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Cultivo e caracterizagao de Chlorella vulgaris em
microparticulas de alginato de calcio em meio de cultivo a
base de licor negro

Cultivation and characterization of Chlorella vulgaris in
calcium alginate microparticles in black liquor culture
medium

RESUMO

A microalga Chlorella vulgaris é amplamente estudada e comercializada. Os custos de
meios de cultivo tradicionais sdo elevados e precisam ser continuamente reduzidos,
visando aumentar sua competitividade. Nesse sentido, o licor negro apresenta-se como
fonte alternativa de nutrientes para o cultivo da C. vulgaris, visto que é um subproduto da
industria de papel e celulose e apresenta baixo custo. O objetivo principal deste estudo foi
determinar a proporgdo ideal de licor negro e Meio Bristol Modificado (MBM) para cultivo
de Chlorella vulgaris em microparticulas de alginato de calcio, visando a facilidade de reciclo
da microalga com peneiramento de microparticulas e potencialidade de propriedades
antioxidantes. A metodologia utilizada foi gelificagdo i6nica, através do método de
gotejamento, no qual uma solugdo contendo alginato e C. vulgaris foi gotejada sobre uma
solucdo de Cloreto de Calcio 0,125M. As amostras foram subdivididas em quantidades iguais
de microparticulas e inseridas em frascos Erlenmeyer contendo licor negro suplementado
com Meio Bristol Modificado (MBM). Os cultivos foram mantidos a 252C, em fotoperiodo
12h:12h, durante 15 dias. A microalga C. vulgaris apresentou maior crescimento no nimero
de células na propor¢ao 40% MBM e 60 % licor negro e as células imobilizadas apresentaram
maior teor de compostos fendlicos totais.

PALAVRAS-CHAVE: Downstream. Imobilizagdo. Subprodutos.

ABSTRACT

The microalgae Chlorella vulgaris is widely studied and marketed. The costs of traditional
culture medium are high and need to be continually reduced to increase its
competitiveness. In this way, black liquor is an alternative source of nutrients for the
cultivation of C. vulgaris, as it is a byproduct of the pulp and paper industry and has a low
cost. The main objective of this study was to determine the ideal proportion of black liquor
and Modified Bristol Medium(MBM) for cultivation of C. vulgaris in calcium alginate
microparticles, aiming at the ease of microalgae recycling with microparticle sifting and
potential antioxidant properties. The methodology used was ionic gelation through the drip
method, in which a solution containing alginate and C. vulgaris was dripped on a 0.125M
Calcium Chloride solution. The samples were subdivided into equal amounts of
microparticles and inserted into Erlenmeyer flasks containing black liquor supplemented
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with Modified Bristol Medium (MBM). The cultures were kept at 252C, in photoperiod
12h:12h, for 15 days. The microalgae C. vulgaris showed higher growth in the number of
cells in the proportion 40% MBM and 60% black liquor and the immobilized cells showed
higher contents of total phenolic compounds.

KEYWORDS: Downstream. Immobilization. Byproducts.

INTRODUGAO

Uma das microalgas em evidéncia atualmente é a Chlorella vulgaris, a qual
estd em destaque no campo de pesquisas devido ao seu potencial econémico, visto
gue é muito utilizada na producao de suplementos alimentares a base de ferro e
no tratamento de residuos abundantes em nitrogénio e fésforo. O meio de cultivo
tradicional utilizado para cultivar C. vulgaris é o Meio Bristol Modificado (MBM). A
necessidade de meios de cultivo mais baratos é uma das problematicas atuais no
gue tange o cultivo de microalgas. Nesse sentido, o licor negro, proveniente da
industria de papel e celulose, apresenta-se como fonte alternativa de nutrientes
devido a sua rica composicdo ibnica e seu baixo valor econémico. A imobilizacdo
serve como técnica suporte para facilitar o peneiramento e a reutilizacao do ativo
bioldgico inserido nesse meio. O objetivo principal deste estudo foi determinar a
proporgdo ideal de licor negro e Meio Bristol Modificado (MBM) para cultivo de
Chlorella vulgaris em microparticulas de alginato de cdlcio, a fim de avaliar o
crescimento da microalga e possiveis efeitos antioxidantes.

MATERIAL E METODOS

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

a) Centrifugacao das células de Chlorella vulgaris

No fluxo laminar, foi retirada uma aliquota de 800mL de um Erlemeyer
contendo 6L do cultivo inicial. Essa aliquota foi distribuida em 16 tubos Falcon
e centrifugada a 5000 rpm durante 30 minutos. Esse método foi baseado em
Marcon (2005) com a diferenca no tempo de centrifugacdo. Descartou-se o
sobrenadante, deixando 12,5mL em cada tubo Falcon. De cada tubo, retirou-
se uma amostra de 6,25mL para adicionar na solucao 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 solucao para produzir microparticulas
e a solucdo de controle;

b) Preparagao de microparticulas com Chlorella vulgaris imobilizada

No fluxo laminar, foi montado um sistema contendo uma solu¢do 1,5% de
alginato acrescida de células de Chlorella vulgaris a uma altura de 33cm
bombeada a 180mL.h? e gotejada sobre uma solu¢cdo de CaCl, 125mM,
através de uma ponteira de micropipeta 200uL inclinada a 452 e inserida
dentro do tubo de fluxo de ar proveniente do biorreator. A distancia da
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mangueira proveniente do biorreator até o béquer contendo a solucdo de
CaCl; é de 1,5m. A altura da ponteira até a superficie da solugdo de CaCl, foi
de 3cm. O esquema do sistema foi baseado em Bressel (2007) e estd
representado na figura 1. As microalgas encapsuladas foram deixadas em
banho iénico (CaCl,) por 30 minutos para cura, assim como sugerido por Costa
(2014). Posteriormente, as microparticulas foram filtradas com peneira
metdlica, lavadas com d4gua destilada para remover CaCl, ndo-ligado e
inseridas em cada amostra;

c) Redissolugdo das microparticulas

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

d) Procedimento de extragao

Para o caso das microparticulas, foram dissolvidas em citrato de sddio e
centrifugadas a 5000 rpm. Descartou-se o sobrenadante. As células livres
foram centrifugadas a 5000 rpm e descartou-se o sobrenadante. Em ambos os
casos, a biomassa foi seca a 502C em estufa durante 24h. Apds isso, 0,1g de
cada amostra foram misturados a 2mL de 4gua e aquecidos durante 30
minutos a 802 C, de acordo com Hajimahmoodi (2009). Foi centrifugado a
5000rpm durante 30 minutos e utilizado o sobrenadante para posterior
andlise.

Figura 1 — Sistema gerador de microparticulas.

Fonte: Adaptado de Bressel (2007)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em um primeiro momento, Novak (2018) sugere o teste em concentragdes
entre 2% e 5% para testes com microalgas, visto que o excesso de licor negro pode
ser prejudicial ao crescimento das células. As células ficaram imobilizadas em
microparticulas de alginato de calcio durante 15 dias em quantidades iguais e sob
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as mesmas condi¢des nas trés amostras. O resultado do crescimento do nimero
de células esta expresso na figura 2.

Figura 2 - Curva de crescimento de Chlorella v. imobilizada em alginato de célcio
em meio de cultivo a base de licor negro.
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Fonte: Autoria propria (2019).

As células imobilizadas no meio de cultivo com licor negro 5% apresentaram
maior taxa de crescimento. Um dos fatores relacionados a esse fato esta ligado a
quantificacdo i6nica, na qual o ion NO3 apresenta-se em maior quantidade na
amostra de licor negro 5%. A microalga C. vulgaris é um microrganismo que tem o
ion nitrato como um de seus nutrientes limitantes, de acordo com Marcon (2005).

Uma das formas de melhorar esse cultivo é aproximar a quantidade i6nica
presente na amostra de licor negro 5% com a quantidade idnica presente em MBM
puro. Para isso, foram realizadas 5 diferentes diluicdes de licor negro 5%
suplementadas com diferentes propor¢des de MBM puro a fim de avaliar a melhor
proporgdo entre licor negro 5% e MBM puro. Foi preparada uma solugdo controle
com 100% MBM, de acordo com a tabela 1.

Tabela 1 - Proporg¢des entre licor negro e MBM puro

Licor negro 5% | MBM puro
30% 70%
40% 60%
50% 50%
60% 40%
70% 30%

Fonte: Autoria prépria (2019).

A curva de crescimento das respectivas propor¢des entre licor negro e MBM
puro estdo representadas na figura 3.
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Figura 3 - Curva de crescimento de Chlorella v. imobilizada em diferentes proporg¢des
de licor negro e MBM.

/I\./.\ =—30% L.N e 70% MBM

V—%"""Zb— 20% L.N e 60% MBM
ARG N Y ——50% LN. e 60% MBM

4 I
,1 ‘ . ey 0 60% L.N e 40% MBM

—#—70% L.N e 30% MBM

NuUmero de cél. x 10”.mL1?
=
(9]
Ve
)
\
'L}

—{p— 100% MBM (Controle)

0 3 6 9 12 15
Dias

Fonte: Autoria propria (2019).

Os motivos para o crescimento ndo ser equivalente a solucdo controle advém
de vdrios fatores: excesso de fons Br e F, falta de ions PO4 ¥, excesso de de jons
sodio ou falta de ions Ferro.

Para determinar compostos fendlicos, foram analisadas trés amostras:
biomassa de microparticulas cultivadas do meio de cultivo de licor negro 5% (60%)
e MBM (40%); biomassa de células livres cultivadas em MBM; e biomassa de
células livres cultivadas em licor negro (5%).

A curva analitica (y = 0,0051x+0,0052 e R?=0,9925) foi construida com solucio
padrdo de dacido galico, do qual foram preparadas solucdes variando de 100 a
400mg.L. O teor de fendis totais foi determinado através da curva analitica e seus
resultados foram expressos em mg de equivalente de acido galico (EAG). g de
Chlorella vulgaris * e estdo expressos na tabela 2.

Tabela 2 - Teor de fendis totais de Chlorella vulgaris.

Concentragdo acido glico equivalente (mg AGE/g Chlorella v. seca)
Células livres em licor negro 0,0435
Microparticulas em licor negro 0,2511
Células livres em MBM 0,0270

Fonte: Autoria propria (2019).

A amostra contendo microparticulas em licor negro (5%) (60%) e MBM (40%)
obteve o maior teor de compostos fendlicos totais. Um dos motivos das
microparticulas apresentarem maior teor de compostos fendlicos pode ser devido
ao acumulo de compostos téxicos para as células no interior das microparticulas.
Sousa (2016) sugere que ha possibilidade de acimulo de compostos indesejados
dentro das particulas. Esse fator pode provocar maior estresse ambiental para as
células.

O método escolhido de extracdo de compostos fendlicos pode influenciar no
seu teor. Hajimahmoodi (2009) recomenda a extragdo por trés métodos principais:
hexano, acetato de etila e dgua. No presente estudo, foi utilizada a extracdo com
agua a 80°C.
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Foi encontrado por Li (2007) valores médios de 0,97 a 2,67 mg EAG/g para
Chlorella vulgaris com extracdo em agua. Quando cultivadas em microparticulas
em licor negro adicionado com MBM, as células apresentam o maior teor de
compostos fendlicos totais, ou seja, sdo as que apresentam maior potencial
antioxidante.

CONCLUSAO

De forma geral, através dos estudos das tabelas contendo os ions de cada
meio de cultivo e da confirmacao através do crescimento da microalga em meio
complementado entre MBM e licor negro, pode-se chegar na proporcao ideal
entre licor negro e MBM de 60% e 40%, respectivamente. Com essa propor¢ao,
houve um aumento de 113% no numero de células, o que representa a
potencialidade do uso do licor negro como meio complementar para o MBM no
cultivo de Chlorella vulgaris e compostos fendlicos totais.
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