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RESUMO: O estudo teve como objetivo avaliar o cultivo heterotr6fico da microalga
Phormidium sp. utilizando sacarose hidrolisada como fonte de carbono orgénico em
diferentes razBes carbono/nitrogénio. A inversao da sacarose ocorreu por hidrélise acida e as
razdes carbono/nitrogénio estudadas foram de 20 e 30. Os experimentos foram conduzidos em
um biorreator de coluna de bolhas. As condi¢Ges experimentais utilizadas foram:
concentracdo inicial de inoculo de 100mg/L, pH de 7,6, temperatura de 30°C, aeracdo
constante de 1VVM (volume de ar por volume de meio por minuto) e auséncia de
luminosidade. Os resultados obtidos indicaram que a maior produtividade de biomassa
(35,50mg/L.h) e a maior produtividade lipidica (5,34mg/L.h) foram alcancadas a partir da
razdo carbono/nitrogénio de 20.

1. INTRODUCAO

O termo microalgas ndo tem valor taxondmico, engloba microrganismos algais com
clorofila e outros pigmentos fotossintéticos (Raven et al., 2001). No entanto sob a
denominacdo microalgas estdo incluidos organismos com dois tipos de estrutura celular:
estrutura procariotica, com representantes nas divisbes Cyanophyta e Prochlorophyta e
estrutura celular eucariética, com representantes nas divisdes Chlorophyta, Euglenophyta,
Rhodophyta, Haptophyta, Heterokontophyta, Cryptophyta e Dinophyta (Hoek et al., 1995).

As microalgas podem ser cultivadas por sistemas heterotréficos onde ocorre produgédo
de biomassa por conversdo de compostos organicos, na auséncia de energia luminosa ou em
sistemas fotossintéticos onde a biomassa € obtida por conversdo de diéxido de carbono (CO>),
na presenca de energia luminosa (Pereira et al., 2012). Quando comparado ao sistema
fotossintético, o cultivo heterotrofico é mais vantajoso em relacdo aos custos e producdo de
biomassa, que é a forca motriz deste sistema (Choix et al., 2012).

Conforme Wen e Chen (2003) um organismo utilizado para producdo heterotrofica
deve possuir as seguintes caracteristicas: habilidade para se dividir e metabolizar na auséncia
de luz; capacidade para resistirem a stress hidrodinamico na fermentagéo; facilidade para se
adaptar rapidamente em novos ambientes e possibilidade de crescer em meio de baixo custo.

Estudos recentes mostram que as culturas heterotréficas microalgais estdo ganhando
interesse crescente para a producdo de uma grande variedade de metabolitos em todas as
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escalas (Yang et al., 2000, Wen e Chen, 2003). Nesta condicdo de cultivo a producdo destes
bioprodutos (&cidos graxos poliinsaturados, carotendides, ficobilinas, polissacarideos entre
outros) € economicamente util, dado reducdes significativas na complexidade dos
bioprocessos e dos custos operacionais (Tuchman, 1996). Onde uma das razdes € 0 consumo
de fontes de carbono simples, barato e disponivel como a glicose, acetato, glicerol, sacarose,
entre outros.

O custo final da produtividade de biomassa € a caracteristica essencial para o0s
sistemas de cultivo e depende essencialmente das condicbes e do meio de cultivo
(Borowitzka, 1992). Em vista disso uma alternativa para aumentar a reducédo deste custo € a
utilizacdo de sacarose como fonte de carbono organico, uma vez que a glicose, a principal
fonte utilizada possui alto valor comercial. No entanto a auséncia da invertase em algumas
espécies de microalgas torna a hidrdlise da sacarose uma etapa primordial para o
desenvolvimento do processo (Perez-Garcia et al., 2011).

2. OBJETIVO

O estudo teve como objetivo avaliar o cultivo heterotréfico da microalga Phormidium
sp. utilizando sacarose hidrolisada como fonte de carbono orgénico em diferentes razdes
carbono/nitrogénio.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Microrganismo e condic¢des de cultivo

A cianobactéria utilizada foi a Phormidium sp., isolada do Deserto Cuatro Cienegas no
México (26°59°N 102°03W). Apos purificacdo, as culturas estoque foram mantidas em tubos
de ensaio com meio sintético BGN (Rippka et al., 1979) solidificado com agar-agar. As
condigdes de manutencao usadas foram 25°C e intensidade luminosa constante de 1klux.

3.2. Hidrolise da sacarose

A inversdo da sacarose ocorreu por hidrolise &cida, através adicdo de 0,4% de HCL
3M a uma solucédo de 500 g.L-1 de sacarose, com posterior aquecimento em banho-maria a
80°C por 30 minutos e posterior resfriamento até a temperatura ambiente. A neutralizacdo do
pH se deu por adicdo de uma solucdo de NaOH 3M, na mesma proporcao do acido.

3.3. Meio de cultura

Utilizou-se o meio sintético BGN para diluicdo e suplementacdo de nutrientes
inorganicos. A composicdo quimica do BGN é: K;HPO4 (0,03g.LY), MgSO, (0,075g.L™Y),
CaCl,.2H20 (0,036g.L™), citrato de amdnio e ferro (0,0006g.L™?), Na,;EDTA  (0,001g.L™Y),
NaCl (0,00072g.L™), &cido citrico (0,0006g.L™?), Na;COs (1,59.L™1), metais tracos: [H3BOs
(0,0028g.L ), MnCl2.4H,0 (0,0018g.L™Y), ZnS04.7H,O (0,00022g.L), Na;Mo004.2H,0
(0,00039g.L1), C0S04.6H,0 (0,00004g.L ™). Empregou-se sacarose hidrolisada como fonte
de carbono orgénico exdgeno em diferentes concentracdes afim de se obter as razBes
carbono/nitrogénio de 20, 30 e 40.
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3.4. Biorreator e condigdes experimentais

Os experimentos foram realizados em biorreator de coluna de bolhas construido de
vidro borossilicato, com um volume total de trabalho de 2,0L. O sistema de disperséo de ar
consiste em um difusor localizado no interior do frasco. A vazdo de ar foi controlada por
rotdmetros (precisao * 5%), a entrada de oxigénio e a saida dos gases foram filtradas através
de unidades filtrantes Millex-FG®, em polipropileno com membrana fluoropore de 0,22um de
diametro e 50mm de didmetro total. As condicOes de cultivos foram: concentragdo celular
inicial de 100mg/L, pH de 7,8, temperatura de 30°C, aeracdo de 1VVM (volume de ar por
volume de meio por minuto) e auséncia de luminosidade.

3.5. Analise lipidica

A biomassa foi separada do meio de cultivo por decantacdo, seguido de centrifugacéo.
Posteriormente, a pasta obtida foi seca em estufa com ventilacdo a temperatura a 60°C.

Para a extracao de lipideos totais da biomassa, foi utilizado o método de Bligh e Dyer
(1959) modificado, levando-se em conta as proporgdes entre os solventes metanol e
cloroférmio, e agua destilada (2:1:0,8). Os lipidios da biomassa seca foram extraidos apds
secagem e trituracdo em almofariz. A quantidade de lipideos foi determinada por gravimetria
a partir do extrato total de cloroférmio, evaporando-se o0 solvente e posteriormente secagem
em estufa até se obter peso constante.

3.6. Amostragem e analise dos dados cinéticos

As amostragens foram realizadas de forma asséptica a cada 24 horas durante a fase de
crescimento do microrganismo. A concentragdo celular e a quantidade de lipideos foram
determinadas através de gravimetria. Os dados de biomassa foram utilizados na obtencéo da
velocidade méaxima especifica de crescimento (In (X/Xo) = umax.t), onde X € a concentracdo
celular final (mg.L?), Xo é a concentracdo celular inicial (mg.L™), pmex € a velocidade
maxima especifica de crescimento (h™) e t é o tempo (h), no célculo da produtividade de
biomassa (Px = p.X). O teor lipidico alcancado foi utilizado para obtencdo da produtividade
do mesmo (PL= PX.Lipidios/100), onde Lipidios representa a quantidade lipidica em
porcentagem. Os experimentos foram realizados em duplicata e os dados cinéticos referem-se
a média de quatro repeticoes

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os parametros cinéticos obtidos para o cultivo heterotréfico da
cianobactéria Phormidium utilizando sacarose hidrolisada como fonte de carbono orgéanico
em diferentes razOes carbono/nitrogénio.
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Tabela 1- Pardmetros cinéticos da cianobactéria Phormidium sp. através do cultivo
heterotréfico com sacarose hidrolisada.

Razdo CN  pmaéx (h-1) Xméax (mg.LY)  PX (mg/Lh) Lipideos (%) PL (mg/L.h)

20 0,0175 5213 35,50 15,06 5,34

30 0,0133 4763 32,38 13,89 4,49

Hmax: velocidade maxima especifica de crescimento, Xmax: concentracdo celular méxima, Px:
produtividade de biomassa; P.: produtividade lipidica.

O cultivo empregando a razéo carbono/nitrogénio de 20 apresentou maior velocidade
méaxima especifica de crescimento (0,0175h), maior produtividade de biomassa (35,50 mg.L"
1 h), melhor desempenho na obtengdo de biomassa (5213 mg.L™t), além de maior contetdo
lipidico (15,06%) e produtividade lipidica (5,34 mg.Lt.h™2).

Estes resultados foram semelhantes, porém ndo superiores aos obtidos por Acosta et
al. (2012) ao utilizarem sacarose hidrolisada no cultivo heterotréfico da Clhorella vulgaris,
onde os maximos valores de concentracdo celular e produtividade foram, respectivamente,
5300mg.L? e 41 mg.L.h'. Fato que pode estar associado a forma de assimilagdo de cada
microalga.

Sun et al. 2008, utilizaram diferentes fontes de acuUcar para avaliar o crescimento da
Clhorella zofingiensis, onde a sacarose apresentou-se entre as fontes menos eficientes. A
concentracdo celular para essa fonte foi 50% menor que para glicose, onde se obteve maior
crescimento. Essa ineficiéncia da sacarose esta associada & auséncia da enzima invertase em
algumas espécies de microalgas, na sua auséncia a microalga ndao assimila corretamente a
complexa molécula de sacarose, tornando a hidrdlise da sacarose uma etapa primordial para o
desenvolvimento do processo.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demostraram que razdo carbono/nitrogénio de 20 foi a melhor
condicdo para o cultivo heterotréfico de phormidium sp., proporcionando a obtencdo de
produtividade em biomassa de 35,50 mg/L.h...
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