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RESUMO — Objetivou-se estudar as condigdes de cultivo que permitem o acUmulo de carboidratos na
microalga Spirulina platensis LEB-52. Os efeitos das variaveis concentracdo de NaNO;z; e NaCl no teor de
carboidratos foram avaliados por Planejamento fatorial completo 22. Adicionou-se glicose em batelada
alimentada. Os experimentos foram realizados em fotobiorreator fechado até a fase estacionaria de crescimento.
A concentragdo de carboidratos foi avaliada ao final dos cultivos. A maior concentragdo de carboidratos foi
| obtida quando a microalga foi cultivada com menor concentracéo de NaNO3 (1,25 g.L™* ) e maior concentracéo
de NaCl (1,20 g.L™).
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1 INTRODUCAO

As microalgas estdo sendo foco de estudos nos ultimos anos devido o seu alto potencial
biotecnoldgico por ser de grande aplicabilidade em diversas areas, como farmacéutica, ambiental, industrias de
alimentos e de cosméticos. (DERNER, 2006)

A necessidade por novas fontes alternativas de energia sustentavel tornou importante o estudo destes
microrganismos no campo dos biocombustiveis de terceira geracdo produzidos a partir de seus compostos de
reserva energética. Os cultivos de microalgas ndo necessitam de grandes areas férteis, ndo ocupando grandes
extensOes de terras agricultaveis e ares de florestas, 0 que ndo prejudica as culturas de alimentagdo humana e o
meio ambiente

O crescimento e a composi¢do bioquimica das microalgas dependem da natureza de cada espécie além
de outros fatores, como disponibilidade de nutrientes, luminosidade e pH. A maioria das microalgas quando
cultivadas em meio completo em termos de repleto de nutrientes, principalmente em relacdo as necessidades de

nitrogénio, sdo fontes de proteina, porém quando submetidas a condi¢cGes de estresse, com restricdo de
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nutrientes, podem acumular mais compostos de armazenamento de energia como lipideos e carboidratos.
(RICHMOND, 1990).

O nitrogénio é um componente importante para a formacao de proteinas, portanto quando presente em
pouca quantidade faz com que lipidios e_carboidratos sejam sintetizados preferencialmente. As microalgas
utilizam como fonte de carbono o gas carbbnico através da fotossintese. Porém, quando adicionadas fontes
organicas de carbono, pode haver a sintese de carboidratos e lipideos. Os meios de cultivos utilizados para o
crescimento podem ser facilmente manipulados com o objetivo de aumentar o teor de carboidratos, lipideos ou
mesmo proteinas presentes em sua biomassa para posterior aplicacdo na inddstria de alimentos, producéo de
biocombustiveis de terceira geracdo, entre outras areas. No caso dos carboidratos, estes podem ser utilizados
para a produgdo de bioetanol. Neste contexto, objetivou-se avaliar o crescimento e o acimulo de carboidratos da

microalga Spirulina platensis LEB-52 cultivada em diferentes concentragdes de nutrientes.

2 MATERIAL E METODOS

A microalga Spirulina platensis LEB-52, utilizada neste estudo foi cedida pelo Laboratério de
Engenharia Bioguimica (LEB) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG). A microalga foi cultivada em
meio Zarrouk modificado nas concentracGes da fonte salina e de nitrogénio, segundo planejamento experimental
(Tabela 1), utilizando fotobiorreatores tipo erlenmeyers de 2 L com agitacdo por meio de injecdo de ar e
fotoperiodo de 12 h claro/escuro. A concentragdo celular inicial dos cultivos foi de 0,1 g.L™"a qual foi
determinada a cada 24 h através da medida de densidade 6tica em espectrofotdmetro a 670 nm (COSTA et al.,
2002).

Adicionou-se glicose (0,5 g.L™") em batelada alimentada & partir do momento em que a concentrago
celular da microalga chegou a 0,3 g L™, sendo determinado o consumo dos aglcares redutores através do método
de DNS (MILLER, 1959).

Para avaliar a influéncia das concentragcdes do componente nitrogenado (NaNO3) e Cloreto de sédio,
presentes no meio de cultivo Zarrouk (1966), na concentracdo de carboidratos da microalga foi utilizado um
Planejamento Fatorial Completo 22 com adigdo de glicose em batelada alimentada.Para efeitos de comparacéo,

dois experimentos controle foram realizados nas concentra¢des normais de nutrientes, sem adigéo de glicose.
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Tabela I. Matriz do Planejamento Fatorial Completo 22 utilizado para avaliar a influéncia das concentragdes de
nitrato de sédio e cloreto de s6dio no meio de cultivo Zarrouk (1966), sobre o crescimento celular e acimulo de
carboidratos.

Exp X1 (NaNOsg L) X2 (NaClgL')
1 -1 (1,250) -1(1.10)

2 +1 (1,875) -1(1,10)

3 -1 (1,250) +1 (1,20)

4 +1 (1,875) +1 (1,20)
Controle 0(2.500) 0(1,00)

Determinagdo dos parametros de crescimento

A concentracdo celular da microalga foi determinada a cada 48 h através da medida de densidade ética em
espectrofotdmetro a 570 nm, utilizando-se uma relagdo pré-estabelecida entre o peso seco de biomassa e a
absorbancia. Os cultivos foram mantidos até a fase estacionaria de crescimento. A velocidade especifica maxima

de crescimento [ wa (d) foi determinada por regresséo exponencial aplicada a fase logaritmica de crescimento
(SCHMIDELL et al., 2001).

Determinacg&o de carboidratos na biomassa

A determinagdo de carboidratos na biomassa foi determinada pelo método de DNS (MILLER, 1959),
com prévia hidrélise &cida dos polissacarideos através da adigdo deHCI 1,5 N.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura | apresenta as curvas de crescimento dos experimentos do planejamento experimental
completo 22 e do experimento controle.
Figura I. Curvas de crescimento dos experimentos 1(¢), 2(m), 3 (A), 4 (x) €
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Tabela 1. Velocidade especifica maxima de crescimento (pmax dia™), Concentracéo celular maxima (X, g.L™)

e concentracéo de carboidratos (% p/p).

Ensaio Xuax(@-LY)  Hma(d™D) At log Carboidratos(%p/p)
1 3,256 0,2720 9 51,05
2 3,569 0,2966 12 39,48
3 1,780 0,3120 8 62,03
4 2,363 0,2974 8 56,22
Controle 3,108 0,3130 8 28,89

Avaliando-se os resultados do planejamento experimental verifica-se que as varidveis NaNO3 e NaCl
apresentaram efeito significativo em Xy € HUmax, NO nivel de 90% de confianga. O ensaio que apresentou
superior Xusx foi 0 2 (3,569 g.L™), quando a microalga foi cultivada com a concentragéo superior de NaNO; e
concentracdo inferior de NaCl. Este ensaio apresentou concentragdo superior ao ensaio controle (3,108 g."%). O
ensaio 3, realizado com inferior concentracdo de NaNOj; e superior concentragcdo de NaCl, apresentou a maior
Hmsx (0,312 d™), sendo esta similar ao ensaio controle (0,3120 d™). O ensaio 2 quando comparado ao 3, com
apenas dois dias a mais de cultivo apresentou um aumento de 100% na Xms (3,569 g.L™* e 1,780 g.L™,
respectivamente) e insignificante diminuicdo na velocidade especifica maxima de crescimento (0,2966 d* e
0,312 d*, respectivamente), portanto pode ser considerado o ensaio no qual se obteve os melhores resultados.

A Figura Il representa o diagrama de Pareto, o qual demonstra o efeito das variacGes de diferentes
concentragdes de nitrato de sodio e cloreto de sédio no teor de carboidratos daSpirulina platensis LEB-52.

Figura Il. Diagrama de Pareto dos efeitos das variaveis concentracdo dos componentes NaNO; e NaCl.
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De acordo com o diagrama de Pareto os efeitos principais de NaCl e NaNO; assim como ainteracdo
entre estes apresentaram efeito significativo num intervalo de confianca de 95%.
A Figura Il apresenta a superficie de resposta das concentra¢fes de carboidratos obtidos através do

planejamento experimental 2%
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Figura Ill. Superficie de Reposta para concentracdo de carboidratos (%) nos ensaios do Planejamento
Experimental de Spirulina platensisem fungéo das concentracdes de NaCl e NaNO; (g.L™Y).
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De acordo com a Figura Ill, a maior concentragdo de carboidratos foi obtida no experimento 3, no
qual a microalga foi cultivada com menor concentracéo de NaNO;(0,125 g.L™) e maior concentragdo de NaCl
(1,20 g.L™Y).

As concentragdes de NaNO; apresentaram efeitos significativos para carboidratos (p<0,05),
considerando-se um intervalo de confianca de 95%. A redugdo do componente nitrogenado apresentou efeito
negativo e significativo (-14,9325) demostrando que com a redugdo do componente nitrogenado ouve um
aumento no teor de carboidratos. O aumento da concentracéo salina apresentou efeito positivo e significativo
(17,1475) indicando que com o0 aumento da concentracdo salina houve aumento no percentual de carboidratos.

A maior concentracdo de carboidratos foi verificada no Experimento 3 o qual foi cultivado sob a
menor concentragdo do componente nitrogenado (1,25 g.L™*) e maior concentragdo de NaCl (1,20 g.L™). O
mesmo apresentou 62,03% de carboidrato, sendo que o experimento padrdo apresentou apenas 28,89%,
demostrando grande aumento no percentual de carboidratos com a redugdo do componente nitrogenado e
aumento de concentragdo salina.

O nitrogénio é considerado um importante componente para o metabolismo das microalgas, pois
contribui para a formagéo das proteinas, portanto a reducdo na quantidade desse elemento no meio de cultura faz
com que lipideos e carboidratos sejam sintetizados preferencialmente (RIGANO et al., 1998). O estresse salino
afeta a atividade osmotica das células, alterando, portanto, as caracteristicas de produgdo de compostos

importantes para a permeabilidade celular, podendo levar ao acimulo, principalmente, de lipidios (ABALDE et
al., 1995).
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4 CONCLUSAO

As concentracBes do componente nitrogenado (NaNO3) e do componente salino (NaCl), apresentaram efeito
significativo em Xyax € Kmax, para microalga Spirulina platensis LEB-52. O ensaio que apresentou superior Xysx
foi 0 2 (3,569 g.L™), sendo também superior a do ensaio controle (3,108 g.L™). O ensaio 3 apresentou a maior
Hmax (0,312 d™), sendo esta similar ao ensaio controle (0,312 d™).

A maior concentracdo de carboidratos ocorreu no Experimento 3, o qual continha a menor
concentracdo do componente nitrogenado (1,250 g.L ™) e maior concentracdo do componente salino (1,20 g.L™),
associado a adicdo de glicose na concentracdo de 0,5 g.L™ de modo batelada alimentada. Estas podem ser
utilizadas como matéria-prima alternativa a matriz energética atual, diminuindo problemas como utilizacéo de

alimentos para producédo de biocombustiveis.
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