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RESUMO - O estudo teve como objetivo avaliar o cultivo heterotréfico de Phormidium
sp. utilizando sacarose como fonte de carbono orgénico em diferentes razGes carbono-
nitrogénio. As razbes carbono-nitrogénio estudadas foram de 20, 30 e 40. Os
experimentos foram conduzidos em um biorreator de coluna de bolhas, em condi¢des
experimentais de concentracao inicial de indculo 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 (40,76 mg/L.h) e a maior produtividade lipidica (8,47mg/L.h) foram alcancadas
a partir da razéo carbono-nitrogénio de 40.

1. INTRODUCAO

Cianobactérias sdo microrganismos procariontes largamente distribuidos na
natureza que possuem a capacidade de crescer no escuro, utilizando substratos organicos
(Sanchez-Luna et al. 2004). Varias espécies de microalgas, tém sido consideradas
organismos promissores para varias aplicacdes biotecnologicas e sdo alvo de estudos
devido ao seu potencial para diversas formas renovaveis de compostos quimicos uteis,
tanto para alimentacdo humana como animal, além de produtos farmacéuticos,
biofertilizantes, entre outras aplicacdes (Molina et al. 2002).

O efeito de mudancas nas condi¢cGes ambientais em culturas de muitas espécies de
cianobactérias tem sido estudados para um melhor entendimento da sua fisiologia e para
responder questBes especificas no que se refere ao crescimento de culturas. A acao de
alguns nutrientes, como carbono e nitrogénio, permite obter resultados sobre algumas
tendéncias gerais de culturas em batelada (Lourenco et al. 1997).

Segundo Pereira et al. (2012) a procura por fontes alternativas e economicamente
viaveis de substratos tem sido o principal foco de pesquisadores que buscam vencer as
barreiras econdmicas e ambientais para o setor de energias renovaveis. Assim, a fonte
ideal para a producdo de biocombustivel depende principalmente da sua disponibilidade
e do seu custo. A sacarose constitui até 60% da biomassa seca de algumas plantas como
a beterraba e a cana de acgucar, pode ser uma alternativa como fonte de carbono para o
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cultivo de microalgas em processos de producéo de Oleos unicelulares (Olguin et al.
2008).

2. OBJETIVO

O estudo teve como objetivo avaliar a aplicagdo da sacarose como fonte de carbono
organico em cultivos heterotroficos de phormidium sp.

3. METODOLOGIA
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 purificagdo, as culturas estoque foram
mantidas em tubos de ensaio com meio sintético BGN (Rippka et al., 1979) solidificado
com agar-agar. As condi¢des de manutencdo usadas foram 30°C e intensidade luminosa
constante de 1klux e aeracdo constante.

3.2 Meio de cultura

Utilizou-se o meio sintético BGN (Rippka et al., 1979) para diluicdo e
suplementacdo de nutrientes inorgéanicos. A composicao quimica do BGN é: KoHPO4
(0,03g.L"), MgSOs (0,075g.L™), CaCl..2H2,0 (0,036g.L™), citrato de amonio e ferro
(0,0006g.L™), Na,EDTA (0,001g.L ™), NaCl (0,00072g.L ™), NaNOs (0,015g.L™), acido
citrico  (0,0006g.L?), NaCOs (1,5¢9.L?), metais tragos: [HsBOs (0,0028g.L™),
MnCl,.4H,0 (0,0018g.L™), ZnS0O4.7H,0 (0,00022g.L™), Na,Mo0O4.2H.0 (0,00039g.L"
1), C0S04.6H,0 (0,00004g.L™). O carboidrato empregado nos cultivos foi a sacarose, na
concentracdo de 26g/L, 40g/L e 51g/L, para as razes carbono-nitrogénio de 20, 30 e 40

respectivamente.

3.3 Biorreator e condicdes experimentais

Os experimentos foram realizados em biorreator de coluna de bolhas construido
de vidro borossilicato, com um didmetro externo de 12,5cm e uma altura de 16cm,
resultando numa razédo altura/diametro (L/D) igual a 1,28, com um volume total de
trabalho de 2,0L. O sistema de dispersdo de ar consiste em um difusor de 2,5cm de
diametro localizado no interior do frasco. A vazdo de ar foi controlada por rotdmetros
(precisdo + 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
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de didmetro e 50mm de didmetro total. As condi¢des de cultivos foram: concentragio

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.
3.4 Amostragem e analise dos parametros cinéticos

As amostragens foram realizadas de forma asséptica a cada 24 horas durante a
fase de crescimento do microrganismo. A concentracao celular e a quantidade de lipideos
foram determinadas através de gravimetria. Os dados de biomassa foram utilizados na
obtencdo da velocidade méaxima especifica de crescimento (In (X/Xo) = pmax.t), onde X é
a concentracgdo celular final (mg/L), Xo é a concentragdo celular inicial (mg/L), umax € a
velocidade méaxima especifica de crescimento (h™) e t é o tempo de residéncia (h), no
calculo da produtividade de biomassa (Px= pu.X). A quantidade lipidica de biomassa foi
utilizada na obteng&o de sua produtividade (PL = Px.Lipideos). Os experimentos foram

realizados em duplicata e os dados cinéticos referem-se a média de quatro repetigdes.
3.5 Analise lipidica

3.5.1 Secagem da biomassa

A biomassa foi separada do meio de cultivo por decantacdo, seguido de
centrifugacdo. Em seguida, a pasta obtida foi seca em estufa com circulacdo de ar a

temperatura a 60°C.

3.5.2 Extracdo e determinacdo quantitativa do lipideo

Para a extracdo de lipideos totais da biomassa, foi utilizado o método de Bligh e
Dyer (1959) modificado, levando-se em conta as proporcdes entre os solventes metanol
e cloroformio, e agua destilada (2:1:0.8). Os lipidios da biomassa seca foram extraidos
apos secagem e trituracdo em almofariz. A quantidade de lipideos foi determinada por
gravimetria a partir do extrato total de cloroférmio, evaporando-se o solvente em

atmosfera de nitrogénio e posteriormente seco em estufa e submetido a peso constante.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo de fontes de carbono no cultivo de cianobactérias é um passo
fundamental na consolidacdo de rotas de producdo de biomassa a lipideos a partir de

sistemas heterotréficos. Neste sentido, a Tabela 1 apresenta os parametros cinéticos
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empregando sacarose em diferentes razdes carbono-nitrogénio no cultivo heterotrofico da
microalga Phormidium sp.

Sacarose HMax Xmax Px Lipideos PL
(h-1) (mg/L) (mg/L.h) (%) (mg/L.h)
C/N 20 0,0135 2775 14,73 8,9 1,32
C/N 30 0,0203 5260 34,44 18,64 6,41
C/N 40 0,0214 6170 40,76 20,78 8,47

HUmax: Velocidade maxima especifica de crescimento, Xmax: concentracdo celular
maxima, Py: produtividade de biomassa; P.: produtividade lipidica.

A maior velocidade maxima especifica de crescimento foi alcangcada no cultivos
com razdo carbono-nitrogénio de 40 (0,0214 h-1), seguida da razéo carbono-nitrogénio
de 30 com (0,0203h?). As maximas concentragBes celulares e produtividades em
biomassa foram de 6170mg/L e 40,76mg/L.h, respectivamente, para a razdo carbono-
nitrogénio de 40.

Segundo Francisco et al. (2013) dissacarideos como sacarose sdo substratos
oxidaveis, que servem de reservas energéticas para manter o nivel de ATP na célula, no
processo de acoplamento da cadeia respiratoria aerdbica. Neste sentido, a célula é capaz
de utilizar este substrato, adaptando-o para o crescimento heterotrofico de microalgas.

Em termos de produtividade lipidica, valores maximos de 8,47 mg/L.h foram
obtidos para razéo carbono-nitrogénio de 40, refletindo o equilibrio entre o teor lipidico
e a produtividade em biomassa. Cheng et al. (2009), investigaram o efeito de sacarose
como fonte de carbono na producao de lipidios de microalgas heterotréficas, Chlorella
protothecoides, verificando que o conteudo lipidico empregando este dissacarideo como
fonte de carbono foi positivo para a producéo de 6leo de microalgas heterotroficas.

Griffiths et al. (2009) relatam que quando se pretende fazer uma selecdo racional
de microalgas para a producao de lipideos unicelulares dois pardmetros como taxa de
crescimento e conteddo lipidico sdo essenciais, uma vez que este é um produto
unicelular, é prioritario o equilibrio entre estes dois parametros do processo visando

maximizar as taxas de producao.

5. CONCLUSAO

O cultivo heterotrofico de microalga phormidium sp. utilizando sacarose como

fonte de carbono, apresentou melhor eficiéncia em razdo carbono-nitrogénio de 40 nas
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condicbes empregadas, resultando a melhor concentracdo celular méaxima,
produtividade de biomassa, contetdo lipidico e produtividade lipidica, de 6170mg/L,
40,76mg/L.h, 20,78% e 8,47mg/L.h, respectivamente.
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