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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi estudar o cultivo semicontinuo da microalga Spirulina sp. LEB-18 e
avaliar a sintese de biopolimeros. O cultivo foi realizado em duplicata, a 30 °C, 3200 lux e fotoperiodo 12 h
claro/escuro, em fotobiorreatores tubulares verticais, com volume (til de 1,5 L. A concentracéo celular inicial foi
0,2 g.L™". Ao chegar no final da fase exponencial de crescimento foram realizados os cortes. A taxa de renovagio
de meio estudada foi 20 %. A extracdo de biopolimeros da biomassa microalgal foi realizada através de digestéo
diferencial ao final do cultivo. A partir do cultivo semicontinuo da Spirulina sp. LEB-18 com taxa de renovagao
de 20 % foi obtido P de 0,247 + 0,177 g.L™.d™, pmax de 0,140 + 0,025 d, concentragéo celular de 1,59 + 0,32
g.L™ e rendimento em biopolimeros de 15,5 + 4,80 %.

Palavras-chave: Ciclo de crescimento, polimeros biodegradaveis, taxa de renovagéo.

1 INTRODUCAO

A intensa utilizacdo de materiais poliméricos de origem petroquimica e a lenta degradabilidade desses
tém contribuido para amplificacdo de problemas de gestdo de residuos solidos. Os atuais processos de fabrico e
de eliminacdo destes materiais favorecem ainda o aumento dos niveis de didxido de carbono na atmosfera,
contribuindo para o aquecimento global. Em resposta a estes problemas, tem sido proposto o uso de polimeros
biodegradéaveis como uma alternativa aos plasticos sintéticos (LEE, et al. 2008).

Segundo a American Standart for Testing and Methods (ASTM) D-883 (2012), biopolimeros séo
polimeros degradaveis, os quais a degradacdo é realizada acdo de micro-organismos, como bactérias, algas e
fungos, por ocorréncia natural.

Cianobactérias apresentam potencial para sintese de biopolimeros, como por exemplo, o poli-B-
hidroxibutirato. Dependendo das condi¢cBes de cultivo, esses micro-organismos podem ser estimulados a
sintetizar e acumular biopolimeros (PANDA e MALLICK, 2006).
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A microalga Spirulina é uma cianobactéria pertencente ao grupo das Cyanophyta, também denominadas
algas azuis. Caracteriza-se por sua organizagdo celular procariética, filamentosa, que forma tricomas cilindricos
multicelulares, e se dispdem na forma espiralada (VONSHAK, 1997).

Para a sintese de biopolimeros as microalgas podem ser cultivadas em modo semicontinuo, no qual ha
substituicdo de parte do meio de cultivo em intervalos periddicos e coleta da biomassa, geralmente quando a
concentracdo desta é alta. Com esse modo de cultivo é possivel a manutencdo da cultura de crescimento por
tempos mais prolongados, procedendo-se apenas a alimentacdo periédica de meio de cultivo novo
(LOURENCO, 2006).

Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar o cultivo semicontinuo da microalga Spirulina sp. LEB-18

e avaliar a sintese de biopolimeros.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Micro-organismo e condigBes de cultivo

A microalga estudada foi a Spirulina sp. LEB-18, cultivada em meio Zarrouk. Os cultivos foram
realizados em duplicata, sob condigdes controladas a 30 °C, 3200 lux e fotoperiodo 12 h claro/escuro
(REICHERT et al., 2006), em fotobiorreatores tubulares verticais, com volume Util de 1,5 L.

A concentragdo inicial da biomassa foi 0,2 g.L™ e a taxa de renovacao estudada nos cultivos foi de 20%.
A concentracdo celular alcancada no final da fase exponencial de crescimento foi definida como concentragéo

celular de corte.
2.2 Concentracdo de biomassa microalgal e monitoramento do pH

A cada 24 h foram coletadas amostras para determinacdo da concentracdo de biomassa, calculada
através da densidade 6tica a 670 nm (COLLA et al., 2007) em espectrofotdmetro FEMTO modelo Plus 700 com
curva de calibracdo relacionando densidade 6tica e peso seco de biomassa. Também foi acompanhado o pH a
cada 24 h, sendo a medicdo realizada através de pHmetro digital (Quimis Q400H, Brasil).
2.3 Parametros cinéticos

Foram avaliadas a velocidade especifica maxima de crescimento (pms) € produtividade maxima (Ppsx)
para cada ciclo de crescimento da microalga. A pm. fOi Obtida por regressdo exponencial na fase logaritmica de

crescimento celular, e a P calculada segundo a Eq. (1).

P = (X-Xo)/(t-to) @
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Onde: X (g.L™) é a concentracéo celular final, X, (g.L™) é a concentracéo celular inicial do cultivo, t (d)

é o tempo final e t; (d) é o tempo inicial do cultivo.
2.4 Extracédo de biopolimeros

Ao final dos experimentos, foi realizada a extracdo de biopolimeros com a microalga Spirulina sp.

LEB-18. A extracdo foi realizada através de digestdo diferencial. O rendimento foi calculado, a partir da Eq. (2).
n = my*100/m 2)

Onde: 1 ¢ o rendimento de biopolimeros em relacéo a biomassa microalgal (%), m, € a massa final de

biopolimeros (g) e m é a biomassa microalgal (g).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra a curva de crescimento do cultivo semicontinuo da microalga Spirulina sp. LEB -18.

2,00 -

©

2 -
1,50 - R SV SRS S PO it

5 KA AR W T

'_5,_\ »¥ B4 &

8% 1,00 - g

S - #

c2 >

E705 1

] §

8 '

8 0,00 T T 1

0 20 40 60

Tempo (dias)

Figura 1. Concentragdo celular do cultivo semicontinuo em funcdo do tempo, com concentracdo de corte de 1,6
g.L " e taxa de renovacéo de 20 %.

A partir da Figura 1, nota-se que ndo houve fase de adaptacdo. Pode-se dizer que essa situacdo ocorreu
principalmente porque as células foram bem adaptadas aos parametros de crescimento (mesmo meio de cultura,
intensidade de luz, agitacdo) (LOURENGCO, 2006). Contudo, a limitacdo do crescimento em culturas densas
pode ocorrer devido ao sombreamento provocado pelas préprias células, impedindo que parte da cultura receba
luz (FABREGAS et al., 2001). Apesar de a concentracdo celular de corte deste trabalho ser elevada quando
comparada a outros (HENRARD et al., 2011; REICHERT et al., 2006) ndo foi percebida a influéncia desse
fendbmeno, uma vez que 0s experimentos mantiveram-se em elevadas velocidades de crescimento e

produtividades (Tabela 1).
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Tabela 1. Ciclo de crescimento (N), velocidade especifica maxima de crescimento (Umsx, d™) e produtividade
maxima (P sy, 9.L™".d™) da microalga Spirulina sp. LEB-18.

N HMmax * Prmax *

1° 0,140 £ 0,025 0,162 £ 0,071
2° 0,047 £ 0,009 0,093 £ 0,034
3° 0,030 £ 0,000 0,111 +£0,004
4° 0,026 + 0,007 0,083 £ 0,035
5° 0,037 £ 0,012 0,108 + 0,096
6° 0,055 +£0,014 0,247 £ 0,177

* média + desvio padréo.

Observa-se que a maior velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) foi obtida no 1° ciclo de
crescimento (0,140 d™). O resultado foi semelhante ao encontrado por Reichert et al. (2006). Estes autores
averiguaram que a pna alcancada foi de 0,111 d™*, quando a microalga Spirulina sp. LEB-52 foi cultivada em
meio Zarrouk padrdo, sendo a concentracdo de corte 0,5 g.L™" e taxa de renovacdo de 50%. Esses mesmos
autores encontraram Pz de 0,0417 g.L'1 d. Este valor foi superado ao ser estudada concentracdo de corte 1,6
g.L " e taxa de renovagdo de 20 %, obtendo-se P de 0,247 g.L™.d™ no Gltimo ciclo de crescimento (6°). Essa
diferenca pode ser justificada provavelmente pela necessidade de adaptacdo ao novo meio, ao se utilizar taxa de
renovacdo de 50%. Além de apresentar P baixa, esta taxa de renovacdo torna o processo mais dispendioso
com a utilizagdo de maior volume de meio de cultura novo adicionado.

O pH dos cultivos variou de 9,92 a 10,66. Valores 6timos para o crescimento da Spirulina estdo entre
9,5 e 10,5 (RICHMOND e GROBBELAAR, 1986). O pH elevado é importante para cultivos de Spirulina, pois
torna o meio seletivo e previne a contaminagéo por outros micro-organismos (COSTA et al., 2004).

A biomassa e o rendimento em biopolimeros obtidos ao final do cultivo semicontinuo da Spirulina sp.

LEB-18 sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Biomassa gerada (Xyiom, 9-L*) € rendimento em biopolimero (R, %) da Spirulina sp. LEB-18.
Xbiom * R*
1,59 + 0,32 15,5+ 4,80

* média £ desvio padréo.

Nota-se que com a taxa de renovacgao de 20 %, foi possivel obter rendimento em biopolimero de 15,5 %,
sendo a biomassa de microalga gerada 1,59 g.L ™. Na sintese de biopolimeros como os polihidroxialcanoatos
(PHAs) trés fases podem ser identificadas. Na primeira ocorre a absor¢do de uma fonte de carbono passivel de
participar da biossintese do PHA. Essa absorcdo pode ser realizada por um sistema de transporte especifico ou
por difusdo através da membrana celular. Uma segunda etapa é constituida por reacfes anabdlicas e catabdlicas,
responsaveis pela producdo de hidroxi-acil coenzima-A, que sdo substratos para a PHA sintase. Na terceira

etapa, ocorre a biossintese do PHA, na qual as PHA sintases usam os hidroxi-acil coenzima-A como substratos e



Ah
NUPEF | Ly

Universidade | Engenhariade
de Passo Fundo | Alimentos

PARA A REGIAO SUL p. 5/6
Passo Fundo/RS, 17 e 18 de outubro de 2013

\ SIMPOSIO DE  |ssN 2236-0409
\(’ ALIMENTOS v. 8 (2013)

catalisam a formagdo da ligacdo éster do polimero, simultaneamente ha liberagdo da coenzima-A
(STEINBUCHEL e VALENTIN, 1995).

Dentre os PHAs o polihidroxibutirato (PHB) pode ser sintetizado por microalgas (MIYAKE, 1996;
MORAIS, 2008; HAASE et al., 2012). Durante a sintese do PHB as moléculas de acetil-CoA sdo acopladas para
formar acetoacetil-CoA em uma reacdo catalisada pela enzima 3-B-cetotiolase. Quando algum nutriente se torna
limitante para a multiplicacdo do micro-organismo, a demanda de acetil diminui e, por conseqiiéncia, 0s niveis
de CoA livre também sao reduzidos. Desse modo, diminui a inibi¢do sobre o B cetotiolase, desencadeando a

sintese do PHB (KHANNA e SRIVASTAVA 2005).

4 CONCLUSAO

A microalga Spirulina sp. LEB-18 apresentou, em cultivo semicontinuo, pma de 0,140 d™ e P, 0,247
g.Ln.d?, nos 1° e 6° ciclo, respectivamente. Ao final do cultivo, foi alcancado rendimento de 15,5 % em
biopolimeros sintetizados pela microalga. Além disso, com velocidade especifica maxima de crescimento e
produtividade elevadas apresentadas no cultivo semicontinuo, é possivel a produgdo continua de materiais

poliméricos biodegradaveis.
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