CULTIVO DA MICROALGA Spirulina platensiSEM FONTES
ALTERNATIVASDE NUTRIENTES

Culture of microalga Spirulina platensis in alternative sources of nutrients
Michele da Rosa Andradet, Jorge Alberto Vieira Costa?

RESUMO

O Brasil gera cerca de 18 milhdes de toneladas de melago por ano, com aproximadamente 50% de agUcares e carece de maior
quantidade de alimentos que auxiliem no combate a desnutri¢do. Spirulina platensisé uma microalga que pode conter 74% de proteinas
e, embora seja um microrganismo autotréfico, a complementacdo do meio de cultivo com carbono organico pode estimular seu
crescimento. S. platensis foi cultivada em modo autotréfico com bicarbonato de sodio, e mixotréfico com 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 g.L-
1de melago em p6 (MEP) ou melago liquido (MEL). A presencade MEL ou MEP resultou em crescimento por, no minimo 35 dias,
e melhores pardmetros de crescimento que os cultivos autotréficos que cresceram durante 30 dias. Utilizando MEP 0,25 g.L-* amaior
concentracdo de biomassa foi 2,59 g.L* e produtividade 0,066 g.L.dia?, enquanto cultivos autotréficos alcangaram 1,44 g.L1e 0,045
g.Ltdia’. A méxima concentracdo de biomassa (2,83 g.L %) e produtividade (0,098 g.L *.dia) foram obtidasem MEL 0,50 g.L*. Os
resultados demonstram que o potencia brasileiro de producdo de melago pode ser explorado também para obtencéo de altas
concentragdes de biomassa no cultivo damicroalga Spirulina platensis.

Termos para indexacao: Cianobactéria, cultivo mixotréfico, melago.

ABSTRACT

Brazil produces approximately 18,000,000 tons of molasses per year, containing 50% of sugars. This country needs more
food help for the malnourishment disease. Spirulina platensis is a microalga that contains up to 74% proteins. It grows
photoautotrophically, but the medium complementation with organic carbon may stimulate its growth. S. platensis was grown
autotrophically and mixotrofically with 0.25; 0.50; 0.75 and 1.00 g.L of powder molasses (MEP) or liquid molasses (MEL).
Cultureswith MEL or MEP have grown for more long time (minimum 35 days) and have reached higher biomass concentration and
productivity than autotrophic one, that grew during 30 days. Cultures with MEP 0.25 g.L* have reached biomass concentration of
2.59 g.L* and productivity of 0.066 g.L*.day*. Maximum biomass concentration (2.83 g.L"*) and productivity (0.098 g.L *.day*)
were reached in cultures with MEL 0.50 g.L . Autotrophic cultures reached 1.44 g.L* and 0.045 g.L*.day. Results showed that the
Brazilian potential of molasses production may be also exploited to obtain higher biomass concentration in the culture of microalga
Sirulina platensis.

Index terms: Cyanobacteria, mixotrophic culture, molasses.

(Recebido em 2 dejulho de 2007 e aprovado em 7 de abril de 2008)

INTRODUCAO

Microalgas sdo microrganismos fotossintéticos

compostos antioxidantes (COLLA et al., 2007). Essa
microalga é classificada como GRAS (Generally Recognized

com requerimentos nutricionais relativamente smples e
cuja biomassa pode ser empregada para obtencéo de
biocompostos, como suplemento alimentar humano,
alimento animal ou fonte de biocombustiveis.

Spirulina platensis é uma microalga com
composicdo apropriada para uso como complemento
alimentar, podendo ser empregada no combate a
desnutricdo (FOX, 1996). Em sua composi¢éo destacam-
se os altos teores de proteinas (64 — 74%), acidos graxos
poliinsaturados e vitaminas (COHEN, 1997), além de

as Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration), o que
garante seu uso como alimento sem riscos a satide.

Em cultivos de microalgas, a fonte de nutrientes
consiste no segundo maior componente dos custos de
producdo (VONSHAK, 1997). A fonte de carbono no meio
padréo de crescimento de Spirulina € o bicarbonato de
sodio (ZARROUK, 1966), que fornece CO, para a
fotossintese. Recentemente outras fontes de carbono,
como CO, tém sido estudadas para o cultivo de microalgas
(MORAIS & COSTA, 2007). Embora utilize a fotossintese
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como metabolismo principal para obtencéo de carbono, a
Spirulina é capaz de assimilar substratos organicos nos
cultivos mixotréficos (ANDRADE & COSTA, 2007;
MARQUEZ et d., 1993).

A estimulagdo do crescimento de Spirulina foi
verificada em meio suplementado com glicose
(CHOINACKA & NOWORYTA, 2004; MARQUEZ et dl.,
1993). Além disso, a presenca de um substrato organico
pode contribuir para a reducdo da perda noturna de
biomassa(TORZILLOet a., 1991), que acontece durante o
periodo escuro, quando a demanda energética celular é
suprida pela respiracéo.

A indUstria agucareira brasileira gera cerca de 18
milhdes de tonel adas de melaco anualmente, utilizado na
producdo de alcool e vinagre, como alimento animal e para
a adubacdo do solo. O melago contém mais de 50% de
acUcares, o0 que lhe confere potencial de utilizagdo como
fonte de carbono para a suplementag&o do meio de cultivo
de microalgas. O melago tem sido utilizado no cultivo de
microrganismos(LAZARIDOU et a., 2002; LEE & KIM,
2001), contudo, ndo sdo encontrados registros atuais de
sua utilizagdo no cultivo de microalgas.

Além da disponibilidade de melago, o Brasil
apresenta abundancia de &gua e clima apropriado na
maioria de sua extensdo para o cultivo de Spirulina e, por
outro lado, problemas de desnutricdo e de acesso a
alimentos pela parcela mais carente da populagdo. Ainda
assim, o pais ndo produz a microalga em grande escala,
estando sua producado concentrada em paises como China,
Estados Unidos, Japao e Israel (MARQUEZ et dl., 1993).

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar o crescimento
de Spirulina platensis em meio de cultivo complementado
com melago liquido (MEL) e melago em p6 (MEP).

MATERIAL E METODOS

Foi utilizadaamicroalga Spirulina platensis LEB-
52 (COSTA et a., 2004), em meio de cultivo Zarrouk
(ZARROUK, 1966), diluido com agua destilada estéril a
20% v/iv (ANDRADE & COSTA, 2007) e complementado
com 0,00; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 g.L* de MEL ou MEP.

Os cultivos foram realizados assepticamente em
Erlenmeyers de 2 L, mantidos em estufa termostatizada a
30°C, fotoperiodo de 12h claro/escuro e 2500 Lux de
iluminanciafornecidos por |ampadas fluorescentes de 40W.
A agitacdo das culturas foi realizada pela injec@o de ar
estéril auma vazéo especifica de 0,5 vvm (volume de ar por
volume de meio por minuto) por bombas de diafragma
(COSTA et d., 2000). A concentracdo inicial deS. platensis
foi 0,15 g.L 1. Os ensaios foram realizados em duplicatas.

O crescimento da biomassa foi monitorado
diariamente pela densidade 6tica das culturas a 670 nm em
espectrofotébmetro (Femto 700 — Plus, Brasil) através de
uma curva padrdo previamente construida relacionando
peso seco e densidade Optica; a concentragdo inicia de
biomassa também foi determinada por esse procedimento.
O pH das culturas foi determinado a cada 3 dias em medidor
digital de pH (Quimis Q400HM, Brasil).

Foram avaliadas a concentracdo méxima de biomassa
(X, 50 9-L ), a produtividade méxima (P, ., 9.L".dia")
obtida segundo a equagdo P = (X, — X )/(t-t,), onde X éa
concentracdo de biomassa (g.L ™) no tempo t (dia), e X, a
concentragdo de biomassa (g.L™) no tempo t, (dia)
(SCHMIDELL et a., 2001); e a velocidade especifica méxima

de crescimento (. dia') por regressdo exponencial

aplicada a fase de crescimento logaritmica (BAILEY &
OLLIS 1986).

RESULTADOS E DISCUSSAO

AsFiguras 1 e 2 mostram as concentragBes de biomassa
de S platensis durante os cultivos com MEP e MEL,
respectivamente. Os val ores médios de concentragdio maxima
de biomassa, produtividade méxima e velocidade especifica
maxima de crescimento sao apresentados na Tabela 1.

A concentragdo méxima de biomassa obtida nos
ensaios autotréficos foi 1,44 g.L %, com queda nabiomassaa
partir de 30 dias de cultivo (Figura 2). A maior concentragéo
de biomassa nos cultivos com MEP foi 2,59 g.L* alcancada
em 0,25 g.L* do substrato organico. Neste ensaio nao houve
fase de adaptacéo, apresentando crescimento desde a
inoculagdo em taxa aproximadamente constante, de modo que
acurva de crescimento assemelha-se aumareta, onde ndo é
evidente uma fase exponencial. Outros cultivos deS. platensis
com melago demonstraram comportamento semelhante da fase
exponencia (ANDRADE & COSTA, 2007).

A concentragcdo maxima de biomassa (Tabela 1)
diminuiu com 0 aumento da concentracdo de MEP. Houve
fase de adaptacdo da biomassa de aproximadamente 5 dias
em0,50g.L*MEP, 11 diasem 0,75g.L* MEP, e 17 diasde
crescimento lento nos cultivos com 1,00 g.L* MEP. Apésa
fase de adaptacdo, as células iniciaram crescimento
exponencial.

O tempo em que as células permaneceram em
crescimento foi semelhante, cerca de 35 dias nos cultivos
com 0,50; 0,75 e 1,00 g.L* MEP e cercade 40 dias no cultivo
com 0,25 g.L* MEP. A partir de cerca de 25 dias, a
concentracdo de biomassa apresentou variagdes na
tendéncia de crescimento, principalmente devido a
formagdo de aglomerados celulares. Esse fendmeno foi mais
acentuado nos cultivos com 0,50; 0,75 e 1,00 g.L* MEP.
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Figural- Crescimento dabiomassade S. platensis em meio complementado com melago em pé (MEP). (W) MEP 0,25 g.L
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Figura2 — Crescimento da biomassade S. platensis em meio autotréfico (A) ou complementado com melago liquido
(MEL). (@) MEL 0,25g.L"%; (O0) MEL 0,50g.L%; (®) MEL 0,75¢g.L%; (O) MEL 1,00 g.L ™.

As produtividades nos cultivos com MEP
diminuiram com o aumento na concentracéo do substrato
organico, porém foram ainda maiores que no cultivo
autotréfico (Tabelal).

Os melhores resultados de crescimento obtidos na
menor concentracdo (0,25 g.L%) de MEP podem ser devidos
ao excesso de nutrientes no meio nas maiores
concentracdes do substrato orgénico, principalmente
porque o MEP utilizado apresenta, inclusive, minerais que
comp8em o meio Zarrouk (ZARROUK, 1966).

Quanto aos cultivoscom MEL, aFigura2indica
que até 17 dias ndo houve diferenca entre o crescimento
nos cultivos com 0,25 e 0,50 g.L* de MEL. ApGs, a

biomassa no ensaio com 0,50 g.L-* MEL foi maior e
alcangou 2,83 g.L ! sendo esse valor superior atodos os
demais ensaios realizados. Durante 0 ensaio, as
concentracdes de biomassa foram maiores nos meios
complementados com MEL do que no ensaio
autotrofico.

As maiores concentracbes de biomassa nos
cultivos mixotroficos de Spirulina comparadas as obtidas
em cultivos autotréficos estdo de acordo com Marquez et
al. (1993) que obtiveram 1,8 € 2,5 g.L* em cultivo auto e
mixotréfico respectivamente; e Chen & Zhang (1997) que
obtiveram 2,0 e 2,4 g.L* em cultivo auto e mixotréfico
respectivamente.
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Tabela 1 — Concentracgo de biomassa maxima (X . ), produtividade maxima (P, . ) e velocidade especifica maxima de

crescimento (i, . ) em cultivos autotrdficos, com melago em p6 (MEP) e com melago liquido (MEL) (média+ desvio-padréo).

Substrato organico X imx Prax Himax
QLY (gLh (g.L Ldia?) (dia?)

0,00 1,44+0,04 0,045+0,002 0,117+0,013
MEP 0,25 2,59+0,13 0,066+0,004 0,071+0,011
MEP 0,50 2,17+0,04 0,054+0,004 0,070+0,027
MEP 0,75 1,96+0,13 0,053+0,013 0,131+0,044
MEP 1,00 1,83+0,08 0,050+0,006 0,075+0,022
MEL 0,25 2,13+0,10 0,077+0,023 0,096+0,004
MEL 0,50 2,83+0,13 0,098+0,015 0,085+0,033
MEL 0,75 2,37+0,16 0,070+0,001 0,071+0,003
MEL 1,00 2,17+0,34 0,067+0,012 0,080+0,003

Umafase de lento crescimento inicial foi observada
até 5 dias nos cultivos com 0,75 g.L* MEL e até 8 dias nos
cultivos com 1,00 g.L* MEL. Entre 18 e 24 dias houve uma
fase estacionaria de crescimento nos cultivos com 0,25
g.L* MEL, que pode ser devida ao esgotamento do MEL e
uma adaptacdo a um novo regime estritamente autotrofico.
Duas fases de crescimento também foram encontradas em
cultivos mixotréficos damicroalgaChlorella pyrenocidosa
(MARTINEZ et d., 1997) e deS. platensis (ANDRADE &
COSTA, 2007).

Em média, as maximas produtividades (0,066 e 0,098
g.Ltdia® en MEP e MEL, respectivamente) ocorreram em
cultivos que alcancaram as maiores concentraces de
biomassa (2,59 e 2,83 g.L! em MEP e MEL,
respectivamente). Comparando-se os cultivos com MEL e
MEP, as produtividades foram maiores nos cultivos com
MEL, e nesses ndo houve a formagdo de aglomerados
celulares como verificado nos cultivos com MEP.

Os valores de velocidade especifica maxima de
crescimento (u,...) N30 goresentaram aumento ou queda em
funcao da concentragdo de MEP ou MEL utilizada, alcancando
aproximadamente 0,1 dia®. Os cultivos que apresentaram as
menores p . alcangaram as maiores concentragdes de
biomassa (Tabela1). A mesmacepade S. platensis utilizada
neste trabal ho apresentou . de aproximadamente 0,1 dia*
em cultivo autotréfico semicontinuo (REICHERT et ., 2006)
ou em &ua dcdina da Lagoa Mangueira no Sul do Brasl
(REINEHR & COSTA, 2006).

Nos cultivos complementados com fonte orgénica
de carbono houve manutencdo do crescimento por mais
tempo que no autotrofico (Figuras 1 e 2). Essa caracteristica

pode ser explorada para o cultivo de microalgas que
requerem operacdo asséptica dos cultivos, como
Haematococcus lacustris utilizada para producdo de
astaxantina. A esterilizacdo do reator e do meio e a operacéo
asséptica do cultivo adicionam custos a produgdo, de modo
gue, para que sgjam economicamente vidveis, os cultivos
devem atingir altas concentracfes de biomassa.

A utilizacdo de um substrato que possibilite atingir
mai ores concentracdes de biomassa, como MEP ou MEL,
apresenta como vantagem a reducé@o de sucessivas
operacdes de bombeamento para a colheita das células, o
gue implica em custo energético e, no caso especifico da
Sirulina, pode causar quebra dos tricomas diminuindo
seu tamanho e dificultando a operagdo de filtragdo ou
centrifugacdo para colheita da microalga (VONSHAK,
1997). Além disso, a presenca de um composto organico
no meio pode permitir que o crescimento ndo seja
estritamente dependente da luz e que a profundidade dos
tanques de cultivo seja maior, proporcionando melhor
aproveitamento das areas disponiveis para producdo de
microagas (BELAY, 1997; VONSHAK, 1997).

Os valores de pH variaram entre 9,3 e 10,2 nos
cultivos com MEL e entre 9,0 e 10,4 nos cultivos com MEP.
A faixa 6tima de pH para o crescimento da microalga
Spirulinaéde9,5a10,5 (PELIZER et d., 2003; RICHMOND
& GROBBELAAR, 1986). Fora desse intervalo os cultivos
podem ser suscetiveis a contaminagdo por outras
microalgas (BELAY, 1997). ElevagBes do pH podem ocorrer
em funcéo do metabolismo autotréfico, onde o ion
bicarbonato do meio se desidrata formando CO, para a
fotossintese e OH- (SHIRAIWA et al., 1993), quedas no
pH ocorrem devido aliberacéo respiratoria de CO,. Embora
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0 MEL apresente pH em torno de 6,0, sua adi¢do nas
diferentes concentragdes utilizadas néo causou quedas
no pH, e mesmo sem controle adicional o pH esteve dentro
dafaixa 6timaparao crescimento damicroalgaS. platensis
durante os cultivos.

CONCLUSAO

O enriquecimento do meio de cultivo com melago
liquido (MEL) ou melaco em pé (MEP) resultou em
crescimento da S. platensis por, no minimo, 35 dias e
atingindo maiores concentractes e produtividades que
em cultivo autotréfico, que manteve crescimento por 30
dias. Entre todos os ensaios realizados, a maior
concentracao de biomassa foi 2,83 g.L e produtividade
0,098 g.Lt.dia! em cultivos com MEL 0,50 g.L%. Nos
cultivos com MEP amaior concentragdo foi 2,59 g.L1 e
produtividade 0,066 g.L *.dia?, em ensaios com 0,25 g.L !
do substrato orgénico, enquanto nos cultivos
autotroficos a maior concentracdo de biomassafoi 1,44
g.L! e produtividade 0,045 g.L.dia®. A velocidade
especifica de crescimento ndo apresentou relacdio com a
concentracdo de MEL ou MEP no meio. Assim, 0s
resultados indicam que o potencial brasileiro de producdo
de MEL ou MEP pode ser aproveitado para a obtencdo
de biomassa da microalga S. platensis com melhores
resultados que o cultivo autotrofico.
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