdo celular, proteinas e
clorofila. De acordo com a literatura, o teor de proteinas € maior durante a fase exponencial de
crescimento (Valenzuela-Espinoza et al., 2002). Isso também pode justificar os teores de proteinas
relativamente elevados obtidos nas biomassas da microalga Spirulina sp. LEB 18.

Quando analisada a composi¢do quimica da microalga Spirulina sp. LEB 18 nota-se que
houve relacdo inversa no teor de proteinas e carboidratos. Os maiores teores de proteinas e menor
de carboidratos foram os obtidos quando a microalga foi cultivada com 10% (v/v) de CO,. Outros
estudos apresentaram respostas semelhantes. Derner (2006) constatou que a utilizacdo de CO,
causou aumento no contetdo de proteinas, especialmente em culturas de T. fluviatilis.

A biomassa microalgal apresentou maximo teor de lipidios no ensaio com 10% (v/v) de CO, e
renovacao de 20% (v/v). Tsuzuki et al. (1990), relatam que a adicdo de CO, as culturas microalgais
influencia na quantidade de lipidios e no grau de insaturacdo dos &cidos graxos, sendo portanto, um
nutriente essencial nos cultivos. O acumulo de lipidios ocorre quando o acetil-CoA é convertido em
malonil-CoA seguido por &cidos graxos apds ciclos continuos, catalisada pela acetil-CoA
carboxilase (ACCase). O acumulo de lipidios ocorre no cloroplasto e ACCase exerce intensa
regulamentacdo da sintese de acidos graxos em microalgas (Lv et al., 2010). Nos cloroplastos,
dependendo do estagio de desenvolvimento da célula, a atividade da piruvato desidrogenase €
frequentemente baixa. Por outro lado, acetil-CoA sintetase nos cloroplastos possui alta afinidade
pelo acetato e consome ATP para converter a acetil-CoA (Heldt, 2005). Assim, a adi¢do de CO, nos
cultivos de Spirulina sp. LEB 18 proporcionou rapidamente a sintese de ATP para converter a
acetil-CoA e iniciar a biossintese de lipidios.

Relacionado ao teor de cinzas foi observado que os ensaios com NaHCO3; como fonte de
carbono apresentaram os maximos valores de cinzas, sendo justificada pela elevada concentragéo
desse nutriente no meio Zarrouk (16,8 g.L™). Nos ensaios com CO, sendo a fonte de carbono, os
teores de cinzas foram menores, uma vez que 0 NaHCO3; do meio Zarrouk foi substituido por 10%
(v/v) de CO..
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Assim, em uma biorrefinaria microalgal nas condicdes realizadas neste estudo, as proteinas
poderiam ser utilizadas para alimentacdo humana ou ainda para obtencdo de peptideos bioativos que
poderiam ser nanoencapsulados e adicionados a produtos alimenticios. Os carboidratos poderiam
ser utilizados para producdo de bioetanol, os lipidios para biodiesel, biossurfactantes ou acidos
graxos essenciais e as cinzas poderiam retornar aos cultivos como fonte de minerais.

4. CONCLUSAO

Quando cultivada com 10% (v/v) de CO, e taxa de renovacdo de 20% (v/v), a microalga
Spirulina sp. LEB 18 apresentou biomassa rica em proteinas, sendo 60,1 % (p/p), 14,4% (p/p) de
carboidratos e maximo teor lipidico de 9,8% (p/p). A partir da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 é
possivel a obtencdo de bioprodutos como biopeptideos, bioetanol, &cidos graxos essenciais, biogas,
reduzindo ainda as emissdes de CO, para a atmosfera.

Assim, para concepcdo de uma biorrefinaria microalgal, o uso da biomassa de Spirulina sp.
LEB 18 como matéria prima pode ser considerada ambientalmente correta e economicamente
sustentavel, quando cultivada em modo semicontinuo com CO, como fonte de carbono e renovagédo
de 20% (v/v).
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