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RESUMO - O potencial biotecnoldgico das microalgas vem sendo estudado devido as
diversas substancias sintetizadas por estes micro-organismos como proteinas, carboidratos
e lipidios. O objetivo do trabalho foi determinar pardmetros cinéticos de crescimento e
caracterizar a biomassa de Spirulina sp. LEB 18 cultivada utilizando CO, como fonte de
carbono. O cultivo foi realizado em fotobiorreator tubular horizontal equipado com air-lift
sob condicdes controladas de luz e temperatura, até a fase estacionaria de crescimento. Foi
utilizado meio Zarrouk com fonte de N, reduzida em 50% e fonte de C substituida por
10% de CO,. A concentracdo celular maxima obtida foi 1,06 g.L™*, produtividade 0,02
g.L.d* e biofixagdo diaria maxima 160 mg.L.d™. A biomassa apresentou teor de proteinas,
carboidratos, cinzas e lipidios, 47,3%, 13,4%, 12,3% e 11,7%, respectivamente,
demonstrando que Spirulina sp. LEB 18 possui potencial para desenvolvimento de um
processo que resulta na mitigacdo de CO, e uma variedade de biocompostos.

1. INTRODUCAO

As aplicacBes ambientais das microalgas incluem a biofixacdo de CO,, remocdo de matéria
organica e metais toxicos de efluentes, producdo de biocombustiveis como biodiesel e bioetanol
(LACERDA & CACIA, 2013). Muitas espécies podem ser induzidas a acumular diversos compostos
(SOUSA et al; 2014), como carboidratos, proteinas e lipidios (MORIOKA et al., 2014; HULTBERG
et al, 2014). Estudos envolvendo o uso de microalgas vém se intensificando devido ao potencial que
apresentam, sendo uma fonte renovavel que ndo compete diretamente com a producao de alimentos e
por possibilitar a obtencdo combustiveis com menor impacto ambiental quando comparado aos
combustiveis fosseis (SANTOS, 2013).

A biofixacdo de CO, por microalgas é uma tecnologia promissora para a redugdo das
concentracdes dos gases de efeito estufa (GEE), principalmente CO,. Neste contexto, pesquisas estdo
sendo desenvolvidas a fim de identificar espécies de microalgas tolerantes a altas concentracGes
destes gases, e para definicdo de parametros de processo que maximizem as taxas de crescimento e
biofixacdo de CO, (SINGH & AHLUWALIA, 2012). Varios métodos quimicos, fisicos e bioldgicos
tém sido aplicados para redugdo do CO, e 0 método biolégico com microalgas é considerado uma das
abordagens mais eficazes para a fixacdo deste gas (DEMIRBAS, 2011). O cultivo de microalgas,
comparado ao de vegetais superiores apresenta vantagens como possuir baixos custos para a colheita
e transporte, podem ser cultivados em locais indspitos, ndo dependem de grandes quantidades de agua
para cultivo e apresentam resultados imediatos de biofixacdo (HENRIKSON, 1994).
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O nutriente que esta em maior quantidade no cultivo de microalgas é o carbono, pois as células
apresentam em sua composicdo cerca de 50 % (w/w) deste elemento, sendo que este pode se
fornecido como CO,, carbonato ou bicarbonato (BORGES et al., 2013). Nos cultivos para mitigagdo
de CO, a fonte de carbono do meio pode ser substituida pelo CO, gerado a partir da queima dos
combustiveis fdsseis, que pode ser captado direto da fonte emissora (BENEMANN, 1993). Esta é
uma vantagem adicional a aplicagdo destes micro-organismos para este fim, visto que além da
reducdo dos GEE ainda ha a reducao nos custos de producdo de biomassa (MORAIS; COSTA, 2007).

O crescimento microalgal € resultado da interacdo entre fatores bioldgicos, fisicos e quimicos.
A composicdo bioquimica da biomassa das microalgas € determinada pela espécie e fatores
ambientais como a intensidade de luz, temperatura, pH e composi¢ao do meio de cultivo (FERREIRA
et al, 2013). A manipulacdo de condi¢bes de cultivo como presenca ou auséncia de determinados
nutrientes, pode estimular a biossintese de compostos especificos que estes micro-organismos reagem
a variacGes do meio exterior com alteragcfes intracelulares (NELSON; COX, 2011). A Spirulina é
conhecida devido aos diversos compostos que podem ser obtidos através da sua biomassa. Esta
microalga vem sendo muito investigada devido a capacidade de se desenvolver em condicdes
ambientais adversas, caracteristica desejavel para o aumento de escala. A procura por seguranca
energética tem feito com que a maioria dos paises empenhe-se na busca por fontes alternativas de
energia, a fim de reduzir problemas econémicos, sociais e ambientais. Espera-se que a biomassa
microalgal, venha a tornar-se um dos principais recursos renovaveis na producdo de alimentos,
materiais, produtos quimicos, combustiveis e energia (BORGES et al., 2010).

Neste contexto, o trabalho teve como objetivo determinar parametros cinéticos de crescimento e
caracterizar a biomassa de Spirulina sp. LEB 18 cultivada utilizando CO, como fonte de carbono.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Micro-organismo e Condigdes de Cultivo

A microalga Spirulina sp. LEB 18 (MORAIS et al., 2008), foi cultivada em meio Zarrouk,
contendo (g L™): NaHCOs, 16,8; NaNOs, 2,5; K,HPO,, 0,5; K,SO., 1,0; NaCl, 1,0; Mg.SO4.7H-0,
0,2; CaCl,, 0,04; FeSO,4.7H,0, 0,01; EDTA, 0,08 e micronutrientes. Neste experimento, a fonte de
nitrogénio foi reduzida em 50% e a fonte de carbono foi substituida por CO, comercial a 10% (v/v)
em uma mistura com ar a 90 mLpiswura/Min. A injecdo ocorreu a cada 40 min na fase clara durante 5
min. Os cultivos foram realizados em fotobiorreator tubular horizontal (Figura 1) equipado com air-
lift de 150L, volume til de 130L, com concentracéo inicial de cultivo de 0,2 g.L™. Os experimentos
foram conduzidos em estufa termostatizada a 30°C com controle de iluminancia (43,2 pmol.m?.s™),
fotoperiodo 12h claro/escuro e mantidos até a fase estacionaria de crescimento.
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Figura 1 — Esquema biorreator tubular horizontal equipado com air-lift.

2.2. Caracterizacdo da Biomassa

A biomassa obtida foi centrifugada a 15200x g por 15 min e liofilizada, logo apos reidratada e
submetida a sonda ultrassdnica por 10 min em pulsos de 10s, obtendo o extrato microalgal. A partir
deste extrato foram realizadas andlises de carboidratos segundo Dubois et al. (1956) e teor de
proteinas pelo método proposto por Lowry et al. (1951) utilizando albumina como padrdo. Os lipidios
foram quantificados a partir da biomassa liofilizada utilizando método de Folch et al. (1957). O teor
de umidade e cinzas de acordo com AOAC (2000).

A fim de realizar comparacéo de resultados foi utilizada uma biomassa de Spirulina sp. LEB 18
produzida comercialmente pela empresa Olson microalgas. Esta biomassa foi cultivada em
fotobiorreatores raceway sob condi¢des outdoor em estufa de filme transparente. Nesta biomassa as
mesmas quantificacdes foram realizadas.

2.3. Delineamento experimental

Diariamente foi monitorado o crescimento das microalgas através da medida da concentragédo
celular, determinada pela densidade Optica das culturas em espectrofotdmetro a 670 nm. A
concentragéo celular foi obtida através de curva de crescimento relacionando massa seca e densidade
Optica (COSTA et al., 2002). Também a cada 24 h foi realizada a medida do pH dos cultivos em
pHmetro digital.

Neste ensaio foram determinados os pardmetros concentracdo celular méaxima (Xmax),

produtividade maxima (Pmax), Vvelocidade especifica maxima de crescimento (Umsx), € tempo de
geracdo (tg). A produtividade (P, g.L.d™?) foi calculada segundo a equacdo P=(X-Xo)/(t-to). A

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 3



mEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

velocidade especifica de crescimento (Lmax) foi obtida por regressdo exponencial da fase logaritmica
de multiplicacéo celular e o tempo de geracdo (tg) foi obtido pela razéo entre In 2/pnex (MORAIS;
COSTA, 2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento com Spirulina sp. LEB 18 utilizando meio Zarrouk com reducéo na fonte de
nitrogénio e substituicdo da fonte de carbono por CO,, houve uma fase de adaptacdo de
aproximadamente 7 d, conforme Figura 2. Apds este periodo a velocidade de crescimento celular
aumentou gradualmente, até o ponto onde manteve-se constante, na etapa de crescimento exponencial
entre 12 d e 40 d, até atingir a concentracdo celular méxima. Neste ponto houve uma desaceleracao
até o inicio na fase estacionéria, identificada pelo ponto onde a concentracao celular se estabilizou. A
entrada na fase estacionaria para os cultivos microalgais geralmente ocorre devido ao esgotamento de
nutrientes ou sombreamento celular (COELHO, 2013). Ao longo dos experimentos, ndo houve grande
variagdo do pH devido as injec¢Ges de CO,, se mantendo entre 7,75 e 8,83.

1.2 —
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\ \ \ \
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Figura 2 Curva de crescimento da microalga Spirulina sp. LEB 18 50% N, 10% CO,, meio
Zarrouk modificado.

No experimento com a microalga Spirulina sp. LEB 18 os parametros cinéticos obtidos ao final
dos 47 d de experimento foram esperados devido as altera¢cdes no meio de cultivo conforme Tabela 1.
Radmann et al. (2011) ao cultivarem Spirulina sp. LEB 18 em meio Zarrouk utilizando 10% de CO;
como fonte de carbono, durante 15 d obtiveram concentracdo celular maxima de 1,53 g.L" e
velocidade especifica maxima de crescimento de 0,22 d™ resultados superiores aos obtidos no
presente estudo. A reducdo da fonte nitrogénio pode ter influenciado negativamente o
desenvolvimento deste micro-organismo, reduzindo a produtividade e, consequentemente,
concentracdo celular méxima ao final do experimento. O nitrogénio ¢ um elemento utilizado pelas
células principalmente para formacdo de proteinas e acidos nucléicos, sendo essencial ao
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desenvolvimento celular (BEZERRA et al., 2012).

Tabela 1 Pardmetros cinéticos para o cultivo de microalga Spirulina sp. LEB 18 50% N, 10%
CO; e biofixacao

Pardmetros Cinéticos Respostas
Xmax 1,06g.L™"
Tg 5,39d
Prnéx 0,02g.L.d*
Himéx 0,13d™
Biofixagdo 160 mg.L.d*

A reducdo na fonte de nitrogénio é uma forma efetiva de melhorar o acimulo de lipideos e/ou
carboidratos na biomassa microalgal, no entanto o aumento destes componentes na biomassa nem
sempre € proporcional ao da produtividade celular. Nas microalgas, a resposta das células as
condi¢cdes ambientais definem os fatores como limitante, quando ocorre a reducdo da taxa de
crescimento ou alguma reacdo bioquimica sem a necessidade de aclimatacdo celular, ou estressante,
que implica em um desequilibrio metabdlico o qual demanda ajustes bioquimicos antes que as células
possam estabelecer um novo estado de crescimento ou biossintese (RICHMOND, 2008).

O cultivo realizado em biorreator tubular horizontal apresentou taxa de biofixacdo de CO, de
160 mg.L.d™, valor inferior ao obtido por Morais e Costa (2007), quando cultivaram a microalga
Spirulina sp. LEB 18 em biorreator tubular vertical com injecio de 6% de CO, (394 mg L™ d™%). O
mecanismo de biofixacdo de CO, por microalgas € baseado na capacidade que esses micro-
organismos possuem de realizar fotossintese. Mudancgas nas fontes nutricionais geralmente nao
afetam a taxa fotossintética de microalgas, no entanto, a alteracdo na concentracdo de nutrientes,
como N e P, podem causar a reduc¢édo na absorcdo de CO, (OHSE et al., 2007). Outros fatores como,
iluminancia, taxa de injecao de CO, nos cultivos, pH, densidade celular e temperatura também podem
determinar um aumento ou redugéo na biofixagdo de CO, (JARENKOW, 2011).

O teor de lipidios encontrado para a biomassa de Spirulina sp. LEB 18 cultivada em biorreator
tubular horizontal é cerca de duas vezes maior que os valores encontrados em cultivos comerciais
como apresentado na Tabela 2. O tempo de cultivo, até a fase estacionaria, e a redugdo do
componente nitrogenado podem ter contribuido para o aumento da concentracao lipidica. Na fase de
crescimento exponencial geralmente o teor proteico € mais elevado devido a multiplicacdo celular e a
formagéo dos acidos nucleicos. A maior producéo de lipidios e carboidratos, no entanto, ocorre na
fase estacionaria como forma de reserva de energia (DUNSTAN, 1993). Ja a reducdo da fonte de
nitrogénio em cultivos microalgais é capaz de realizar um desvio no metabolismo das celulas para a
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producdo de lipidios ou carboidratos (LOURENCO, 2006). No caso do cultivo em biorreator tubular
da cepa Spirulina sp. LEB 18 este desvio foi favoravel a producéo de lipidios, visto que comparando-
se as concentracOes de carboidrato da Tabela 2 pode-se observar que este foi inferior ao obtido no
cultivo comercial.

Tabela 2 Teor de carboidratos, lipidios, proteinas e cinzas na biomassa de Spirulina sp. LEB 18
em biorreator tubular e raceway

Amostra Carboidratos (%) Lipidios (%) Proteinas (%) Cinzas (%)
Tubular 13,40+0,49 11,69+0,76 47,26+1,10 12,3+0,8
Raceway’ 21,68+0,12 5,74+0,46 44,69+0,25 15,640,7

*valores obtidos para a biomassa de Spirulina sp LEB 18, cultivada pela empresa Olson
microalgas.

Com relacdo ao teor de proteinas e cinzas, os cultivos comercial e em biorreator tubular
horizontal mantiveram-se proximos. As variacfes da composicdo da biomassa das microalgas
cultivadas sob diferentes formas, podem ter ocorrido devido as diferentes configuracdes dos reatores
(volume, agitacdo e exposicdo a luz solar) e condicBes ambientais aos quais foram submetidos 0s
cultivos. As variagbes de temperatura e luminosidade em condigdes outdoor podem afetar a
composicao da biomassa microalgal (RICHMOND, 1986).

A microalga Spirulina sp. possui a capacidade de produzir biomassa rica em biocompostos
(proteinas, lipidios e carboidratos), que podem ser utilizados na producdo de biocombustiveis,
suplementos alimentares, producdo de farmacos e cosméticos bem como no sequestro de carbono
sendo uma alternativa viavel para reducdo da concentracao de CO, atmosférico.

4. CONCLUSAO

O cultivo da microalga Spirulina sp. LEB 18 realizado em fotobiorreator tubular horizontal
equipado com air-lift, com reducdo da fonte de nitrogénio e substituicdo da fonte de carbono por 10%
de CO, no meio, obteve concentragéo celular méxima 1,06 g.L™ e produtividade 0,02 g.L.d™ ao final
de 47 d de cultivo. A microalga produziu biocompostos com aplicabilidade em diversas areas e a
producdo de lipidios pode ter sido estimulada pela reducdo do componente nitrogenado. Spirulina sp
LEB-18 biofixou 160 mgcoz.L™.d™ mostrando-se como uma alternativa para a mitigacdo das emissdes
antropogénicas de CO,.
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