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Encapsulamento de Spirulina maxima em esferas de alginato
para cultivo em biorreator agitado

Spirulina maxima encapsulation in alginate beads for agitation
bioreactor cultivation

RESUMO

Sabe-se que a cianobactéria Spirulina maxima possui uma composi¢ao rica em nutrientes
essenciais para manutenc¢do do corpo humano e de outros animais e vem sendo explorada
principalmente pelas areas alimenticia e farmacéutica. Dentre as técnicas convencionais da
indlstria estd o cultivo de microrganismos em biorreatores, fornecendo nutrientes
adequados para favorecer o crescimento microbiano. Foram feitos ensaios comparativos de
cultivo da Spirulina maxima em biorreator de tanque agitado e airlift para analisar o impacto
das condigbes de cultivo e a influéncia delas no crescimento, verificando que as variagdes e
aumento de rotagdo em rpm e as altas tensdes de cisalhamento sofridas permitiram o
crescimento celular sem ocasionar quebra da estrutura celular microbiana.

PALAVRAS-CHAVE: Spirulina. Biorreator. Industria.

ABSTRACT

Cyanobacteria Spirulina maxima is known to have a composition rich in nutrients essential
for the maintenance of the human body and other animals and has been mainly exploited
by the food and pharmaceutical areas. Among the industry's conventional techniques is the
cultivation of microorganisms in bioreactors, providing adequate nutrients to favor
microbial growth. Comparative trials of Spirulina maxima cultivation were performed in
airlift and agitated tank bioreactor to analyze the impact of the cultivation conditions and
their influence on growth, verifying that the variations and increase of rotation in rpm and
the high shear stresses allowed the cell growth without causing breakdown of microbial cell
structure.

KEYWORDS: Spirulina. Bioreactor. Industry.
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INTRODUGAO

As cianobactérias sdo organismos procaridticos e realizam fotossintese.
Recebem esse nome devido a sua secrecdo de pigmentos azul-esverdeado (ciano)
e tem morfologia celular variada (TORTORA, 1982). A facilidade de cultivo in vitro
e custo-beneficio de produtividade facilita o cultivo em laboratdrio.

Diferentes espécies de Spirulina vém sendo exploradas devido a sua
composicdo. Rica em proteinas, aminodcidos essenciais, vitaminas, minerais,
antioxidantes, acidos graxos e outros (LEHNINGER, 1985). E conhecida a sua
bioatividade tornando-se fonte farmacéutica em potencial, além de ser muito
usada em suplementacdo alimentar (AMBROSI, 2008).

A Spirulina sp. é rica em proteinas (de 50 a 70%), incluindo aminodcidos
essenciais e ndo essenciais, sua parede celular é composta de mucopolissacarideos
(aclcares simples e proteinas) de facil digestibilidade (MOURTHE, 2010). Esse
aspecto eleva a fragilidade microbiana e dificulta o cultivo em condi¢des de
estresse excessivo (agitacdes elevadas, falta de luminosidade e outros)
(MATSUDO, 2006).

A Spirulina maxima pode ser encapsulada objetivando melhor controle celular
do crescimento da cianobactéria e para facilitar a recuperacdao da biomassa. O
encapsulamento facilita a producdo em larga escala desse microrganismo, com
aplicacOes industriais. Existem varios materiais que podem ser usados para
encapsulamento, dentre eles o alginato.

Tradicionalmente a Spirulina maxima é cultivada com pouca ou nenhuma
agitacdo mecanica, pois acredita-se que sua morfologia seja sensivel a agitacdo
(MATSUDO, 2006). O objetivo desse trabalho é detectar a fragilidade da parede
celular da Spirulina maxima e comparar cultivo celular em reator agitado e airlift.

MATERIAL E METODOS

A Spirulina maxima é mantida em meio de cultivo liquido, contendo alta
concentracdo de sais que mantém o pH alcalino (HENRARD, 2012). O meio de
cultivo para crescimento da Spirulina maxima é denominado Zarrouk e sua
composi¢do (em g/L) é: MgS04.7H,0: 0,2; K;HPO4: 0,5; NaCl: 1; FeS0O4.7H,0: 0,01;
NaHCOs;: 16; K;SO4: 1; CaCly: 0,4; CioH160sN2: 0,08; EDTA dissédico: 0,01. Para
manter o cultivo mae de Spirulina maxima em boas condi¢gdes de multiplicagao,
deve-se garantir que ha constante fornecimento de nutrientes que permitam o
desenvolvimento microbiano. E feito o processo de corte, que consiste na troca (a
cada 15 dias) de aproximadamente 1L do material contido no cultivo méae por 1L
de meio de cultivo novo e estéril.

Utilizou-se o0 método do peso seco para determinagao de biomassa. Foram
retiradas amostras de 20 mL de cada meio inoculado e colocou-se em tubos falcon
previamente secos e pesados (mantidos 24h na estufa de 802 C e resfriados por 15
minutos em dessecador). Esse material foi centrifugado durante 15 minutos a 5000
rpm (com F= 3577g) na centrifuga. O sobrenadante foi separado em outro frasco
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e os tubos com a biomassa foram levados para a estufa de 802C por 24h e entdo
aferiu-se a massa novamente, com o objetivo de obter a biomassa presente na
amostra.

Cultivo em biorreator: preparou-se 200 mL de meio de cultivo, com 40 mL de
inéculo. Esse material foi mantido em ambiente com iluminagdo e temperatura
controlados por 15 dias para crescimento da Spirulina maxima inoculada no reator.
O reator é previamente autoclavado com 2L de meio de cultivo (pH=10) 200 mL do
cultivo da Spirulina maxima foi inoculado no reator, nos dois ensaios (tanque
agitado e airlift) em reator: retirou-se 10 amostras (a cada 24h) para determinacgao
de peso seco. O reator de tanque agitado teve 10 amostras entre 10 a 1090 rpm.

A composicao da Spirulina maxima é rica em proteinas e para determinar
guebra da parede celular dosa-se proteinas totais presentes no meio utilizando o
método de Bradford (CURSO DE VERAO USP, 2019). Preparou-se uma curva padrdo
proteica utilizando BSA- Aloumina bovina com diferentes concentracées com (500,
650, 750, 1000 e 1500) pg/mL para construcdo da curva. Adicionou-se 80 pL de
cada amostra (amostras do reator e das solugdes de BSA) com 4 mL do reagente
de Bradford, deixando reagir por 5 min e depois tirou-se a leitura de cada amostra
no espectrofotometro no comprimento de onda de 595 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No gréfico 1 estdo ilustradas as curvas de crescimento da Spirulina maxima
em: (a) reator de tanque agitado; (b) reator airlift; fazendo um comparativo da
eficiéncia de crescimento de biomassa nos dois ensaios.

Grafico 1 — Curva de crescimento microbiano de cultivo em biorreator em: (a) Reator de
tanque agitado; (b) Reator airlift.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

Como pode ser visto no grafico 1 (a) observa-se que ha crescimento de
biomassa (em g/L) aumenta com o passar do tempo, mesmo com aumento da
velocidade de rotacdo do biorreator de 10 até 1090 rpm. De 0 a 90h ha um
crescimento de biomassa de 0,42 g/L até 1,84 g/L, ocasionando um aumento de
biomassa de 4,3 vezes. Observa-se o comportamento de uma curva de
crescimento contendo uma fase lag, exponencial, estaciondria e de morte celular.
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Todavia, esse é um comportamento de uma curva crescimento microbiano normal,
sendo natural o declinio da curva quando ndo hd alimentacdo do meio e passa a
faltar nutrientes no cultivo, impedindo o crescimento do microrganismo.

Em termos de concentracdo de biomassa, o reator Airlift obteve um aumento
significativo em relagdao ao reator com agitacdo continua, no periodo de 0 a 90h a
concentracdo celular inicial é de 0,046 g/L e a final é 0,46 g/L conferindo um
aumento de biomassa de 10 vezes conforme pode ser visto no grafico 1 (b). O
reator airlift oferece tensdao cisalhamento menor pela auséncia das pds que
garantem uma homogeneizacdo, bombeamento e quebra mecéanica do oxigénio
fornecido no meio (GUIMARAES, 2012). Ocorreu ades3o das células nas paredes
devido a movimentagdo do cultivo, sendo a homogeneizacdao fundamental no
processo, porque a falta de um nutriente é crucial para o crescimento de
microrganismos (MENDEZ, 2019).

As velocidades de agitacdo permitiram analisar que mesmo com grandes
velocidades houve aumento de biomassa sem causar danos fisicos a célula.
Evidenciando que as condigdes de cultivo tém grande influéncia no crescimento
microbiano como a presenc¢a ou auséncia de determinados nutrientes ou fatores
de estresse (como agitacdo mecanica), podendo delimitar fatores como a reducédo
da taxa de crescimento. A figura 1 mostra a morfologia da célula de Spirulina
maxima com o passar do tempo de cultivo.

Figura 1 — Morfologia da Spirulina maxima durante o cultivo em biorreator de tanque
agitado com aumento microscopico de 400x.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

A figura 1 mostra a morfologia da cianobactéria com o aumento das rotagdes
nos dias 1,4 e 7, observa-se que a estrutura microbiana sofreu pouca influéncia.
Indicando que se houve quebra da parede celular da Spirulina ndo afetou a
estrutura morfolégica com o aumento da rotagcdo em rpm.

Na determinacdo de proteinas totais, foram feitas leituras das amostras
iniciais, médias e finais para os dois ensaios no biorreator. Todas as amostras do
reator de tanque agitado quanto e do reator airlift foram analisadas com o método
de Bradford para determinacdo de proteinas e os valores foram iguais a zero.
Indicando que ndo houve quebra celular da cianobactéria durante os ensaios em
reator.
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CONCLUSAO

Os experimentos em biorreator mostraram o impacto das condi¢cGes de cultivo
e a influéncia delas no crescimento microbiano. No reator agitado, foi possivel
determinar que mesmo com as variagdes e aumento de rotagdo em rpm e as altas
tensdes de cisalhamento sofridas houve crescimento celular, além de impedir
sedimentacdo de biomassa. No caso do reator airlift, apesar da menor tensdo de
cisalhamento oferecida foi possivel determinar um maior crescimento celular. Nos
dois casos, a dosagem de proteinas totais presentes no sobrenadante foi zero,
indicando que nenhum dos ensaios em reator ha rompimento da barreira celular
da Spirulina maxima. Para trabalhos futuros serdo testados os efeitos do cultivo de
particulas imobilizadas e cultivadas em reator.
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