s cientificos

Estudo bioenergético do cultivo de
Spirulina platensis utilizando uréia como
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RESUMO

Neste trabalho sao apresentados e compa-
rados os resultados experimentais de ensaios
de crescimento da cianobacteria Spirulina pla-
tensis, conduzidos utilizando alternativamente
uréia ou nitrato de potassio como fontes de ni-
trogénio. A adicao da uréia foi executada de
forma descontinua, alimentada com fluxo ex-
ponencialmente crescente, com vista a minimi-
zar fendbmenos de inibigcdo evidenciados em tra-
balhos anteriores. Os resultados obtidos vari-
ando a massa total de uréia alimentada por li-
tro, de reator entre 275 e 725 mg tém sido usa-
dos em seguida para conduzir um estudo bio-
energético sobre seu crescimento.

INTRODUCAO

O género Spirulina é representado por algas
azuis-esverdeadas fotoautotrofas, pluricelula-

res, coloniais, de morfologia espiralada e fila-
mentosa, presentes em habitat aquoso de ele-
vada salinidade. A tendéncia atual & conside-
ra-lo pertencente ao reino Monera, classe Cya-
nophyceae, tamilia Oscillatoriaceae (1). Apre-
senta-se constituida de filamentos moéveis de 1
a 12 micrometros de diametro, com células ci-
lindricas providas de tricomas helicoidais sem
ramificacao. A Spirulina pode crescer rapida-
mente em lagos mornos, rasos e salobros. E
um dos microrganismos (microalgas) mais co-
muns e abundantes em muitos lagos alcalinos
na Africa e América (2).

A ultraestrutura e morfologia de Spirulina pla-
tensis sao significantemente afetadas pelas con-
dicbes ambientais e por fatores nutricionais. A
temperatura influencia o tamanho das células e a
ocorréncia de diferentes organelas. O aumento
da intensidade luminosa causa um aumento na
concentragao de vesiculas de gas, no tamanho
do tricoma, e um decréscimo nos ficobilossomos.
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A parede celular de Spirulina platensis consiste
de guatro camadas de peptideo-glucano (3) e
tem uma espessura total de 60 mm.

O género Spirulina tem sido usado como ali-
mento humano desde os tempos remotos em
certas regides do México e Africa (2, 4). Estu-
dos nutricionais demonstraram ser um dos mi-
croorganismos de maior teor protéico ja encon-
trado, possuindo elevado valor nutricional, boa
digestibilidade e todos os aminoacidos essen-
ciais em proporcdes recomendadas pela FAQ,
com excecac da metionina (5, 6).

Numerosos fatores influenciam o crescimen-
to do género Spirulina, entre os quais as fontes
de carbono e nitrogénio. Quanto a fonte de ni-
trogénio, Spirulina néo fixa N,, exceto Spirulina
labyrinthyformis, que é uma espécie termofili-
ca, sendo com isto, obrigatéria a suplementa-
cao deste nutriente no meio de cultive (4). Se-
gundo Boussiba, a uréia como fonte de nitro-
génio pode servir como 6tima fonte para o cres-
cimento de microalgas verde-azuladas (7). O
mesmo autor verificou que Spirulina platensis
pode crescer perfeitamente em duas fontes de
nitrogénio, nitrato e aménia, dando preferén-
cia para o segundo. Em Spirulina platensis a
deficiéncia de nitrogénio pode afetar o cresci-
mento (8), influenciar a composicao dos em
acidos graxos (9), aumentar o contetdo em li-
pideos (10) e levar a um decréscimo na pro-
ducao de ficocianina e clorofila, com conse-
guente perda de suas caracteristicas de cor ver-
de azulada (11). A uréia, gque apresenta menor
custo, tem mostrado ser a mais efetiva fonte de
nitrogénio para a produgdo de biomassa, bem
como para a producao do acido graxo g-linoléni-
co (10). Spirufina cresce satisfatoriamente em
meios pouco concentrados de uréia enquanto que

adigoes acima de 300-500 mg/L demonstraram-
se fortemente inibitdrias (12, 13).

Quanto ao tipo de processo, Chen e Zhang
mostraram que o processo descontinuo alimen-
tado possibilita o alcance de concentracac ce-
lular e producao de ficocianinas 5,1 e 2,8 ve-
zes maiores que o por batelada (14). A alimen-
tacao exponencialmente crescente utilizada
neste estudo é recomendada para culturas em
que se pode ter uma inibicao do crescimento
microbiano exercida pelo nutriente (uréia no
caso investigado), pois as maiores taxas de ali-
mentacao de nutrientes ocorrem nos instantes
ﬂnais, correspondentes a maiores concentra-
¢oes celulares. Dessa forma, obteve-se com
uréia como fonte de nitrogénio, producéo de
Spirulina platensis em concentragdes equiva-
lentes aquelas obtidas em meio com nitrato de
potassio (~1200 mg/L) (13).

Os resultados de ensaios conduzidos vari-
ando a massa total alimentada da fonte de ni-
trogénio (uréia) tém sido usados neste traba-
lho para conduzir, pela primeira vez, para Spi-
rulina platensis, um estudo bioenergético so-
bre seu crescimento.

MATERIAIS E METODOS

Microrganismo

A cepa Spirufina platensis, proveniente do
Laboratdrio de Microbiologia Zootécnica da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Ali-
mentos da Universidade de Sao Paulo, Cam-
pus de Pirassununga, foi gentilmente cedida
pelo Prof. Dr Rogério Lacaz Ruiz.

Para a manutencao da cultura foi utilizado o meio
mineral de Paoletti et al. (15), cuja composigao cons-
ta na Tabela 1. O repique da cepa era executado
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Solucao principal(g/L)

NaCl 0,92
Na, S0, 1,88
Na HPO, 0,50
Na,C0, 8,89
NaHCO, 15,15
Call,H0 0,05
KNO, 2,57
MgS0,7H,0 2,57
solugaode Fe-EDTA 1,0.ml
solugdo de microelementos 1,0 ml
Solucao de Fe EDTA (mg/L)

EDTA-Na, 29,8
Fes0, 7H,0 24,9
Solugédo de microelementos (mg/L)

SnClL2H.0 304
MnCl, 48,0 173
CoCl,6H,0 194
SeCl6H,0 146
BaCl,2H.0 183
LiCl 293
CuS0,5H,0 186
Fes0,7H,0 704
NS0, 6H,0 717
Na,Mo0,2H,0 121

TABELA 1 - Meio mineral de Paoletti et al. (15) utili-
zado para a manutencao de Spirulina platensis.

assepticamente em camara de fluxo laminar. Apos
o repigue, os frascos de Erlenmeyer eram coloca-
dos em shakers (100 rpm) a 30°C, em presenca de
uma intensidade luminosa de 6,0 klux.

O indculo era preparado filtrando a suspenséo
de Spirulina em crescimento exponencial e ressus-
pendendo-a em meio isento de nitrato. A concen-
tragao inicial (em massa seca) utilizada era 50 mg/l e
o volume da suspenséao de indculo nao excedia 10%
do volume dtil dos mini-tanques.

A quantidade de uréia total a ser adicionada du-
rante os cultivos foi inicialmente aguela sugerida por
Cezare (13) (40 mg/L). ApoOs estes testes prelimina-
res, se optou pelo aumento da quantidade total de
uréia adicionada por volume de meio (80 mg/L),
levando-se em conta que o tanque era aberto, faci-
litando-se assim a evaporagao de amdnia do meio
para o ambiente.

Equipamento e condi¢des de fermentagdo
Dentre os varios sistemas de algacultura des-
critos na literatura (16-18), foram adotados mini-

tanques de forma alongada (Figura 1), construi-
dos de |laminas de PVC. A movimentacao da cul-
tura foi executada por pas rotativas na frequén-
cia de 23 rotacoes por minuto.

A temperatura do: meic em fermentacao foi
mantida.ao valor otimo de 25°C (19) por agueci-
mento com auxilio de resisténcias e controlada
por.meio de termostatos. © tanque de cultivo era
colocado numa sala com temperatura controla-
da (17°C) para um melhor controle da tempera-
tura interna (do meio) e externa: (temperatura
ambiente). A luminosidade de 6,0 klux foi abtida
por meio de lampadas fluorescentes de 40 W.

Técnicas analiticas

Diariamente, uma amostra de 10 ml de meio
de cultivo era coletada e homogeneizada me-
canicamente por agitador magnético. O mate-
rial era entdo transferido para cubetas e anali-
sado em espectrofotdmetro a 560 nm, utilizan-
do como branco agua destilada. Para determi-
nagcao da concentragac celular foi usada a re-
lagao entre a concentragdo, em matéria seca,
e a transmitancia. '

A intensidade luminosa foi medida através de
um fotdbmetro Minolta Mod. TL1 (Japao).

O consumo de carbono total durante as fer-
mentacoes foi determinado através de um méto-
do quimico em que a fonte de carbono era con-
vertida para carbonato mediante adicao de hidré-

Figura 1 - Fotografia dos mini-tanques utilizados
para a realizagao dos experimentos.
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xido de sodio, assegurando gue o pH do meio
permanecesse no minimo em 13, dai fazendo
uma titulagdo com acido cloridrico.

Para a determinacao da concentragao de
amobnia livre, amostras do meio de fermenta-
cao, previamente filtradas através de membra-
nas com poros de 10 mm de diametro e alcali-
nizadas com hidréoxido de sodio até pH 13,
eram sujeitas a leitura da concentragéo de
amonia livre mediante um eletrodo seletivo para
amdnia, utilizando um medidor de fons e pH
Orion, modelo 710A. Para determinar as rela-
cdes entre potencial elétrico e concentragéo de
amonia, se usavam curvas de calibracao diari-
as, com cinco solugbes de cloreto de amonio
1.0 M-em diferentes concentracoes, alcaliniza-
das quando da execucao da técnica.

Para a determinacao da concentragao de amo-
nia total, realizou-se a hidrélise completa da uréia
com acido sulfirico num bloco digestor em que
eram colocados tubos com amostras do meio de
cultivo. Apds cerca de 10 h, a solucao era colo-
cada em tubos de ensaio para se medir a quanti-
dade de amédnia total, com o0 mesmo procedimen-
to da amonia livre. Por diferencga, e sabendo-se
que na decomposicao de 1,0 mol de ureia for-
mam-se 2.0 moles de amdnio, conseguiu-se de-
terminar a quantidade de uréia residual ao longo

~ do processo fermentativo.

O valor do pH do meio de cultura foi medido
diariamente, com um potencidmetro Analyser, pH
ION, modelo 400.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A curva tracejada da Figura 2 refere-se a

média dos resultados experimentais de guatro
ensaios padrao de crescimento descontinuo da

microalga Spirulina platensis, conduzidos em-
pregando KNO, como fonte de nitrogénio. As
outras curvas referem-se, ao contrario, a en-
saios em que a guantidade desejada da fonte
de nitrogénio, variavel entre 275 e 725 mg por
litro de reator, era alimentada com freglUéncia
diaria durante 12 dias, utilizando uma solugao
de ureia suficientemente concentrada de modo
a implicar uma variagdo desprezivel do volu-
me de reacao. L '

A fonte de nitrogénio foi alimentada através 5
de fluxo exponencialmente crescente de acor- |
do com a equacao (13):

m_ = m_exp(kt) (1)

onde m_ e m_indicam a massa de uréia alimenta-
da por volume unitario de reator e aquela inicial
(80 mg/L), t, o tempo de alimentacao (d) e k a
constante de tempo (d).

Os resultados cinéticos desses ensaios sao
mostrados na Tabela 2 em termos de veloci-
dade media de producao da biomassa, referi-
da a metade da duragac da fermentagao (DX/
Dt),,. Pode-se observar um claro efeito de limi-
tagéo devida a fonte de nitrogénio para m_ <
500 mg/L e uma inibic&o acima deste patamar.
Como esperado, em virtude de se trabalhar
com adicado exponencialmente crescente da

m, (Aaxanmn, (AX/AT),
(mg/L) (mg L7 d7) (mg L d)
275 97 76
500 109 75
725 87 67

TABELA 2 - Velocidades médias de produgéo de
S. platensis obtidas variando a guantidade total de
uréia alimentada (m,). t. = 12 d.
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fonte de nitrogénio, os efeitos de caréncia ten-
dem a desaparecer no final da fermentagao
(AX/At),. Quanto aos efeitos de inibigao, estes
tendem a permanecer até o final da fermenta-
¢ao para o maior valor de m_, estudado.

Sendo desprezivel a variagao de volume nas
condicdes de operacao utilizadas, pode-se ra-
zoavelmente considerar a modelagem do pro-
cesso como aquela do processo descontinuo.
As variacbes das condicdes de alimentagao
podem, portanto, ser consideradas responsa-
veis por mudang¢as na composi¢cao do meio de
cultivo e, consequentemente, na velocidade
especifica de crescimento. Por isto o estudo
bioenergético a seguir, basear-se-a sobre os
efeitos que diversas condigoes de alimentagao
exercem sobre este parametro.

Os dados experimentais apresentados na Fi-
gura 2 foram utilizados para calcular a veloci-
dade especifica de crescimento celular, de
acordo com a equacao:

= In 2

gue vale notoriamente para o processo desconti-
nuo. Os valores de u tém sido usados em seguida
para a estimativa da energia de Gibbs necessaria
para o crescimento celular, 1/Y,,, mediante o méto-
do termodinamico apresentado por Heijnen (20),

gue baseia-se na equacao:

1 1 m,
= + ®)
YGX Yaxmax H

onde m, representa a velocidade especifica de
dissipagcao da energia de Gibbs para a manu-
tengao celular e 1/Y, ™ o valore limite que 1/
Y., assumiria para g — ee.

De acordo com este autor, a Equacao (3),
que contém um termo de crescimento e um de
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Figura 2 - Comportamento da concentragao celu-
lar em fungdo do tempo de cultivo. t, = 12 d. m_,
(mg/L): (O0) 275; (@) 500; (O) 725. (- - - -) Ensaio
padrao com KNO,.

dissipacgao da energia de Gibbs, vale para uma
grande variedade de sistemas de crescimento
microbiano (heterdtrofos, autétrofos, aerdbicos,
anaerdbicos, etc.) e num amplo intervalo de
temperatura. Nesta equacgao m, depende so-
mente da temperatura, de acordo com a rela-
cao empirica:

EX A
bt @)
i Sk o

m. =45exp |-

onde £* = 69.000 J/mol, T° = 29816 Ke R =
8,314 J mol' K. A 25°C, calcula-se para o sis-
tema considerado m, = 4,5 kJ C-mol " h™.
Como m,, ¢ independente do sistema microbi-
ano utilizado, é razoavel deduzir que o meta-
bolismo aerébico difere do fotossintético, do
ponto de vista bioenergético, pelo fato de a
energia de Gibbs provir nc_primeirc caso da
oxidag&o da fonte de carbono enguanto no se-
gundo da absorgao da luz.

O mesmo Heijnen tem recentemente pro-
posto, seja para o metabolismo heterdtrofo
quanto para o autotrofo sem transporte inverso
de elétrons (RET), uma correlagdao empirica
que possibilita calcular 1/Y_,™ em fungao do
tipo de fonte de carbono usada e, em particu-
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lar, de seu grau de redugao ( y,) e do nimero
de atomos de carbono por molécula (n_) (20):

1/Y,,™ = 200 + 18 (6-n,)"* + exp[(3,8-1)°%(3,6+0,4n))] (5)

Mediante esta relacao, pode-se estimar para
0 caso considerado, em qgue o dioxido de car-
pbono seja utilizado como fonte de carbono
(v, = 0, n_= 1), uma dissipacao de energia de
Gibbs para o crescimento de 986 kJ/C-mol,.

Combinando as equacOes anteriores e 0s
dados experimentais da concentracao celular
(X), foi possivel estudar o andamento de Y, em
funcao do tempo para os diversos ensaios de
crescimento (Figura 3). Pode-se notar, a este
propdsito, que o rendimento de biomassa pro-
duzida por unidade de energia de Gibbs dissi-
pada decresce em funcao do tempo, ou seja,
com o empobrecimento do meio de cultivo. Os
valores de Y, estimados sao notavelmente in-
feriores aos de qualquer crescimento hetero-
trofo (cerca de 4 C-mmol /kd) (20), de acordo
com as maiores necessidades energéticas para
o crescimento autétrofo a partir de CO, como
fonte de carbono, devido a envolvimento de um
maior numero de vias anabdlicas.

Um confronio entre as diversas curvas de
crescimento evidencia as maiores diferengas
bioenergéticas exatamente na fase final, duran-
te a qual a cultura gue usava KNO, como fonte
de nitrogénio mantinha uma velocidade de
crescimento menor. Como no final do cultivo a
elevada concentracao celular pode levar a
menor suprimento energético liguido, em par-
ticular nas camadas mais inferiores do reator,
a utilizagado de KNQO, seria dificultada pois en-
volve gasto energético para sua redugéo a
amonia. Isto nao acontece quando do uso da

0,8 |

0,6

04 1

Yex (C-mmolx/kJ)

0,2

Tempo (d)

Figura 3 - Rendimento de biomassa produzida por
unidade de energia de Gibbs dissipada em funcao
do tempo. t, = 12 d. m_ (mg/L): (OJ) 275; (@) 500;
(O) 725. ( - - - - ) Ensaio padrao com KNO..

uréia, pois esta &€ espontaneamente hidrolisa-
da a NH, em pH basico. Portanto, isto explica-
ria 0 melhor comportamento bioenergeético do
sistema no final do cultivo, quando se usa uréia,
como fonte de nitrogénic (Figura 3).

Confrontando estes comportamentos com
aqueles da Figura 2, temos a obrigacao de res-
saltar como este parametro, embora de gran-
de utilidade na caracterizacao bioenergética
de um sistema biolégico, forneca escassas in-
dicagcbes metabolicas, por ser capaz de eviden-
ciar as diferencas de maior valor exatamente
na fase final do crescimento.

CONCLUSOES

Os resultados cinéticos de cultivos de S. pla-
tensis, conduzidos adicionando uréia segundo o
processo descontinuo alimentade com fluxo ex-
ponencialmente crescente, foram usados para
estimar os parametros bioenergéticos deste sis-
tema microbiano. A variacao da massa total de
uréia alimentada por litro de reator em 12 dias
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(2756 < m,, < 725 mg) tem evidenciado um claro
efeito de limitacao devida & fonte de nitrogénio
para m_, < 500 mg/L e uma inibicao acima deste
patamar. Como esperado, em virfude de se tra-
balhar com adicao exponencialmente crescente
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