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RESUMO

Os resultados previamente apresentados de culti-
vos de Spirufina platensis, conduzidos alimentando
uréia de forma descontinua alimentada com fluxo ex-
ponencialmente crescente, foram usados neste tra-
balho para conduzir a um estudo termodinédmico so-
bre o crescimento dessa cianobactéria e o seu rendi-
mento fotossintético. Neste propésito, simples balan-
cos de matéria, de entalpia e de energia de Gibbs,
foram usados, recorrendo ao tradicional modelo ener-
gético de dois fotossistemas (I e Il), sem transporte
inverso de elétrons (RET), proposto na literatura para
a maioria dos organismos fotossintéticos.

INTRODUCAO

A cultura de microrganismos fotossintetizantes
pode representar uma vantajosa fonte alternativa de
proteinas, de apreciavel valor biologico, para consu-
mo animal & humano. Ao lado de tal perspectiva, tem-
se a possibilidade de obter produtos de “quimica fina”,
dentre os quais: pigmentos, carotendides, esterdides,

vitaminas, acidos graxos polinsaturados e lipideos™
Estudos neste sentido tém sido realizados desde o ini-
cio da década de 50, principalmente com dois géne-
ros de microalgas verdes: Chiorella e Scenedesmus.
Entretanto, surgiram problemas para sua utilizagao,
devido aos elevados custos de extragédo e secagem
da biomassa, além da presenca de parede celulosica
e de baixa digestibilidade, que foram notavelmente
atenuados mediante o emprego de Spirulina®*.

A Spirulina apresenta vantagens em relagéo acs
demais fotoautétrofos, entre elas, a separagao facil
e econdmica do meio de cultivo devido a forma es-
piralada e maiores dimensodes (didmetro de aproxi-
madamente 10 mm e comprimento de dezenas a
centenas de mm)©e.

Em relacéo a biomassa algal esta e, principalmen-
te, avaliada com base no seu conteldo de proteinas.
Porém, outros constituintes estao tendo cada vez mais
importancia no valor nutricional de um alimento, isto €,
principalmente a fracdo lipidica e a quantidade e qua-
lidade dos acidos graxos constituintes®.

Numerosos fatores influenciam o crescimento do
género Spirulina, entre os quais as fontes de carbo-
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no e nitrogénio. As cianobactérias tornam-se domi-
nantes em pH alcalinos porgue séo capazes de uti-
lizar CO, em baixas concentragbes com uma efici-
éncia maior que as microalgas verdes'?, Estes au-
tores demonstraram que lagos dominados por cia-
nobactérias, ao serem agitados, passaram a ser
dominados por algas verdes. Segundo Miller e Col-
man, a forma de carbono preferencialmente assi-
milada por cianobactérias € o bicarbonato™. Den-
tre os principais nutrientes do meio em fermenta-
cao para as microalgas, a fonte de carbono é o maior
responsavel pelo pH basico?.

Quanto a fonte de nitrogénio, trabalhos anterio-
res demonstraram como a Spirufina pode utilizar
uréia seja em reator de batelada™, que em reator
descontinuo alimentado!'®'9, Esta fonte de nitrogé-
nio a baixo custo, fornece 6timos rendimentos em
acido graxo g-linolénico™. A Spirulina cresce satis-
fatoriamente em meios pouco concentrados de
uréia, enguanto concentracoes acima de 300-500
mg/l, demonstraram-se fortemente inibitérias!419),

A intensidade luminosa é outro parametro que in-
fluencia fortemente o crescimento celular, pelo menos
até um limite (5-10 klux), denominado ponto de satu-
racao luminosa™®. Tal constatagdo experimental indi-
ca que a méaxima velocidade de crescimento celular €
limitada por outros processos, além da assimilacao
de carbono e nitrogénio. Além das limitacoes fisioldgi-
cas para o crescimento celular, deve-se considerar 0
sombreamento, que € a consequéncia do aumento
populacional microbiano. Através deste aumento ce-
lular, a quantidade de luz disponivel para cada cé-
lula é atenuada, passando a ndo ser mais homogé-
nea sua distribuicao na cultura. Quando o efeito do
sombreamento passa a ser significativo, isto &, limi-
ta a luz disponivel, o crescimento celular passa para
uma fase linear, na qual a quantidade de biomassa
produzida por unidade de tempo depende, princi-
palmente, da quantidade de luz que a celula rece-
be®. A agitacdo também é um fator importante a
ser considerado no crescimento da Spirulina, pois
garante a suspensao das células no meio liguido e
fornece homogénea distribuicao de luz".

O uso de Spirulina deu um avango muito g”'r:f;\nde
a cultura de microalgas, porque, em relacao as mi-
croalgas Chlorefla e Scenedesmus utilizadas anteri-
ormente, apresenta™®: (a) menor risco de conta-
minagao no cultivo, devido a capacidade de cres-
cer a valores altos de pH; (b) tamanho maior, o que
facilita a separacao do meio de cultura; (c) facil di-
gestibilidade; (d) alto teor de proteinas; (e) baixa
guantidade de acidos nucleicos; (f) componentes
celulares de grande importancia tais como vitami-
na A, clorofila, acidos graxos essenciais, etc. Tudo
isto faz com que a Spirulina seja uma 6tima fonte de
componentes nutricionais e de alto valor nutritivo.

Este estudo constitui a continuagdo de um tra-
balho anterior, que foi direcionado aos aspectos bi-
oenergéticos deste sistema algal'®. Os resultados
previamente apresentados, de ensaios conduzidos
variando a massa total alimentada de uréia, foram
usados neste trabalho, para efetuar um estudo ter-
modindmico sobre o crescimento de S. platensis e
sobre 0 seu rendimento fotossintético.

MATERIAIS E METODQOS

A cepa Spirufina platensis, proveniente do Labo-
ratério de Microbiologia Zootécnica da Faculdade
de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Univer-
sidade de Sao Paulo, Campus de Pirassununga, foi
gentilmente cedida pelo Prof. Dr Rogério Lacaz Ruiz.

Os meios e as técnicas utilizados para a manu-
tengéo e o crescimento bem como o indculo e as
técnicas analiticas, foram recentemente apresenta-
dos"®. A quantidade de uréia total a ser adicionada
durante os cultivos foi 80 mg/l.

Para os ensaios foram adotados mini-tangues de
forma alongada, em que a agitacdo da cultura foi
executada por pas rotativas, na freqiéncia de 23
rotagbes por minuto.

A temperatura do meio em fermentagao foi man-
tida ao valor 6timo de 25°C®" por aguecimento,
com auxilio de resisténcias e controlada por meio
de termostatos. A luminosidade de 6,0 klux foi obti-
da por meio de lampadas fluorescentes de 40 W.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Para este estudo termodinamico tém sido usado
os resultados experimentais apresentados em um
trabalho anterior®, que se referiam a ensaios pa-
drao de crescimento descontinuo da microalga
Spirulina platensis, conduzidos, empregando KNO,
como fonte de nitrogénio, bem como a ensaios em
que a quantidade desejada de uréia, foi variada en-
tre 275 e 725 mg por litro de reator. A alimentagao
foi feita com freqiéncia diaria durante 12 dias con-
secutivos, utilizando uma solugédo de uréia suficien-
temente concentrada, de modo a implicar uma va-
riagdo desprezivel do volume de reagéo.

A velocidade especifica de crescimento celular
em fungao do tempo foi calculada através da equa-
Gao: 1 X

p=——1n (1)
t-t, X,
que vale notoriamente para o processo descontinuo.

Na primeira parte deste estudo, tem sido deter-
minada a estequiometria do crescimento da micro-
alga baseado sobre o balanco da energia de Gibbs,
dissipada neste proposito.

Considerando-se para a biomassa seca de
S. platensis a composi¢cdo microbiana média
(CH, ,0,.N,,) proposta por Roels®, pode-se pro-
por o seguinte balango, com referéncia a produgéo
autotrofa de um C-mol de biomassa em auséncia
de transporte inverso de elétrons:
aHCO, +bNO,; +cHO0 +d0,+eH" +CH O N ,=0 (2

Os coeficientes estequiomeétricos podem ser es-
timados como segue:

a) Balanco de carbono:a + 1 =0

b) Balango de nitrogénio: b + 02 =0

¢) Balanco de carga elétrica: -a b + e =0

d) Balanco do grau de redugéo: -4d + ¥, = O
onde ¥, = 5,8 para KNO, ou y, = 4,2 para a uréia®

e) Balanco de oxigénio: 3a + 3b + ¢ +2d + 05 =0

Para a estimativa do ndmero de fotons en-
volvidos no crescimento autétrofo, f, € neces-
sario recorrer, no entanto, a um balango da
energia de Gibbs, que considere também, as
contribuicbes energéticas associaveis ao cres-
cimento®, 1/Y_,, assim como a luz absorvida,

hcN/A, e a influéncia do pH®:
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Os valores dos coeficientes estequiométricos e
de Ag/’ dos varios componentes em condigoes
padrao biologicas®#¥ sao apresentados na Tabela
1. Por outro lado, a Figura 1 mostra que a procura
energética para a formagao de um C-mol de bio-
massa, em termos de numero de fotons absorvi-
dos, aumenta (em valor absoluto) durante o curso
de uma producao descontinua, como conseguén-
cia da progressiva diminuicao da velocidade espe-
cifica de crescimento. A procura energética aumen-
ta consideravelmente durante a fase de declinio da
velocidade, demonstrando assim gue, em condi-
coes de empobrecimento do meio e/ou de eleva-
das concentragdes celulares, que podem levar ao
efeito de sombreamento, a cultura tende a consu-
mir substrato preferenciaimente, para a propria
manutengao, em vez de crescer. Nestas condigdes
de crescimento limitado pode-se também notar que
o uso de KNO, como fonte de nitrogénio (ensaio
padrédo), implica uma procura energética notavel-
mente maior que em presenca de uréia, o que su-
gere um menor rendimento da conversao de ener-
gia solar em biomassa no caso do nitrato.

Com base aos principios fundamentais da fotos-
sintese®, pode-se propor o seguinte esquema sim-
plificado para a oxidagdo de um mol d'agua:

H,0 + 4hv, + NADP* — 20, + NADPH + H' (4)
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L ool g 4h, A absorcao de outros dois t6tons
(mol/C-mol,) (kJ/mol) (kJ/mol) . .
£ torna-se responsavel da transferén-
HCO, -1,00 -587,2 -692,4 . . ,
N cia, com mecanismo analogo, dos
Biomassa +1,00 - 67,0 - 91 . . . :
i p 206.2 0 dois elétrons até o potencial de re-
otons I L ducao padrao do NADPH e impli-
a) NO.- como fonte de nitrogénio L L .
. ca a emissao de dois fotons adici-
NO, -0,20 -111,4 -173,0 . : .
: onais com baixa energia (g,e £}, 0
H~ -1,20 - 399 0 . . .
primeiro dos quais associado aos
H,0 +0,20 -237,3 -286,0 o
02 144 0 0 ficobilissomos:
- EE—— 2¢ =¢,+¢&+2FAF, ©)
h)NH,* como fonte de nitrogénio . -
4 Assumindo as diferengas de po-
NH,* -0,20 -79,4 -133,0 . : .
4 tencial respectivamente entre os dois
H* -0,80 - 399 0 .
HO 040 2373 286.0 fotossistemas (AE, = 0,580 V) e o fo-
2 ' o e tossistema | e 0 NADPH (AE, = 0,656
0 +1,0 0 0

2

V) mencionadas na literatura para um

TABELA 1 - Valores dos coeficientas estequiométricos e da energia
de Gibbs de formagao dos vérios reagentes e produtos referidos a
produgao de um C-mol de biomassa em condigdes padrao biologicas

(T =298,16K;C = 1M; pH = 7,0).

Li et al. tém recentemente demonstrado para S.
platensis gue, excitando com luz de 580 nm, € emi-
tida luz fosforescente de A correspondente a 657
nm, 685 nm e 715 nm & que a emissao com o pri-
meiro comprimento de onda, tipica dos ficobilisso-
mos, € devida a ambos os fotossistemas | e 119,

A diferenca energética entre os fétons absorvi-
dos (g,) e emitidos (g, e €,) corresponde a diferenca
de potencial entre os dois fotossistemas (AE):

grande numero de sistemas fotossin-
téticos diferentes®® e combinando as
Equacdes (5) e (6), & possivel calcu-
lar que os dois foétons de 657 nm con-
tribuem por cerca de 51% da inteira energia emi-
tida, o de 715 nm por cerca de 24% e o de 685
nm por cerca de 25%. Na realidade, a situagao
fenomenologica € mais complexa.
Relacionando estes resultados com o nume-
ro de fétons absorvidos calculado anteriormen-
te® e com o daqueles teoricamente necessé-
rios para a sintese de um C-mol de biomassa
(8 fotons), pode-se estimar alem da energia de

Gibbs absorvida, 1/Y,,, tambem o calor dissi-
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Figura 1 - Comportamento em funcdo do ndmero de
fétons absorvidos para a formacao de um C-mol de
biomassa.t, = 12d.m_ (mg/L). (O) 275; (®) 500; (O)
725. (----) Ensaio padrao com KNO,.

Figura 2 - Comportamentoc em funcao do tempo das fra-
cOes de energia fixada pelo sistermna (th) (®), recuperada
como ATP (Y,.) (A) e liberada como calor (Y ) (1), duran-
te 0 ensaio padréo.
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pado, Q, de acordo com o balango energético:
1Y, = A9, +4h+Q (7)

Para isto é necessario calcular a fragéo de
energia recuperada como ATP (Ag,,.= 223
kJ C-mol, "), supondo um rendimento de 1,5
mol,../mol, .. € @ entalpia fixada pelo siste-
ma (Ah = 477 kJ C-mol,), a partir do potenci-
al de reducéo padrao dos fotossistemas.

A Figura 2 apresenta os valores destes pa-
rametros energéticos, em fung¢do do tempo no
caso do ensaio padrdao (ST), escolhido como
exemplo. Calcula-se que, em condigbes 6timas
de crescimento (comego do ensaio), 28% da
energia de Gibbs absorvida ¢ fixada pelo sis-
tema para aumentar o préprio contetdo ental-
pico (Ah), de acordo com as observagdes de
Richmond®, sendo que esta fragdo decresce
até aproximadamente 11% com 0 progressivo
empobrecimento do meio de cultivo. A energia
recuperada como ATP decresce, no entanto, de
13% até 5%, enquanto a fracado né&o fixada e
liberada como calor aumenta complementar-
mente de 59% até 84%. Estes resultados de-
monstram claramente que durante 0 processo
descontinuo, a eficiéncia da fotossintese de-
cresce com o aumento da biomassa, provavel-
mente por causa do progressivo efeito de som-
breamento, sobre a absorgao da luz exercido
pelas camadas celulares mais periféricas.

E possivel, enfim, verificar a validade do
modelo bioenergético proposto através de um
confronto da entalpia fixada pelo sistema me-
diante fotossintese, Ah, e aquela estimada,
usando os dados termodinamicos disponiveis
na literatura. A este propdsito, por analogia
com a energia de Gibbs, pode-se utilizar o se-
guinte balanco entalpico.

a Ah ot AR tC AR o +a b Ak (1Y) =0 (8)

Substituindo os valores da entalpia padréao
de formacgédo e os coeficientes estequiometri-
cos da Tabela 1 calculam-se contribuigdes en-
talpicas de 513,3 kJ/C-mol, e 578,8 kJ/C-mol,
usando-se respectivamente NH,* (proveniente
da hidrélise da ureia) e NO, como fontes de
nitrogénio. Estes valores sao respectivamente
7% e 21% superiores aquele calculado a partir
do potencial de reducdo padrao dos fotossis-
temas (477 kJ C-mol, "), o que constitui uma
primeira confirmagao da validade das hipote-
ses formuladas.

CONCLUSOES

Este estudo constitui a continuacao de um
trabalho anterior, que foi direcionado aos as-
pectos bioenergéticos do crescimento de Spi-
rulina platensis, usando uréia como fonte de
nitrogénio. Os resultados de cultivos obtidos
variando a massa total alimentada de uréia, fo-
ram usados para a estimativa dos principais
parametros termodinamicos deste sistema al-
gal e de seu rendimento fotossintético.

O nlumero de fétons envolvidos no cresci-
mento autdtrofo pareceu aumentar significati-
vamente durante o curso de cada producao
descontinua, evidenciando assim, que o rendi-
mento fotossintético, diminui na medida em
que a biomassa cresce. Os valores estimados
das percentagens das diversas fragOes ener-
géticas em relacdo a energia de Gibbs absor-
vida sugerem que, em condigbes Otimas de
crescimento, menos de um terco da energia ab-
sorvida é fixada pelo sistema, para aumentar o
proprio conteddo entalpico, enquanto apenas
13% da energia é recuperada como ATP e mais
do que a metade ¢ liberada como calor.
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