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Desenvolvimento de microparticulas de alginato de calcio
para imobilizacdo de Chlorella vulgaris

Development of calcium alginate microparticles for
immobilization of Chlorella vulgaris

RESUMO

A microalga Chlorella vulgaris é amplamente estudada e comercializada. Os custos de
producdo de microalgas devem ser continuamente reduzidos, visando aumentar a sua
competitividade. O objetivo do presente estudo foi analisar a viabilidade de crescimento da
microalga Chlorella vulgaris, aspirando diminuir 0s custos com a recuperagao das suas
células, que poderiam ser simplesmente filtradas ao invés de centrifugadas (método
convencional). Uma das alternativas para recuperacao das células é o método de imobilizacédo
celular. Dentre os métodos de imobilizacdo, o método do gelificacdo idnica é baseado no
gotejamento de alginato de sodio sobre solucdo de cloreto de calcio, formando alginato de
calcio, que produz uma estrutura em rede tridimensional. A estabilidade, rigidez e
esfericidade adequadas das particulas sdo condi¢Bes fundamentais para o fluxo de nutrientes
entre o meio e as células. O procedimento foi realizado em fluxo laminar com uma bomba
peristéltica a 31 rpm, comsaida da solucdo para gotejamento por ponteira de micropipeta de
200pL, inclinada 45° sobre a solucéo de cloreto de calcio 125mM, e fluxo de ar proveniente
do biorreator com vazdo de 10L.min"%. Depois de encapsuladas, as particulas obtidas foram
colocadas em frasco Erlenmeyer contendo meio de cultivo (MBM — Meio Bristol modificado),
e outro frasco, contendo apenas células livres e meio de cultivo, foi utilizado como controle.
Os cultivos foram mantidos a 25°C, em fotoperiodo 12h:12h durante 7 dias. O
desenvolvimento de microparticulas para imobilizacdo de Chlorella vulgaris possibilita
estudos sobre a aplicagcdo da mesma no tratamento de residuos, suplementacdo alimentar e
producéo de energia.

PALAVRAS-CHAVE: Imobilizagédo, Chlorella vulgaris, Downstream.

ABSTRACT

The microalgae Chlorella vulgaris is widely studied and commercialized. The costs of
producing microalgae should be continuously reduced in order to increase their
competitiveness. The objective of the present study was to analyze the viability of growth of
Chlorella vulgaris, in order to reduce the costs of recovering its cells, which could be simply
filtered instead of centrifuged (conventional method). One of the alternatives for cell recovery
is the cell immobilization method. Among the immobilization methods, the ionic gelling
method is based on the drip of sodium alginate on calcium chloride solution, forming calcium
alginate, which produces a three-dimensional network structure. Suitable stability, stiffness
and sphericity of the particles are fundamental conditions for the flow of nutrients between
the medium and the cells. The procedure was carried out in laminar flow with a peristaltic
pump at 31 rpm, with solution outlet for dripping by a micropipette tip of 200uL, inclined
45° on the solution of calcium chloride 125mM, and air flow from the bioreactor with
10L.mint. After encapsulation, the obtained particles were placed in a flask containing
culture medium (MBM), and another flask, containing only free cells and culture medium,
was used as a control. Cultures were maintained at 25 ° C, in photoperiod 12h: 12h for 7
days. The development of microparticles for immobilization of Chlorella vulgaris enables
studies on its application in waste treatment, food supplementation and energy production.
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1 INTRODUCAO

A cada dia que passa, aumenta-se a necessidade do uso de ativos biotecnoldgicos
devido a sua grande aplicacdo na industria. Nesse contexto, a microalga Chlorella
vulgaris tem uma importancia fundamental, pois é utilizada na fabricacdo de
suplementos alimentares ricos em ferro e no tratamento de residuos abundantes em
nitrogénio e fosforo. Um dos problemas atuais é a obtencgdo e a reutilizagdo desse
ativo, visto que o método tradicional de obtencéo é a centrifugacdo. Entretanto, essa
é uma técnica que demanda muita energia elétrica e alto investimento na compra do
equipamento. Devido a esse fato, sdo utilizados métodos alternativos de obtencdoe
reutilizacdo do microrganismo, como a imobilizacdo celular. Este trabalho tem por
objetivo desenvolver microparticulas de alginato de célcio (na faixa de 1um a 999
pm) para imobilizar a microalga Chlorella vulgaris capazes de permitirem o
desenvolvimento celular e que possam ser recuperadas por peneiramento e
reutilizadas.

2 METODOS

A pesquisa foi realizada no laboratério de Fermentagdes na Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana, campus Ponta Grossa.

21 CULTIVO DE CULTURA DE CELULAS

As células da microalga Chlorella vulgaris foram cultivadas em MBM (Meio
Bristol Modificado) a temperatura de 25+1°C, sob iluminacdo de 2 lampadas
fluorescentes de 15W, fluxo luminoso de 788,8 lux cada, em uma sala do laboratério
de Fermentacfes da UTFPR, campus Ponta Grossa em um Erlenmeyer de 6L.

2.2 CENTRIGACAO DAS CELULAS DE Chlorella vulgaris

No fluxo laminar, foi retirada uma aliquota de 800mL de um Erlemeyer
contendo 6L do cultivo de cultura inicial. Essa aliquota foi distribuida em 16 tubos
Falcon e centrifugada a 5000 rpm durante 30 minutos (Marcon, 2005). Descartou-
se 0 sobrenadante, deixando 12,5mL em cada tubo Falcon. De cada tubo, retirou-se
uma amostra de 6,25mL para adicionar na solucdo de 100mL de alginato 3%,
totalizando uma solucdo de alginato acrescida do ativo 1,5%. Ainda foram
misturados 6,25mL restantes do ativo de cada tubo Falcon a 100mL de agua
destilada. Dessa maneira, preparou-se a solugdo para produzir microparticulas e a
solucéo de controle.

2.3 PREPARACAO DE MICROPARTICULAS COM Chlorella vulgaris
IMOBILIZADA

No fluxo laminar, foi montado um sistema contendo uma solucdo 1,5% de
alginato acrescida de células de Chlorella vulgaris a uma altura de 33cm que
passava pela mangueira da bomba peristaltica a 31rpm e caia sobre uma solucgéo de
CaCl; 125mM, através de uma ponteira de micropipeta 200uL inclinada a 45° e
inserida dentro do tubo de fluxo de ar proveniente do biorreator. A distancia da
mangueira proveniente do biorreator até o béquer contendo a solucdo de CaCl, éde
1,5m. A altura da seringa até a superficie da solucdo de CaCl, foi de 3cm. O esquema
do sistema foi baseado em Bressel (2007) e esta representado na figura 1.

As microalgas encapsuladas foram deixadas em banho idnico (CaCl,) por 30
minutos para cura, conforme indicado por Costa (2014). Posteriormente, as
microparticulas foram filtradas com peneira metélica, lavadas com agua destilada
para remover CaCl, ndo-ligado e colocadas em 750mL de MBM.
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Figura 1. Sistema gerador de microparticulas. a) Solucdo de alginato 1,5% acrescida
de Chlorella vulgaris. b) Mangueira da bomba peristaltica. ¢) Bomba peristéltica Watson-
Marlow modelo 120S. d) Ponteira de micropipeta 200uL. €) Solugdo de CaCl, 125mM. f)

Mangueira de 1,5m provinda do biorreator. g) Suportes auxiliadores.

Fonte: Autoria prépria (2018).

2.4 CULTIVO DAS MICROPARTICULAS IMOBILIZADAS E DA
SOLUCAO DE CONTROLE

As microparticulas foram filtradas com auxilio de uma peneira metéalica
autoclavada e colocadas em um Erlenmeyer contendo 750mL de MBM. A solucéo
de controle (100mL de células livres + 100mL de &gua destilada) foi adicionada em
outro Erlenmeyer contendo 750mL de MBM. Ambas as amostras foram expostas as
mesmas condigdes: temperatura de 25+1°C, sob iluminacdo de 2 lampadas
fluorescentes de 15W, fluxo luminoso de 788,8 lux cada, em uma sala do laboratério
de FermentacOes da UTFPR, campus Ponta Grossa.

25  REDISSOLUGCAO DAS MICROPARTICULAS

As células de Chlorella vulgaris imobilizadas foram redissolvidas com citrato
de sddio 50mM, assim como sugerido por Simpson et al (2003), e centrifugadas
durante 30 minutos a 5000rpm para posterior realizacdo de contagem do nimero de
células.

3 RESULTADOS

Tabela 1 — Esfericidade da microparticula em funcéo da altura do bico gotejador.

Altura de gotejamento (cm) Esfericidade
7 Particula achatada
5 Particula com cauda
3 Particula esférica

Fonte: Autoria prépria (2018).
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Figura 2 - Microparticulas com diferentes alturas de gotejamento: (a) com altura de
7cm; (b) com altura de 5¢cm; () com altura de 3cm.

Fonte: Autoria prépria (2018).

Tabela 2 - Relacdo do fluxo de ar e da bomba peristaltica com a esfericidade das

microparticulas.

Fluxo de ar (L.min') Fluxo da bomba Esfericidade das particulas
peristaltica (mL.h)
8,0 140 Microparticulas com
cauda
8,5 140 Microparticulas com
cauda
9,0 140 Microparticulas com
formato de gota
9,5 140 Microparticulas com
formato de gota
10,0 140 Microparticulas esféricas

Fonte: Autoria prépria (2018).

Tabela 3 - Combinagdes de concentragdo de Alginato de sddio e Cloreto de Célcio.

Concentracdo de Alg. de | Concentracdo de Cloreto | Resisténcia
sodio (%) de célcio (M)
1 0,125 Microparticulas muito
frageis
2 0,125 Microparticulas estaveis
3 0,125 Microparticulas

resistentes

Fonte: Autoria prépria (2018).
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Figura 3 - Gréfico comparativo da microalga imobilizada com a microalga livre.
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Fonte: Autoria prépria (2018).
4 DISCUSSAO

A melhor altura de gotejamento encontrada foi de 3 cm. Os resultados
demonstram que quanto maior a altura da ponteira, mais irregular o formato da
microparticula. Isso pode ser explicado pelo fato de que quanto maior a altura, maior
a velocidade de impacto da gota com a superficie de CaCl,, segundo Teixeira
(2011).

Apo6s a realizacdo dos testes, o fluxo da bomba peristaltica foi fixado em
140mL.ht. De acordo com Costa (2014), quanto maior o fluxo da bomba
peristaltica, mais irregulares se tornam as microparticulas.

Para definir a concentracdo de alginato de sodio, testou-se trés concentracdes:
1%, 2% e 3%, sendo a concentracdo de 3% ideal para formacéo de particulas rigidas.
Conforme Zimmermann (2001), isso se deve ao fato de que concentragcdes mais
elevadas de alginato tornam a microparticula mais rigida devido a formacao de redes
tridimensionais mais complexas.

O pH ideal de crescimento da microalga Chorella vulgaris fica em torno de 5,5
a 8,0 e qualquer mudanca afeta diretamente na sua curva de crescimento
(MARINHO et al., 2017). O pH medido do meio de cultivo foi 7,0. A curva seguiu
a tendéncia de crescimento da microalga Chlorella vulgaris inserida em um meio
com esse pH.

5 CONCLUSAO

De maneira geral, as microparticulas produzidas obtiveram o tamanho de
didmetro médio de 890um, estando dentro da faixa de 1um a 999um. A busca de
uma concentracgdo de alginato e cloreto de célcio, além de uma altura de gotejamento
ideal, permitiram a formacéao de microparticulas esféricas e rigidas e que permitiram
0 correto crescimento da microalga.
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