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Artigo

CHEMICAL CARBON LOSSES AND GROWTH KINETICS IN Spirulina CULTURES. Photosynthetic microorganism cultures,
such as microalgae, represent one of the alternatives for fossil CO, emissions mitigation. Carbon supply is the major cost component

in microalgal cultures. Aiming to enhance the dissolved inorganic carbon uptake efficiency in microalgal cultures, Spirulina sp LEB-

18 was cultivated in mediums containing NaHCO, concentrations ranging from 2.8 to 100 g L. Results indicated that lower dissolved

inorganic carbon concentratios (2.8 g L' NaHCO,) produce higher growth parameters (X

o =075gLL P =0145gLtd Y =

0.254 d) and lower carbon losses (13.61%). At 50 g L' of NaHCO, cell growth was inhibited and carbon losses reached 38.73%.
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INTRODUCAO

Microalgas sdo microrganismos fotossintéticos que podem ser
empregados para capturar didxido de carbono, contribuindo com a
redugdo do efeito estufa no planeta. A biomassa pode ser utilizada
como suplemento alimentar ou para a producdo de biocombustiveis,
entre outras aplicacdes.

A biomassa microalgal apresenta cerca de 50% de carbono na
sua composi¢do, assim o fornecimento deste nutriente aos cultivos
representa um importante componente dos custos de producio, seja
gasoso na forma de diéxido de carbono, ou sélido, principalmente
na forma de bicarbonato.!

A fonte de carbono, uma vez dissolvida no meio de cultivo, par-
ticipa do equilibrio quimico COZW < H,CO, <> HCO; «<» CO 2,
onde a distribuico entre as espécies quimicas € determinada pelo pH.
A concentragdo de sais dissolvidos contribui para a pressdo osmoética
do meio, que pode ter influéncia na fisiologia celular da microalga,
refletindo nas taxas de crescimento e na composi¢do da biomassa.
As cianobactérias geralmente crescem em ambientes alcalinos, onde
HCO, € a forma predominante no equilibrio quimico.’

Spirulina é a microalga mais estudada com reconhecida habili-
dade para fixar carbono inorgénico.® Esta microalga destaca-se por
possuir o certificado GRAS (Generally Recognized As Safe) do FDA
(Food and Drug Administration), o que garante seu uso como ali-
mento e fadrmaco. Sua biomassa apresenta alto contetido de proteinas
(64-74%), dcidos graxos poliinsaturados, pigmentos e vitaminas.*
No entanto, trabalhos voltados ao estudo dos fendmenos associados
as reagdes de equilibrio do carbono inorganico dissolvido no meio
sdo ainda escassos.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento da
biomassa e a perda de carbono em cultivos da microalga Spirulina
sp LEB-18 em diferentes concentracdes de carbono inorganico
dissolvido.

PARTE EXPERIMENTAL

Foi utilizada a microalga Spirulina sp LEB-18° mantida em meio
Zarrouk.® A biomassa foi previamente lavada e centrifugada (15 min,
5000 rpm) para a remogao de sais do meio. A concentragdo inicial
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foi 0,15 g L', exceto nos ensaios de avaliagdo da perda de carbono,
onde nao houve a presenca de células.

O meio de cultivo utilizado nos ensaios foi Zarrouk® modificado,
onde a fonte de carbono (NaHCO, 16,8 g ') foi adicionada em dife-
rentes concentragdes, variando entre 2,8; 5; 10; 20; 50; 80 ou 100 g
L'. O intervalo de concentragdes foi definido entre o inicio do efeito
tampdo do sal no meio (2,8 g L") até a saturagéo da solugdo (100 g
L"), Assim, todos os ensaios iniciaram com o mesmo pH (8,2 +0,1),
eliminando o efeito inicial desta varidvel no crescimento.

Os experimentos foram descontinuos, realizados em fotobiorre-
atores do tipo erlenmeyer de 2 L, com 1,8 L de meio. A temperatura
foi mantida em 30 °C e o fotoperiodo em 12 h claro/escuro,” com
iluminéncia de 3200 Lux.? A agitagéo foi realizada através da injegéo
de ar estéril a 0,3 vvm (volume de ar por volume de meio por min).
O CO, do ar foi removido por absor¢do em NaOH 2 N.

Determinacées analiticas

A concentra¢@o de biomassa de Spirulina sp LEB-18 foi deter-
minada diariamente através da medida do peso seco de uma aliquota
de amostra.® O pH das culturas foi medido diariamente por pHmetro
digital (Quimis Q.400H, Brasil). A alcalinidade total foi determinada
diariamente por titulagdo do filtrado dos cultivos com HC1.”

Parametros de crescimento avaliados

Ao final de cada ensaio a maxima concentragdo de biomassa de
Spirulina sp LEB-18 (X, g L) foi determinada. A produtividade
(P, g L'"d") foi calculada a partir da equagdo P = (X -X).(t —t))",
onde X € a concentra¢do de biomassa (g L") no tempo t_(d) e X €
a concentragio de biomassa inicial (g L) no tempo t, (d)," sendo
a produtividade maxima (P__, g L' d") o maior valor de produtivi-
dade obtido. A velocidade especifica maxima de crescimento (.
d") foi calculada por regressdo exponencial da fase logaritmica da
curva de crescimento.!" O conteido de carbono inorgéinico total
dissolvido e a distribui¢iio das espécies quimicas no equilibrio
COz(aq) < H,CO, <> HCO, ¢« CO,* foram calculados a partir das
fragdes de ionizagdo,'? com valores de pH e alcalinidade total deter-
minados experimentalmente.

A perda de carbono para a atmosfera foi calculada a partir da

equacdo [(C,- C)*(C)"']*100, onde Ci € a concentragdo inicial de
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carbono inorgénico dissolvido no meio e C, a concentragdo final.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 s@o apresentadas as curvas de crescimento de Spiru-
lina sp LEB-18 cultivada em diferentes concentragdes de NaHCO,.
O crescimento da biomassa nos ensaios com 5, 10 ou 20 g L' de
NaHCO, foi semelhante, bem como os parﬁmetros cinéticos maximos
avaliados (Tabela 1), em média X =0,6 gL, =0,08gL'd'e
Y, = 0,13 d"'. Os maiores parametros entre todas as concentracoes
de NaHCO, testadas ocorreram no ensaio contendo 2,8 g L' do sal.
Neste ensaio a velocidade especifica maxima de crescimento (0,254
d") foi superior a obtida em cultivos de Spirulina com meio Zarrouk
padrio, encontrados na literatura (0,093 d;'* 0,111 d';'# 0,2 d' ).

Concentragdes de 80 e 100 g L' de NaHCO, provocaram inibigio
do crescimento da microalga (dados ndo apresentados), enquanto o
ensaio com 50 g L' de NaHCO, apresentou concentragao de biomassa
aproximadamente constante durante o cultivo (Figura 1).
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Figura 1. Variacdo da biomassa de Spirulina sp LEB-18 em diferentes con-
centragdes de NaHCO, em g L' (+)2,8; (<)5; (0)10; (O)20; (A)50

Tabela 1. Parametros cinéticos da microalga Spirulina sp
LEB-18 em diferentes concentragdes de NaHCO,. Concen-
tragdo méaxima de biomassa (X ., g L'"); Produtividade maxi-
ma (g L'd?"); Velocidade especifica mdxima de crescimento

(0 4

Parametros Cinéticos

NaHCO,
(gLh P i X e Honsx R

2,8 0,145 0,75 0,25 0,9910
5,0 0,079 0,64 0,12 0,9987
10,0 0,088 0,55 0,16 0,9978
20,0 0,069 0,50 0,10 0,9997
50,0 0,011 0,21 0,09 0,9975

“Coeficiente de regressao exponencial da fase logaritmica de cresci-
mento

Quando as c€lulas sdo expostas a alta concentragdo de NaHCO,
a fotossintese pode ser inibida, devido a rdpida entrada de sédio na
célula.’ A atividade fotossintética pode também ser inibida devido ao
alto teor de carbonato (CO,*) formado.'*'” No ensaio com 50 g L'
de NaHCO,, a concentragio de CO,* alcangou 6,3 g L' e 0 pH 10,1
(Figura Za) O lento crescimento celular neste ensaio com 50 g L!
de NaHCO, pode ainda estar associado com o aumento da energia
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requerida para expulsar o fon Na* da célula, provocando elevadas
taxas de respiragdo noturna, que consome parte da biomassa formada
no periodo claro.>*

Perda de carbono nos cultivos

Devido a natureza apolar da membrana plasmadtica, a resisténcia
a difusdo da molécula de CO, € menor que a do fon HCO,, tornando
0 CO, a espécie quimica de carbono inorganico preferenmalmente
consumlda pelas microalgas.'” Quando este € consumido, o sistema
em equilibrio CO,, <> H,CO, <> HCO, <> CO, >reage no sentido de
formagdo de CO,, consummdo H* do meio. Por outro lado, quando a
concentracdo de HCO3 ¢ alta, o consumo desta espécie quimica pode
ocorrer pelo seu transporte ativo através da membrana plasmética'® ou
por sua conversdo a CO, pela enzima anidrase carbonica, segundo a
reagdo HCO, <> CO, + OH " Assim, seja CO, ou HCO, a espécie
quimica consumida pelas células, o crescimento celular resulta em
aumento do pH do meio de cultivo.

Nos ensaios com 50, 80 e 100 g L' de NaHCO, o crescimento
da biomassa foi inibido. No entanto, ocorreu aumento do pH (Figura
2a) e queda da concentragdo de fons HCO,, indicando que, além do
crescimento da biomassa, outros fatores provocam a alteragdo do pH
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Figura 2. Variagdo do pH do meio Zarrouk ao longo do tempo em diferentes
concentragoes de NaHCO, (g L'): (@)2,8; (M)5; (+)10; (#)20; (X)50.
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e da concentragio de carbono inorganico dissolvido no meio durante
o cultivo de microalgas.

Solugdes ricas em carbono inorganico dissolvido, como o meio
Zarrouk, contém CO, livre em concentracdo superior (0,05 g L) a
de equilibrio com a atmosfera (0,0004 g L' CO, a 30 °C).*' Enquanto
houver esse gradiente, ocorre um fluxo de CO, do meio de cultivo
para a atmosfera.

O deslocamento do equilibrio COZW < H,CO, <> HCO, <
CO,* no sentido da reposi¢do do CO, perdido, com conseqiiente
consumo de H*, provoca o aumento do pH do meio de cultivo até
que a concentragdo de CO, dissolvido no meio liquido esteja em
equilibrio com a concentra¢do de CO, na atmosfera.

O fluxo de massa entre o meio de cultivo e a atmosfera € propor-
cional ao gradiente de concentracdo entre as duas fases.”? Conside-
rando que a concentragdo de CO, livre no meio aumenta em fungdo
do aumento da concentra¢do total de carbono inorganico dissolvido,
a maior perda de CO, e a maior variagdo de pH sdo verificadas nos
meios com as maiores concentragdes de NaHCO, (Figura 2b).

A Figura 3 mostra a queda na concentra¢do de CO, nos meios na
auséncia de Spirulina sp LEB-18. A partir do segundo dia de cultivo
a concentragdo de CO, livre tornou-se aproximadamente igual e
constante em todas as concentragdes de NaHCO, testadas. Assim, a
utilizagdo de meios sintéticos com altas concentragdes de carbono
inorganico no cultivo de microalgas deve ser evitada, uma vez que
sua composi¢ao inicial € alterada em fungdo das perdas de carbono
para o meio externo, resultando em um meio com uma concentragao
de CO, dissolvido préxima a de equilibrio com a atmosfera.

€O (rmgil)

] 2 4 G a8 10
Tempo (d)

Figura 3. Concentragdo de CO, em ensaios na auséncia de células de Spiru-
lina sp LEB-18 contendo diferentes concentragoes de NaHCO, (g L) (®)
2,8; (®)5; (+)10; (A)20; (%) 50

No ensaio contendo 2,8 g L' de NaHCO,, onde foram verificados
os melhores parametros de crescimento para a microalga entre todas as
concentragdes de NaHCO, testadas (Tabela 1), foi verificada a maior
diferenca entre as variagdes de pH provocadas pela perda de CO, paraa
atmosfera e as variagdes provocadas pelas perdas somadas ao consumo
bioldgico (Figura 4a). A Figura 4b mostra a variagdo da concentragido
de NaHCO, neste ensaio, evidenciando a diferenga entre o consumo
bioldgico de carbono e as perdas para a atmosfera. As perdas de carbono
em fung@o da concentragdo de NaHCO, no meio sio apresentadas na
Figura 5, demonstrando que o aumento na concentragio de carbono
inorganico dissolvido utilizado no preparo do meio Zarrouk provoca
maiores perdas de carbono para a atmosfera.

Além das perdas de carbono dos cultivos para a atmosfera

Perda quimica de carbono e cinética do crescimento celular em cultivos de Spirulina
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Figura 4. Variagdo do pH (a) e da concentragdo de NaHCO, em g L (b) no
ensaio contendo 2,8 g L' de NaHCO . Meio com células (@) e sem células
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Figura 5. Perdas de carbono inorgdnico dissolvido em fun¢do da concentragdo

inicial de NaHCO  no meio de cultivo
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representarem um custo adicional na producdo de biomassa, o au-
mento de pH associado pode conduzir a valores de pH inibitérios ao
crescimento celular. Poucos autores consideram as perdas quimicas
de carbono nos cultivos, de modo que em estudos sobre o pH e o
consumo de carbono em cultivos de microalgas estas perdas podem
ser confundidas com o consumo biolégico de carbono pelas células,
levando a resultados equivocados.?!*3

A elevagdo do pH do meio de cultivo reduz a concentracdo de
CO, livre, segundo o equilibrio, dificultando a perda quimica deste
componente para a atmosfera, além de reduzir a suscetibilidade do
cultivo de Spirulina a contaminagéo. Assim, microalgas alcalifilicas
como Spirulina apresentam caracteristicas biolégicas adequadas as
condicdes fisico-quimicas do meio, que levam a maior eficiéncia do
consumo de carbono.

CONCLUSAO

A menor perda quimica de CO, para a atmosfera (13,61%) e os
maiores parametros de crescimento (X = 0,75 gL', P=0,145 g L*!
d', p = 0,254 d"') da microalga Spirulina sp LEB-18 ocorreram no
ensaio com a menor concentragio de carbono testada (NaHCO, 2,8 g
L"). Com o aumento da concentrag@o de bicarbonato os pardmetros de
crescimento diminuiram e as perdas de carbono foram maiores. Em
50 g L' de NaHCO, 38,73% do carbono do meio foi perdido para a
atmosfera, além de ocorrer inibi¢do do crescimento celular.

A manutengdo dos cultivos em baixas concentracdes de carbono
inorganico dissolvido pode resultar em maior eficiéncia no consumo
do nutriente pela microalga Spirulina sp LEB-18, contribuindo para a
reducdo de custos em plantas de producio da biomassa microalgal.
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