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Atreverse

Atreverse es arriesgarse en la vida por alcanzar lo que deseamos.

Atreverse significa desarrollar apasionadamente todas las potencialidades que
poseemos.

Atreverse es tener el valor de seguir nuestro llamado interior para realizar
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ABSTRACT

Spirulina platensis was cultivated at 6 klux in 5.0-L open tanks by daily
supplying urea as nitrogen source. This intermittent addition prevented the
system of reaching inhibitory levels of ammonia and allowed final cell
concentrations (Xm) and cell productivities (Px) higher than those obtained in
batch runs using KNOj;. Moreover, the lower nitrogen levels using urea rather
than KNO; ensured a higher nitrogen-to-cell conversion (Yxn). These results
were evaluated using three-factor, five-level central composite experimental
planning, combined with the response surface methodology (RSM), selecting
pH, temperature (T) and massic flow rate of the urea (K) as the independent
variables and Xm, Px and Yxn as the response variables. This approach
allowed us to identify, through the simultaneous optimization of the variables,
pH =9.5, T=30°C and X = 140 mg d” as the best conditions for S. platensis
growth. Under these conditions, the following average values were obtained:
Xm=713mgL",Px=66mgL" d" and Yxn=4.3gg".
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I. INTRODUCAO

A necessidade protéica € uma constante na alimentagio humana e
animal, com a produgdo de maior quantidade de proteinas por area em fungfo
do tempo e satisfazendo-se poderéd solucionar o problema da fome (CIFERRI
& TIBONI, 1985). Portanto, a produgdo de proteinas de microrganismos é
uma via alternativa de disponibilidade de fonte protéica para alimentagio.
Esse tipo de proteina € conhecido como proteina unicelular (single cell protein
- SCP), e abrangem fungos, leveduras e bactérias, particularmente as
cianobactérias (LITCHFIELD, 1977).

A cianobactéria ou microalga Spirulina platensis vem sendo cultivada
fotoautotroficamente para a produgdo de biomassa com alto conteudo
protéico, da ordem de 70% em massa seca (PELIZER et al., 2002), colocando-
se acima das cames e da soja (DILLON, PHUC, DUBACAQ, 1995 ; STANCA
& POPOVIC, 1996).

A Spirulina cresce em meios liquidos especificos ricos em sais
minerais, compostos principalmente por bicarbonato e carbonato de soédio,
com pH de 8 a 11. As regifes propicias sdo as tropicais e subtropicais quentes
e ensolaradas. Assim como México, Tchad, Etiopia, Quénia, Zaire, Zambia,
etc., as espécies do género Spirulina constituem um dos raros exemplos de
cianobactérias continentais utilizadas naturalmente, como alimento humano e
animal (ABDIN EL SHERIF & CLEMENT, 1982).

Quanto aos aspectos tecnoldgicos de cultivo da Spirulina, esta €
geralmente realizada em tanques abertos com iluminagio artificial ou natural,
onde se utiliza meio de cultura mineral (PAOLETTI, PUSHPARAIJ,
TOMASELLI, 1975), o qual contem os nutrientes necessarios para o seu

desenvolvimento. Em relagdo a outros microrganismos fotoautotréficos,



apresenta algumas vantagens do ponto de vista tecnoldégico. Dentre estas,
podem ser citadas o crescimento em pH alcalino e altamente salino, fatores
importantes na prevengdo de contaminagio no reator por microrganismos
estranhos (WALACH et al., 1987, BOROWITZKA, 1999). Cresce bem em
temperaturas da ordem de 30 °C e utiliza a energia luminosa para seu
desenvolvimento. A sua separacdo do meio de cultivo é facil, devido & sua
forma espiralada e maiores dimensdes (RICHMOND, 1983; PIORRECK et
al., 1984).

A fonte convencional de nitrogénio utilizada para a producdo de
Spirulina € o nitrato de potassio. No entanto, a utilizagdo de uréia como fonte
de nitrogénio por processo descontinuo alimentado para o cultivo de Spirulina
platensis permitiu a obtengdo de resultados bastante satisfatorios, acarretando
numa diminui¢do do custo de produ¢do (DANESI et al., 2002).

A forma de carbono preferencialmente assimilada por cianobactérias € o
bicarbonato, sendo o pH ideal de cultivo aquele que assegure o maior
deslocamento do equilibrio quimico no sentido de sua formagéo.

Com relagdo a fonte de nitrogénio, quando a uréia € adicionada num
meio alcalino, no estudo em questio, é hidrolisada a aménia (DANESI et al.,
2002). Esta, em valores de pH 9,3, apresenta-se em equilibrio quimico, com
presenca eqiiimolar dos ions amédnia e aménio; abaixo do valor de pH 7,0,
predomina o ion aménio e acima do pH 12,0 somente o ion amdnia esta
presente no meio.

O pH € uma varidvel muito importante de estudo, pois interfere na
forma com que a reserva de carbono se apresenta, além de influenciar na
velocidade de decomposi¢do da uréia, bem como na apresentagido da forma

amoniacal no meio de cultivo (protonada ou nio protonada).



Quanto a temperatura, sabe-se que € de extrema importincia no
crescimento microbiano, sendo relatado que a Spirulina platensis cresce bem
na faixa de 24-32 °C (VONSHAK, 1997), embora apresente crescimento
satisfatdrio a partir de 20 °C (RICHMOND, 1983). Ademais, a disponibilidade
da fonte de nitrogénio no cultivo de Spirulina platensis é fungdo da
temperatura, uma vez que a uréia em meio basico, que é o caso do meio de
cultivo de Spirulina, sofre hidrélise e libera aménia no meio, que é volatil e
pode se perder por evaporagdo limitando o crescimento.

Portanto, em virtude das caracteristicas bioldgicas, tecnoldgicas e
comerciais comentadas anteriormente, e complementando estudos anteriores
(SASSANO, 1999; RANGEL, 2000, DANESI, 2001) teve a microalga

Spirulina platensis como objeto de estudo.



II. OBJETIVO

O presente trabalho objetivou o estudo da influéncia dos pardmetros pH,
temperatura e vazdo massica de alimentagio de uréia, no crescimento e

contetido de proteinas e lipideos da biomassa de Spirulina platensis.



IOI. REVISAQ BIBLIOGRAFICA

II1.1. Produgao de biomassa microbiana

Os seres humanos vém usando microrganismos desde a Antiguidade
para os mais diversos fins, principalmente no preparo de alimentos e bebidas.
Como exemplos classicos encontram-se os pdes, vinhos e cervejas.
Posteriormente foram descobrindo que os microrganismos poderiam ser fontes
de outros produtos. Por exemplo, na produgdo de antibiéticos e vitaminas que
muito tem contribuido para a saide.

A 1déia do uso de biomassa microbiana na dieta humana e animal, em
fun¢do de suas caracteristicas nutricionais, inicia-se no fim da primeira guerra
mundial. No entanto, a intensificagdo do interesse de produgdo de biomassa
microbiana ocorreu em 1977, quando surgiu o termo single cell protein (SCP)
(BOZE, MOULIN, GALZY, 1995).

Dentre os fatores que contribuiram para a propagagdo do uso de
.iomassa microbiana na dieta humana e animal, podem ser citadas as
seguintes caracteristicas de microrganismos utilizados para esse fim:

>  apresentar em sua constituigdo alto teor de proteina, também
como de vitaminas e minerais;

>  apresentar em sua constituigdo lipidios de efeito benéfico ao
organismo humano;

» alta velocidade de crescimento, tornando a velocidade de
formagao protéica muito maior que aquelas obtidas em seres superiores, como
plantas e animais;

»  utilizar diversas matérias-primas, muitas consideradas como

residuos em outros processos, normalmente agroindustriais;



» necessitam de dreas muito menores para que possam ser
cultivados, comparando-se com a produg¢#o de plantas e/ou animais.

Por outro lado, além das caracteristicas desejaveis acima, deve-se
considerar que esses microrganismos (BOZE, MOULIN, GALZY, 1995):

> ndo sejam patogénicos;
apresentem baixos teores de acidos nucléicos;
apresentem boa digestibilidade;
ndo produzam substéncias toxicas;

apresentem composi¢do balanceada de aminoacidos;

vV V.V V VY

apresentem estabilidade genética.

Os microrganismos utilizados para fins de biomassa microbiana sdo
bactérias, leveduras, bolores e algas (ZHANG, ZHANG, CHEN, 1999). Cada
tipo tem suas vantagens e desvantagens em relagdo aos demais. As bactérias
representam microrganismos com altos teores protéicos (chegando a valores
da ordem de 80%) e altas velocidades de crescimento. Apesar dessas
caracteristicas desejaveis, apresentam maiores teores de acidos nucléicos do
que as outras biomassas e, por sua reduzida dimensdo, a etapa de separagdo
celular do meio fermentado torna-se mais onerosa. As leveduras apresentam-
se como de faceis cultivo e de separagdo, com excelente conteido de
vitaminas do complexo B, contudo também apresentam alto teor de acidos
nucléicos. A biomassa fingica tem por caracteristica crescer nos mais
variados substratos; seu conteido protéico, no entanto, é da ordem de 50%. As
algas apresentam como fatores vantajosos para sua utilizagdo como biomassa
microbiana, a capacidade de crescer em meios minerais, utilizando o CO;
como fonte de carbono, além de alguns géneros crescerem bem com reduzidos
niveis de contaminagdo em tanque abertos, com sua separagdo facilitada,

devido as suas dimensdes. Adicionalmente, possuem teores protéicos bastante
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satisfatorios. Contudo, como desvantagem, apresentam o menor tempo de
geracdo dentre todas as biomassas microbianas.

Cultura microalgal é uma das técnicas de biotecnologia moderna
(BOROWITZKA, 1999). A primeira cultura unialgal relatada data de 1890,
com Chlorella vulgaris, As pesquisas sobre biomassa de algas comegam a ser
intensificadas somente por volta de 1950. Bactérias fotossintéticas,
cianobactérias e algas verdes tém atraido interesse recentemente, tanto para a
producdo da biomassa propriamente dita, como para produg¢do de substincias
especificas como pigmentos, acidos graxos, entre outros. As culturas mais

comuns sdo de Chlorella, Dunaliella e Spirulina (RICHMOND, 1983).

II1.2. Histarico

O género Spirulina passou a receber aten¢ido dos pesquisadores, apds os
resultados de uma expedigdo belga ao Saara (1964-1965), quando foram
observadas densas formagdes de Spirulina sp. em lagos salinos tropicais,
localizados em sua maioria na Republica do Chad, na Africa Central
(FERRAZ, AQUARONE, KRAUTER, 1986).

Existem evidéncias nos anais espanhodis da conquista do México, no
século XVI, de que os astecas colhiam Spirulina sp. no lago Texcoco e
preparavam alimentos que consumiam regularmente (DILLON, PHUC,
DUBACQ, 1995).

Nos anos 60, as pesquisas com microalgas se concentraram no
tratamento de aguas residuarias e na potencial aplicagdo de microalgas nos
programas espaciais para renovagdo da atmosfera, fonte de alimento e
tratamento de residuos (BENEMANN, 1990). Atuaimente seu uso também
vem sendo proposto para o tratamento tercidrio de efluentes orgédnicos

industriais (TRAVERSO et al., 1996).



Em 1972, foi construida uma planta em escala industrial em Sosa
Texcoco, capaz de produzir 1 tonelada de S. mdxima por dia. O processo
adotado incluia filtragdo, fluidizagdo, pasteurizagdo, homogeneizacio e
secagem (CIFERRI & TIBONI, 1985; DILLON, PHUC, DUBACQ, 1995).

No inicio dos anos 80, a fazenda Earthrise tornou-se a primeira planta
de produgdo de Spirulina maxima em larga escala nos Estados Unidos, sob o
controle de uma associagdo comercial japonesa (BENEMANN, 1990).

Na adltima década, a produgio anual tem sido da ordem de 1,5 toneladas
por ano, com produc¢do em diversos paises, como México, Estados Unidos,

Taildndia, China, entre outros (BELAY, 1997).

II1.3. Classifica¢do e morfologia do genéro spirulina

O género Spirulina pertence a familia Oscillatoriaceae e compreende o
grupo das cianobactérias filamentosas muiticelulares (microalgas verde-
azuladas), formadas por células cilindricas arranjadas em tricomas helicoidais.
O didmetro celular varia de 1 a 12 pm (HENRIKSON, 1989; CIFERRI e
TIBONI, 1985; CIFERRI 1983).

A ultraestrutura da Spirulina é similar a das outras algas verde—
azuladas. A |ultraestrutura e morfologia da Spirulina platensis ¢€
significativamente afetada pelas condi¢gGes ambientais e fatores nutricionais. A
temperatura influencia no tamanho das células e na ocorréncia de diferentes
organelas. O aumento da intensidade luminosa causa um aumento na
concentragdo de vesiculas de gas, no tamanho do tricoma, e um decréscimo
nos ficobilossomos (CARR & WHITTON, 1973).

A forma helicoidal , as dimensdes celulares, o grau de enrolamento e o
comprimento dos filamentos variam de acordo com as espécies e condigdes

ambientais. A forma espiral dos tricomas somente é observada em meio
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solido, os filamentos adquirem a forma hélice em meio liquido. A forma
espiralada da alga parece sofrer uma alteragdo espontinea dependendo do pH
¢ dos nutrientes (CIFERRI & TIBONI, 1985; DILLON, PHUC, DUBACQ,
1995; RICHMOND, 1988).

A Spirulina platensis também, € chamada de Spirulina janneri var.
platensis ou Arthrospira platensis. Suas principais caracteristicas sdo cor
verde-brilhante, tricomas azul- esverdeados, levemente constritos na parede
celular, formando espirais regulares. Estes aparecem como filamentos verde-
azulados devido a presenga dos pigmentos clorofila e ficocianina.(DILLON,
PHUC, DUBACQ, 1995; RICHMOND, 1988).

A reprodugdo da Spirulina sp. ocorre por divisdo bindria; se d4 com a
quebra do tricoma em uma célula intercalaria que perde seu citoplasma e é
denominada necridio. O tricoma é quebrado no necridio dando origem a
cadeias curtas de células denominadas hormogoénias, que diferem dos tricomas
maduros devido a falta de motilidade, tamanho celular reduzido e morfologia

diferenciada (CIFERRI & TIBONI, 1985).

IT1.4. Composi¢cao quimica da biomassa de spirulina

A composi¢io quimica da biomassa de Spirulina platensis indica um
alto contetido protéico, da ordem de 70% em massa seca (PELIZER et al.,
2002), como se observa na Tabela 1. Apresenta a vantagem de ndo conter o
colesterol das camnes, ser pouco calorica, além de conter todos os aminoacidos
essenciais recomendados pela FAO (Tabela 2). Possui baixo teor de acidos
nucléicos, ndo ultrapassando 5% da massa seca (CIFERRI & TIBONI, 1985;
BALLONI et al.,1981; DURAND-CHASTEL,1980). Adicionalmente, tem em
sua constitui¢do vitaminas A, B, C, E, e K, (BECKER, 1981), 4cidos graxos
polinsaturados (MAHAJAN & KAMAT, 1995), bem como polissacarideos
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com propriedade imunomodulatéria, pigmentos e antioxidantes (PULZ &
SCHEIBENBOGEN, 1998).

Tabela 1- Composi¢do quimica da biomassa de Spirulina (massa seca),
segundo CIFERRI & TIBONI (1985).

Spirulina Spirulina

platensis maxima
Proteina 67,0 67,0
Lipideos 11,5 13,1
Carboidratos 15,3 14,5
Acidos nucléicos 42 4.5
Cinzas 6,0 7,6

10



BIBLIOTECA

Faculdade de Ciéncias Farmacéulicas

Universidade de Sao Paulo

Tabela 2- Composi¢do de aminoacidos na biomassa de Spirulina (mg/g

proteina bruta) em comparagdo com o sugerido pela FAO para criangas em

idade pré-escolar segundo DILLON, PHUC, DUBACQ. (1995)

Spirulina Spirulina

Aminoacido platensis maxima FAO
Histidina 22 17 19
Isoleucina 67 60 28
Leucina 08 87 66
Valina 71 63 35
Fenilalanina 53 49 63
Tirosina 53 40 58
Lisina 48 41 25
Metionina 25 20 -
Cisteina 9 - 11
Triptofano 3 12 34
Treonina 62 49 -
Alanina 95 77 -
Arginina 73 72 -
Acido aspartico 118 99 -
Acido glutimico 103 135 -
Glicina 57 47 -
Prolina 42 39 -
Serina 51 45 -
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RICHMOND, 1988). Outros fatores relacionados as células, como
concentragdo e fase de crescimento das células utilizadas no inoculo
(PELIZER et al., 2003). Especial atengdo também deve ser dada a variaveis
ligadas ao fornecimento de nutrientes as células como o processo de cultivo
(DANESI et al., 2002) e, evidentemente, o tipo de nutriente a ser adicionado.

Em culturas fotoautotréficas a disponibilidade de luz para cada célula é
funcdo da intensidade e duragdo da irradiagdo, com o aumento da
luminosidade ocorre um correspondente aumento do crescimento celular, até
atingir a regido de saturagdo luminosa, da ordem de 5-10 Klux para algas
verdes e cianobactérias (FERRAZ, 1986). No cultivo, inicialmente, hd poucas
células por unidade de volume, e conseqiientemente cada célula recebe uma
intensidade de luz superior aquela necessaria para a fotossintese, resultando
um crescimento exponencial e constante. O aumento populacional microbiano
traz como conseqiiéncia o efeito do sombreamento; neste, a luz disponivel
para cada célula € atenuada, passando a ndo ser mais homogénea sua
distribuicdo na cultura, tendo como conseqiiéncia diminuigdo do crescimento
microbiano (BECKER, 1981; RICHMOND, 1988). Quando o efeito do
sombreamento passa a ser significativo, isto €, limita a luz disponivel, o
crescimento celular passa para uma fase linear, na qual a quantidade de
biomassa produzida por unidade de tempo depende principalmente da
quantidade de luz que a célula recebe (RICHMOND, 1983).

O cultivo de microalgas sob fortes iluminag¢des é responsavel por dois
fendmenos prejudiciais: a fotoinibi¢do, que acarreta num decréscimo no
rendimento maximo de crescimento, e a foto-oxida¢do, que tem efeitos letais
nas células, podendo levar a perda total da cultura (JENSEN & KNUTSEN,
1993).
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A agitagdo, também, € um fator importante no crescimento da Spirulina,
pois com esta agitagdo as células sio mantidas em suspensdo no meio liquido,
prevenindo também a sedimentagdo de nutrientes e fornecendo as células igual
distribui¢do de luz, garantindo assim a homogeneizagdo da cultura (BECKER
& VENKATARAMAN, 1980). Tanto o sdédio quanto o potissio sdo
indispensaveis no meio de cultura. Quando a razdo K*:Na"* é o maior de que 5,
ocorre inibi¢do do crescimento celular (RICHMOND, 1988).

A Spirulina sp. ndo fixa nitrogénio atmosférico. Os nitratos sio a
principal fonte de nitrogénio assimilada pela alga, o que confirma a ampla
utilizagdo dos meios de Paoletti (PAOLETTI, PUSHPARAJ, TOMASELLI,
1975) e Zarouk (STANCA & POPOVIC, 1996), que utilizam KNO; e NaNO;
como fonte de nitrogénio, respectivamente.

Sabe-se que a quantidade e qualidade da fonte de nitrogénio usada no
meio de cultura podem influenciar no crescimento e no conteido de proteina,
bem como em outros constituintes da Spirulina sp (BOUSSIBA &
RICHMOND, 1980; NAES & POST, 1988; STANCA & POPOVIC, 1996).
Neste sentido, muitos trabalhos foram realizados visando a utilizagdo de
diversas fontes de nitrogénio para o cultivo de Spirulina, sendo os melhores
resultados atribuidos aos nitratos em termos de biomassa produzida
(FAINTUCH, 1989).

FAINTUCH (1989), estudou diferentes fontes de nitrogénio para cultivo
de Spirulina madxima por processo descontinuo de cultivo, verificou que a
utilizagdo de fontes alternativas de nitrogénio em vez de nitrato, como cloreto
de aménio e uréia, foi limitada a baixos niveis de concentragdo do nutriente ¢
pequena quantidade de biomassa produzida.

SAXENA, AHMAD, SHYAM. (1983), trabalhando com produgdo de S.

platensis a partir de dguas residudrias domésticas adicionadas de sais,
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conseguiram bons resultados com uréia a 0,01% como complementagio,
embora os teores protéicos maiores tenham sido obtidos para a fonte nitrato de
sédio 0,1%. Isso poderia ser esperado em fungio do planejamento executado,
que levou ao fornecimento de 3,53 vezes mais nitrogénio (considerando em
nimero de dtomos) na complementacio realizada com nitrato.

Como visto, a utilizagdo do processo descontinuo se aplica melhor aos
cultivos que tem como fonte de nitrogénio os nitratos, principalmente devido
ao pH alcalino dos meios de crescimento de Spirulina. Isto porque em pH
basico as fontes amoniacais apresentam-se deslocadas para a forma de aménia
e, no caso da uréia, esta € hidrolisada liberando amoénia no meio de cultivo.
Dessa forma, se toda a uréia necessiria para atingir maiores concentragdes
celulares no sistema for colocada no inicio do cultivo, podera ocorrer morte
celular devido a liberagdo excessiva de amdnia no meio de cultivo (DANESI
et al., 2002).

A fonte convencional de nitrogénio utilizada para o cultivo de Spirulina

> & o nitrato de potdssio. A utiliza¢do de uréia como fonte de nitrogénio, em
-ibstituicdo ao nitrato de potdssio apresenta-se como uma alternativa bastante
interessante, pois acarretaria em uma diminuigdo significativa de custos, dado
que o pre¢o do nitrato de potdssio grau analitico € cerca de vinte vezes maior
do que o da uréia. O nitrato de potassio também apresenta o inconveniente de
ser um produto controlado pelo Ministério de Defesa, devido & sua utilizagédo
na fabricagdo de explosivos, e portanto de dificil acesso. Em contrapartida a
uréia € bastante difundida para utilizagdo em agricuitura e em cultivo de
microrganismos, e portanto facilmente adquirida (RANGEL, 2000).

Parametros ambientais, como assinalado anteriormente, tém se
mostrados importantes no aumento da produtividade e na composi¢do quimica

da Spirulina (OLGUIM, et al., 1997). O pH e a temperatura sdo varidveis
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ambientais de destacada influéncia no crescimento microbiano e, em se
tratando da utilizagdo de uma nova fonte de nitrogénio (uréia) no cultivo dessa
cianobactéria, um estudo do efeito dessas variaveis no seu crescimento se faz
necessario pelas consideragdes apresentadas a seguir.

O meio padrio para Spirulina (PAOLETTI, PUSHPARAIJ,
TOMASELLI, 1975) é rico em bicarbonato e carbonato. Este meio € alcalino
devido a presenca destes ions. Em valores de pH abaixo de 6,0, predomina a
forma CO,. Ja em valores de pH entre 6,0 e 10,0, predomina a forma HCOs,
sendo CO;* a forma predominante acima de pH 10,0. A partir do pH 13,0 o
fon CO;? torna-se exclusivo do equilibrio. Por outro lado, MILLER &
COLMAN (1980) relatam que a forma de carbono preferencialmente
assimilada por cianobactérias é o bicarbonato, sendo o pH ideal de cultivo
aquele que assegure o maior deslocamento do equilibrio quimico no sentido
de sua formagao.

Por outro lado, quando a uréia é adicionada num meio alcalino, estudo
em questdo, é hidrolisada a aménia (DANESI et al., 2002). A captagdo de
amoénia por S. platensis parece ser pH dependente. Em pH alcalino, a entrada
de aménia na célula ocorre por um processo de simples difusdo, direcionado
pelo gradiente de pH e pela assimilagdo de aménia intracelular, realizada pela
a¢do da enzima glutamina sintetase (BOUSSIBA, 1989). No entanto, deve-se
lembrar também que a amonia, dependendo de sua concentragdo ¢ do pH do
meio, € téxica para grande parte dos microrganismos (ABELIOVICH &
AZOV, 1976), incluindo a S. platensis (BELKIN & BOUSSIBA, 1991). Estes
autores verificaram que em pH 7,0 a S. platensis LB1475/a e a Anabaena sp
ndo foram afetadas pela NH;. Porém, em pH 10,0, com concentracdes de
amoénia de 10mM, somente 50% de atividade fotossintética permaneceu para a

S. platensis LB1475/a, enquanto que para a Anabaena sp a atividade cessou.
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Assim, conclui-se que o pH € uma varidvel muito importante a ser
estudada, pois interfere na forma com que a reserva de carbono se apresenta,
além de influenciar na velocidade de decomposi¢io da uréia, bem como na
apresentagdo da forma amoniacal no meio de cultivo (protonada ou nio
protonada).

A temperatura, é de extrema importidncia no crescimento microbiano,
sendo relatado que a Spirulina platensis cresce bem na faixa de 24-32 °C
(VONSHAK, 1997). Ademais, a disponibilidade da fonte de nitrogénio no
cultivo de Spirulina platensis é fun¢do da temperatura, uma vez que a uréia
em meio bdsico, que é o caso do meio de cultivo de Spirulina, sofre hidrélise e
libera amoénia no meio, que é volatil e pode se perder por evaporagdo. A
temperatura teria entdo dupla influéncia no cultivo: se por um lado
temperaturas maiores podem favorecer o crescimento microbiano, por outro
podem aumentar a taxa de perda da amoénia para 0 meio externo, podendo
levar a uma caréncia de nitrogénio no meio, limitando o crescimento.

A produgdo desta microalga, é geralmente realizada em tanques abertos
com iluminag¢do artificial ou natural, onde se utiliza meio de cultura mineral, o
qual contém os nutrientes necessarios para o seu desenvolvimento. Este tipo
de tanque, apresenta custo inferior e processo de operagdo mais simples que
reatores fechados e normalmente tubulares. A minimizagdo da perda de
substincias voliteis, como a amdnia que € importante ao desenvolvimento
microbiano. Essas perdas podem ser determinantes para a viabiliza¢do
econdmica do uso de fontes de nitrogénio amoniacais, como os sais de
aménio, e fontes que levem a sua formagdo no meio de cultivo, como € o caso
da uréia.

Virios processos fermentativos tém sido desenvolvidos em fungdo de

diferentes aplicagdes. Um desses, que tem importdncia tanto em escala
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industrial como em pesquisa, € o processo descontinuo alimentado, também
conhecido como processo por batelada alimentada ou, simplesmente,
fermentagdo descontinua alimentada.

Embora a utilizagdo deste processo venha desde cerca de 1900 para
regular o crescimento de Saccharomyces cerevisiae, os primeiros a utilizarem
o termo “cultura por processo descontinuo alimentado” a titulo de cataloga¢do
foram YOSHIDA, YAMANE, NAKAMOTO. (1973) para se referirem a uma
fermentagdo descontinua continuamente alimentada com meio nutriente.

Basicamente, o processo descontinuo alimentado é definido como uma
técnica em processos microbianos onde um ou mais nutrientes sdo adicionados
ao fermentador durante o cultivo € em que os produtos ai permanecem até o
final da fermentagdo (DUNN & MOR, 1975). Em alguns casos, todos os
nutrientes sdo gradualmente alimentados a dorna. Adicionalmente, outros
autores estendem esse conceito para o acréscimo de aditivos, tais como
precursores de produtos. A vazdo de alimentagdo pode ser constante ou variar
com o tempo e a adi¢do de mosto pode ser de forma continua ou intermitente.
Mudanga de volume pode ou ndo ocorrer, dependendo da concentra¢do de
substrato e da taxa de evaporacio do sistema (CARVALHO & SATO, 2001).

Deve-se salientar que parte do desenvolvimento do processo
descontinuo alimentado tem se dado empiricamente em escala industrial, e
essas informagdes, quase sempre determinantes da viabilidade da produgao
industrial, constituem segredo industrial e dificilmente sdo divuigadas
(YAMANE & SHIMIZU, 1984).

Algumas das finalidades ao se empregar as fermentagdes descontinuas
alimentadas sdo:

> Minimizar efeitos do controle do metabolismo celular

18



Procuram-se contornar fenémenos de controle do metabolismo celular
que evitam a producdo excessiva de produtos, de tal forma que estes sejam
acumulados no meio em fermentagdo. YOON & KANG., (1994), trabalharam
com E. coli recombinante na produgdo de somatotropina bovina e
conseguiram evitar que esta fosse degradada por proteases, por meio da adigdo
de extrato de levedura como fonte de nitrogénio orgéanica, que evitou a
indugdo (desrepressio) dos genes que controlam a formagao de proteases.

> Adequar processo fermentativo a condi¢des operacionais

No Brasil, o aumento da capacidade de produgdo de etanol das unidades
industriais forgou o aumento da capacidade volumétrica e do numero de
fermentadores. Apesar de grande parte das instalagdes industriais
anteriormente virem trabalhando com o processo descontinuo classico, ndo foi
mais possivel manté-lo. Houve o problema de intensa formagdo de espuma,
que era menos intensa quando se operava com dornas de pequena capacidade
volumétrica, sem levar em conta efeitos de inibi¢do pelo substrato, que pode
ocorrer quando a concentragdo de substrato atinge maiores valores no meio
em fermentagdo (CARVALHO et al., 2003). Surgiu, entdo a aplicagdo do
processo descontinuo alimentado para contornar esses problemas. No caso
também, de se ter um nutriente que seja instavel nas condigSes de fermentagédo
e que seu custo justifique sua utilizagdo, ele pode ser usado, desde que seja
adicionado aos poucos, ajustando-se a velocidade de adi¢do a velocidade de
consumo pelo microrganismo. Esta seria uma aplicagdo do processo
descontinuo alimentado neste trabalho, devido & labilidade da uréia em pH
alcalino.

> Minimizar a formagdo de produtos de metabolismo téxicos
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O controle de alimentagdo na dorna pode evitar a formagdo de produtos
do metabolismo téxicos para a célula que se estd cultivando, como 4cidos por
exemplo (YEE & BLANCH, 1993).

> Evitar inibi¢do por substrato ou precursores

O controle da vazdo de alimentagdo permite que se evite o trabalho em
condigdes inibitérias, melhorando a produtividade e/ou rendimento desses
processos fermentativos (CARVALHO & SATO, 2001). Este caso, também
encontra aplica¢do neste trabalho, evitando a toxicidade da aménia decorrente
da hidroélise da uréia nas condigGes estudadas.

Assim, a fermentagdo descontinua alimentada apresenta-se como um
processo fermentativo de extrema importidncia na drea de tecnologia de
fermentagdes.

A aplicagdo do processo descontinuo alimentado foi utilizado na
producdo de leveduras (LEE & KIM, 2001), antibiéticos (CRUZ et al., 1999),
aminoicidos (SASSI et al., 1998), etanol (CARVALHO et al, 2003), enzimas
‘TTHEGARAY et al., 2000), e até mesmo em cultivo de células animais (XIE
«< WANG, 1994).

Finalmente, a utilizagdo do processo descontinuo alimentado para o
cultivo de Spirulina platensis permitiu a obtengdo de resultados bastante
satisfatorios com o uso de uréia como fonte de nitrogénio (SASSANO, 1999;

RANGEL, 2000, DANESI, 2001).
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IV.3. Preparo do inéculo

A manutencdo do microrganismo foi feita no meio liquido de
PAOLETTI, PUSHPARAJ, TOMASELLI. (1975) com repiques periddicos
utilizando frascos de Erlenmeyer de 500,0mL com tampdes de algodio,
previamente descontaminados em estufa 4 105 °C durante 2 horas. Adicionou-
se 10,0 mL de in6culo e completou-se o volume com o meio de cultura
esterilizado até atingir 200,0 mL. O cultivo foi reralizado em “shaker”, a 30
°C e 6,0 klux.

O crescimento celular foi acompanhado, utilizando para o inéculo uma
suspensdo de S. platensis ap6s de 6 a 8 dias de cultivo (PELIZER et al.,
2003), em crescimento exponencial. Essa suspensdo foi centrifugada e lavada
duas vezes com solugdo fisiologica para retirada do KNOj; e ressuspensa em
meio de cultivo isento de KNO; para os ensaios com uréia como fonte de
nitrogénio (item IV.2.2). Esta suspensdo foi o indculo para o cultivo em
minitanques, onde foram realizados os estudos da adi¢do de uréia como fonte
de nitrogénio, em diferentes valores de pH e temperatura (item I1V.9). No caso
dos ensaios com KNOj; o sedimento da centrifuga¢do foi ressuspenso em meio
padrdo (item IV.2.1) A concentra¢do celular inicial (em massa seca) foi fixada
em 50,0 mg/L. (PELIZER et al., 2003).

IV.4. Dispositivo para cultura

Dentre os inimeros sistemas de algacultura descritos na literatura,
adotamos os minitanques de forma alongada (BELAY, 1997). Estes tanques
foram construidos de liminas de PVC (cloreto de polivinila) de cor branca,
moldadas de forma a propiciar um circuito hidrico de forma geométrica

eliptica. A movimentagdo da cultura foi executada por pas rotativas na
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nitrogénio, ou utilizando o meio de cultivo isento de KNO; ( item 1V.2.2), nos
ensaios com uréia. Neste caso, as adigdes de uréia obedecem ao indicado na
equagdo 1 (item I'V. 6).

Nos cultivos, a massa inicial de uréia por unidade de volume foi de 80
mg/L, condigdo em que ndo se verificou inibigdo de crescimento para a
Spirulina platensis nas condigdes deste estudo, com volume de trabalho de 5,0
L. A uréia foi adicionada no meio de cultivo de forma intermitente (DANESI
et. al., 2002).

A temperatura, teve seus niveis fixados de acordo com o item IV.9, foi
mantida por meio de resisténcias elétricas controladas por termostatos.

O pH foi mantido em niveis fixos ao longo do processo nos ensaios
apresentados na tabela 3 (item IV.9.1) com adigdo continua de HC1 0,0125 a

0,IN. Foram também realizados experimentos sem controle de pH (item
IV.9.2).

IV.6. Processo de cultivo

Para alimentagdo da uréia, o processo utilizado foi o descontinuo
alimentado com vazio de alimentagdo constante, de acordo com a Equagao 1:
My=Mo+K.t, (Equagdo 1)

Onde “M,” representa a massa de uréia adicionada até instante t e “M,”
representa sua massa inicial. O tempo total de alimentagdo (ta) foi de 9 dias.
Assim, a massa de uréia total a ser adicionada € uma fungdo da vazio
massica, K (mg/dia), de acordo com a equagdo 1. Os valores de K estudados
sdo apresentados na matriz de ensaios (Tabela 3), selecionou-se um amplo
intervalo de taxa de fluxo de adi¢gdo de fonte de nitrogénio, pois desejava-se
avaliar o efeito da temperatura e pH nessas condigdes. Isto se tornou possivel

pelo planejamento experimental escolhido e pela avaliagdo por metodologia
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de superficie de resposta. Essas avaliagGes estatisticas permitem a verificagdo
simultdnea do efeito de diversas variaveis, avaliando suas interagdes em
relagdio as varidveis dependentes.

Nos cultivos com KNO; como fonte de nitrogénio, utilizou-se o
processo descontinuo, onde todos os nutrientes foram adicionados no instante

inicial, incluindo a fonte de nitrogénio.

IV.7. Técnicas Analiticas

Os experimentos foram acompanhados por técnicas analiticas descritas
a seguir:
IV.7.1. Acompanhamento do cultivo
IV.7.1.1. Determinacio da concentracgio celular

O acompanhamento do crescimento microbiano no decorrer dos
cultivos foi determinado por turbidimetria, através de uma curva de calibragio

obtida a 560nm (LEDUY & THERIEN, 1977), apresentada na Figura 2.
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HUNTER, HUNTER, 1978), com trés variaveis independentes, em 5 niveis,
com 5 repeti¢des do ponto central, resultando num total de 19 experimentos
(Tabela 3), que apresenta as varidveis com seus niveis tanto em valores
codificados como reais. Os valores codificados foram obtidos a partir da

equagao:

Vc=Vr-Pc/i (Equagdo 5)

Onde:
Ve = valor codificado da variavel
Vr = valor real da variavel
Pc = valor real referente ao ponto central
i = intervalo entre os valores reais correspondentes aos niveis codificados
“zero” e “+1” da variavel independente considerada.
Os valores das varidveis em estudo: pH e temperatura apresentados na

~la 3 foram mantidos constantes no decorrer do cultivo, como comentado

anteriormente (item IV.5).
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Tabela 3. Matriz de ensaio do planejamento experimental das variaveis pH ,

temperatura (T) e vazdo massica de uréia (K).

VALORES CODIFICADOS

VALORES REAIS

ENSAIO X4 X2 X3 pH | T(°C) K(mg/dia)
A K 1 -1 9.0 26,0 90,0
B 1 -1 -1 100 26,0 90,0
C -1 1 -1 9,0 34,0 90,0
D 1 1 -1 100 34,0 90,0
E x| 1 1 90 260 190,0
F 1 -1 1 100 26,0 190,0
G -1 1 1 90 34,0 190,0
H 1 1 1 100 34,0 190,0
| -1,687 0 0 87 300 140,0
J 1,687 0 0 10,3 30,0 140,0
K 0 -1,687 0 95 233 140,0
L 0 1,687 0 95 368 140,0
M 0 0 1,687 95 300 55,7
N 0 0 1687 95 30,0 2244
o) 0 0 0 95 300 140,0
P 0 0 0 95 300 140,0
Q 0 0 0 95 300 140,0
R 0 0 0 95 300 140,0
s 0 0 0 95 30,0 140,0
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IV.9.2. Experimentos adicionais

Foram realizados ensaios controle, onde o pH ndo foi controlado
durante o cultivo, quais sejam: experimento T e U, que tiveram KNO; como
fonte de nitrogénio; experimento V, com uréia como fonte de nitrogénio, com
vazdo massica de alimentagdo (K) de 140 mg. d'. em todos os experimentos

adicionais o pH inicial foi de 9,5 e a temperatura foi de 30°C.
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V. RESULTADOS

Os resultados referentes aos acompanhamentos dos ensaios sdo
apresentados nas Tabelas 4 a 25. Foram expostas para cada experimento
depois da respectiva tabela as correspondentes figuras. Na Tabela 26 sio
apresentados os conteidos de proteinas e lipideos dos ensaios. Na Tabela 27
sdo apresentados os pardmetros cinéticos, calculados de acordo com o

apresentado em matérias e métodos (item [V.8).



ENSAIO A

Tabela 4- Concentragdo celular (X), valor de pH, concentragdo de
carbonato total e concentragdo de amoénia total referentes ao ensaio A
(pH=9,0; T=26°C; K=90mg.d™).

Carbonato total Amdonia total
Tellnpo X (mg.L'l) pH ’ oni )
(dias) (g.L) (molLL")
0 50,00 9,00 26,50 -
1 100,36 9,20 - -
2 148,87 9,16 21,73 4,78823E-05
3 218,82 9,10 - -
4 264,77 9,00 16,43 2,41355E-05
5 296,42 9,19 - -
6 333,40 8,80 10,60 2,69767E-05
7 395,84 9,20 - -
8 444,34 9,20 4,24 3,80252E-05
9 492,85 9,00 - -
10 535,84 9,08 0,53 3,29281E-05
600 - T 11,0
500 - % 10.5
—~ 400 - 10,0
g '
S 300 - 795 ©
< 200 a +9,0
100 - + 8,5
o ' T T T 8,0
0 4 3 10 12

Tempo (dias)

Figura 4- Concentragio celular (X) e pH em fung@o do tempo para o ensaio A.
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ENSAIO B

Tabela 5- Concentragdo celular (X), valor de pH, concentracdo de

carbonato total

(pH= 10; T=26°C; K=90mg.d™).

e concentragdo de amodnia total referentes ao ensaio B

Carb to total Amonia total
Tel.npo X (mg.L") pH ona-:) onia _:)
(dias) (g.L) (moLL™)
0 50,00 10,00 26,50 -
1 104,70 9,93 - -
2 151,25 9,97 30,21 1,76E-04
3 216,95 9,90 - -
4 269,22 10,00 24,38 5,63E-05
5 304,61 10,12 - -
6 368,44 9.86 2332 5,80E-05
7 435,35 9,84 - -
8 459,52 10,20 19,45 1,10E-04
9 493,50 9,87 - -
10 540,25 9,95 19,87 8,79E-05
600 1 i 11,0
500 - !L 10,5
~ 400 4 - 10,0
4 | f
S 300 - -95 T
> 200 - {—9.0
100 - l» 8,5
0 - : : : [ 8,0
0 4 6 8 10 12

Tempo (dias)

Figura 7- Concentragio celular (X) e pH em fung&o do tempo para o ensaio B.
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ENSAIO C

Tabela 6- Concentragdo celular (X), valor de pH, concentragio de
e concentracdo de amonia total referentes ao ensaio C
(pH=9,0; T=34°C; K=90mg.d™).

carbonato total

Tempo (dias)

Tempo -1 Carbonato total  Amonia total
(diasy  ~ (@eL) pH @L" (moLL™)
0 50,00 9,00 26,50 -
1 140,49 9,15 - -
2 191,04 9,08 23,12 2,31E-05
3 254,33 9,20 - -
4 304,42 8,80 15,16 2,94E-05
5 354,84 9,23 - -
6 410,86 8,76 11,23 3,35E-05
7 448,05 9,03 - -
8 498,05 9,20 7,42 4,73E-05
9 537,04 9,00 - -
10 530,67 9,20 2,13 9,81E-05
600 - T 11,0
500 - + 10,5
—~ 400 - + 10,0
1 :
D 300 - +95 §
E i
X 200 & 47 =90
100 - ":r 8,5
0 4 : ; L 8,0
0 4 8 12

Figura 10- Concentragio celular (X) e pH em fungdo do tempo para o ensaio

C.
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tempo para o ensaio C.
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Figura 12- Concentragdo de aménia total no meio de cultivo em fung¢do do

tempo para o ensaio C.
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ENSAIO D

Tabela 7- Concentragdo celular (X), valor de pH, concentragdo de
carbonato total e concentragdo de amonia total referentes ao ensaio D
(pH= 10; T=34°C; K=90mg.d™).

Carbonato total Amonia total
Tempo ¢ (mg.L™ pH » ’
(dias) (g.L") (molL )
0 50,00 10,00 26,50 -
1 111,13 9,97 - .
2 164,50 9,87 27,56 1,76E-04
3 234,95 10,19 - -
4 293,04 10,15 25,44 5,66E-05
5 333,40 9,90 - -
6 390,53 9,90 31,27 1,10E-04
7 401,15 9,90 - -
8 482,99 9,90 21,73 1,17E-04
9 524.34 9,90 - -
10 573,11 10,00 21,20 1,18E-04
700 - -l- 11,0
600 - T 105
. A —.. '
PR a 1100
=~ 400 - '
o)) -85 &
E 300 -
> +£ 90
200 - i
100 - + 85
0 T T T T V 8,0

0 2 4 6 8 10 12
Tempo (dias)

Figura 13- Concentragéo celular (X) e pH em fungdo do tempo para o ensaio

D.
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Figura 14- Concentra¢ido de carbonato total no meio de cultivo em fun¢3o do

tempo para o ensaio D.

2,00E-04 -
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Figura 15- Concentragdo de aménia total no meio de cultivo em fungdo do

tempo para o ensaio D.
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ENSAIOE

Tabela 8- Concentragdo celular (X), valor de pH, concentra¢io de

carbonato total e concentragdo de amoénia total referentes ao ensaio E

(pH= 9; T=26°C; K=190mg.d™).

Carbonato total Amonia total
Tempo  » mgL"y  pH ronatt o
(dias) (g.L) (molLL"™)
0 50,00 9,00 26,50 -
1 103,51 9,30 - -
2 146,67 9,20 19,61 1,80E-04
3 226,30 9,10 - -
4 292,35 9,09 18,02 1,24E-04
5 371,18 9,13 - -
6 423,54 9,23 15,37 2,59E-05
7 493,66 8,87 - -
8 549,56 9,20 8,75 1,42E-04
9 628,46 8,92 - -
10 664,00 9,04 6,36 1,69E-05
800 - - 11,0
- 105
- 10,0
-95 §
- 9,0
- 85
! . , j 8,0
0 2 6 8 10 12

Tempo (dias)

Figura 16- Concentragdo celular (X) e pH em fungéo do tempo para o ensaio

E.
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Figura 17- Concentragdo de carbonato total no meio de cuitivo em fungdo do

tempo para o ensaio E.
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Conc. Amonia (moI.L'1)
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Figura 18- Concentragio de amonia total no meio de cultivo em fungdo do

tempo para o ensaio E.



ENSAIOF

Tabela 9- Concentragdo celular (X), valor de pH, concentracdo de
carbonato total e concentragdo de amoénia total referentes ao ensaio F
(pH= 10; T=26°C; K=190mg.d™").

Carbonato total Améonia total

Tempo -1
(dials)) X (mg.L) pH eL™ (moLL™)
0 50,00 10,00 26,50 -
1 113,59 9,98 - -
2 164,62 9,96 27,03 1,59E-04
3 241,02 9,91 - -
4 305,10 10,20 25,60 5,75E-05
5 382,07 9,90 - -
6 423,51 10,14 24,65 3,45E-05
7 496,84 9,89 - -
8 561,05 9,88 19,61 1,33E-04
9 625,27 9,90 - -
10 678,05 9,95 20,67 2,74E-05
800 - + 11,0
700 - _ 10,5
600 - |
£ 500 - 100
2 400 - 9.5 L
= 300 lap
200 - |
100 - T 8.5
0 - - T . —+ 8,0
0 2 4 6 8 10 12

Tempo (dias)

Figura 19- Concentragio celular (X) e pH em fun¢do do tempo para o ensaio

F.
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Figura 20- Concentragdo de carbnato total no meio de cultivo em fungdo do

tempo para o ensaio F.
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Figura 21- Concentragdo de amdnia total no meio de cultivo em fungdo do

tempo para o ensaio F.
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Figura 23- Concentragdo de carbonato total no meio de cultivo em fung¢do do

tempo para o ensaio G.
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Figura 24- Concentragdo de amdnia total no meio de cultivo em fungdo do

tempo para o ensaio G.
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ENSAIOH

Tabela 11- Concentra¢ido celular (X), valor de pH, concentragdo de
carbonato total e concentragdo de amdnia total referentes ao ensaio H
(pH= 10; T=34°C; K=190mg.d™}).

Ter.npo X (mg.L") pH Carbonaf:) total Amonia f:)tal
(dias) (g.L) (molL™)
0 50,00 10,00 26,50 -
1 142,79 9,98 - -
2 201,32 10,06 22,79 5,63E-05
3 274,55 9,97 - -
4 339,18 10,18 2528 1,90E-05
5 384,32 9,89 - -
6 471,23 10,00 20,14 3,46E-05
7 524,34 9,90 - -
8 576,47 9,90 20,67 2,90E-05
9 616,30 9,80 - -
10 692,95 9,98 18,71 5,36E-05
800 - + 11,0
700 - - 105
600 -
> 500 - 100
2 400 -85 F
> 300 ‘9.0
200
100 i 85
0 : - 8,0
0 2 4 6 8 10 12

Tempo (dias)

Figura 25- Concentragdo celular (X) e pH em fungdo do tempo para o ensaio

H.
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Figura 26- Concentragdo de carbonato total no meio de cultivo em fun¢do do

tempo para o ensaio H.
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Figura 27- Concentragdo de amonia total no meio de cultivo em fungdo do

tempo para o ensaio H.
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ENSAIOI

Tabela 12- Concentragdo celular (X), valor de pH, concentragdo de
carbonato total e concentragdo de amonia total referentes ao ensaio I
(pH= 8,66; T=30°C; K=140mg.d™).

Carbonato total Amonia total
Tet_npo X (mg.L™) pH n t ni »
(dias) (g.L) (molL ")
0 50,00 8,70 26,50 -
1 128,86 8,90 - -
2 182,78 8,65 19,13 2,05E-05
3 218,20 8.86 - -
4 275,52 8,80 13,56 2,66E-05
5 340,20 8.60 - -
6 404,97 8,74 7,42 3,79E-05
7 446,62 8,92 - -
8 478.54 8,75 3,24 4,10E-05
9 538,64 8,87 -
10 556,50 8,72 0,31 8,96E-05
600 T 11,0
500 'T 10,5
|
—~ 400 - 10,0
o :
2 300 - 9,5 <
> 200 - ~ 9,0
l
100 - :* 85
. 8,0

0 2 4 6 8 10 12
Tempo (dias)

Figura 28- Concentragio celular (X) e pH em fungio do tempo para o ensaio

L
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Figura 29- Concentragdo de carbonato total no meio de cultivo em fun¢do do

tempo para o ensaio I.
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Figura 30- Concentragdo de amdnia total no meio de cultivo em fungdo do

tempo para o ensaio I.
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Figura 32- Concentracdo de carbonato total no meio de cultivo em fung¢io do

tempo para o ensaio J.
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Figura 33- Concentra¢do de aménia total no meio de cultivo em fungdo do

tempo para o ensaio J.
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ENSAIO K

Tabela 14- Concentragdo celular (X), valor de pH, concentra¢io de
carbonato total e concentragdo de amoénia total referentes ao ensaio
K(pH=9,5; T=23,25;K=140mg.d™").

Carbonato total

Amonia total

Tempo a
X (mg.L H i i
(dias) (mg.L7) P @L") (moLL™)
0 50,00 9,50 26,50 -
1 87,43 9,75 ; .
2 131,50 9,60 23,14 1,91E-04
3 169,59 9,40 . ;
4 196,84 9,50 24,05 1,91E-04
5 249,04 9,45 . i
6 292,94 9,50 19,58 1,91E-04
7 343,25 9,35 ; ;
8 386,58 9,56 16,23 1,94E-04
9 463,86 9,45 i ]
10 508,76 9,53 12,31 1,76E-04
— 11,0
Z 105
- 100
-85 T
- 9,0
+ 85
F— . . 8,0
0o 2 6 8 10 12
Tempo (dias)

Figura 34- Concentragio celular (X) e pH em fungdo do tempo para o ensaio

K
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Figura 35- Concentragdo de carbonato total no meio de cultivo em fungio do

tempo para o ensaio K
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Figura 36- Concentragdo de amdnia total no meio de cultivo em fungdo do

tempo para o ensaio K
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ENSAIO L

Tabela 15- Concentragdo celular (X), valor de pH, concentragio de
carbonato total e concentracdo de aménia total referentes ao ensaio
L(pH=19,5;T=36,75;K=140mg.d™").

Tempo

1 H Carbonato total Amodnia total
(diasy  ~(meL) P . @LY (moLL™)
0 50,00 9,50 26,50 -
1 99,20 9,70 - .
2 150,21 9,45 22,36 1,21E-04
3 197,84 9,60 - -
4 230,49 9,55 20,17 9,27E-05
5 239,26 9,50 - -
6 301,09 9,60 16,89 1,15E-04
7 295,26 9,44 - -
8 352,00 9,52 14,23 1,91E-04
9 398,56 9,40 - -
10 421,48 9,57 11,03 1,85E-04
500 - + 11,0
450 1 2105
400 - -
. 350 ; - 10,0
T, 300- ,
2 250 & A B -95 L
= 200 -
> 150 : - 90
100 - L85
50
0 - - : : . 8,0

0 2 4 6 8 10 12
Tempo {dias)

Figura 37- Concentragio celular (X) e pH em fungdo do tempo para o ensaio

L
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Figura 38- Concentragido de carbonato total no meio de cultivo em fun¢do do

tempo para o ensaio L.
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Figura 39- Concentra¢io de amoénia total no meio de cultivo em fungdo do

tempo para o ensaio L
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ENSAIO M

Tabela 16- Concentragdo celular (X), valor de pH, concentragdo de
carbonato total e concentra¢io de amédnia total referentes ao ensaio

M(pH=9,5; T=30;K=55,65mg.d™").

Tembpo : Carbonato total Amonia total
TP X (mgL™) pH 1 i
(dias) (g.L") (moLL™)
0 50,00 9,50 26,50 -
1 110,73 9.43 - .
2 162,49 9,66 21,85 4 44E-05
3 240,34 9,47 - -
4 290,23 9,39 2432 2,94E-05
5 287,16 9,51 - -
6 376,16 9,65 16,27 3,45E-05
7 407,87 9,43 - -
8 475,58 9,39 14,51 6,37E-05
9 508,76 9,58 - -
10 561,98 9,53 10,34 5,20E-05
600 - - 11,0
i
500 - - 10,5
~ 400 - - 10,0
-
g 300 &—, A a -95 I
> 200 - - 90
100 - - 8,5
0 - y . ‘ 8,0
0 2 6 8 10 12

Tempo (dias)

Figura 40- Concentragdo celular (X) e pH em fungdo do tempo para o ensaio

M.
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Figura 41- Concentragfio de carbonato total no meio de cultivo em fun¢io do

tempo para o ensaio M.
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Figura 42- Concentragdo de amoénia total no meio de cultivo em fun¢do do

tempo para o ensaio M.



ENSAIO N

Tabela 17- Concentrago celular (X), valor de pH, concentragdo de
carbonato total e concentragdo de amdnia total referentes ao ensaio
N(pH=9,5;T=30;K=224,35mg.d").

Tempo 4 Carbonato total Amonia total
. X A H . .
(dias) (meg.L7) P @L™" (moLL™)
0 50,00 9,50 26,50 -
1 110,32 9,69 - -
2 152,69 9,57 23,72 1,24E-04
3 231,64 9,37 - .
4 303,46 9,50 20,63 1,36E-05
5 340,77 9,32 - -
6 427,00 9,64 21,38 3,65E-05
7 450,90 9,40 - .
8 508,76 9,61 14,71 5,86E-05
9 580,46 9,50 - -
10 612,69 9,48 10,09 9,65E-05
700 T 11,0
i
1105
- 10,0
-95 %
- 9,0
L85
i
0 - ; y - 8,0
2 6 8 10 12

Tempo (dias)

Figura 43- Concentragdo celular (X) e pH em fungdo do tempo para o ensaio

N.
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Figura 44- Concentragdo de carbonato total no meio de cultivo em fung¢io do

tempo para o ensaio N.
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Figura 45- Concentra¢do de amoénia total no meio de cultivo em fungdo do

tempo para o ensaio N,
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ENSAIO O

Tabela 18- Concentragdo celular (X), valor de pH, concentragdo de
carbonato total e concentracdo de aménia total referentes ao ensaio O
(pH=9,5; T=30°C; K=140mg.d™).

Tempo - Carbonato total  Amonia total
(dias) < (@meL) pH @L" (moLL™)
0 50,00 9,50 26,50 -
1 132,38 9,46 - -
2 196,70 9,65 20,97 4,76E-05
3 247,24 9,34 - -
4 319,02 9,51 24,53 1,67E-05
5 380,95 9,42 - -
6 479,31 9,52 18,34 1,49E-05
7 496,53 9,61 - -
8 556,50 9,64 15,18 1,91E-05
9 600,46 9,52 - -
10 698,88 9,45 11,21 1,82E-05
800 + 11,0
700 - - 10,5
600 - i
£ 500 - - 10,0
2 400 -95 L&
> 300 - 9.0
200 - :
100 - -85
0 - : 8,0
0 2 6 8 10 12

Tempo (dias)

Figura 46- Concentragdo celular (X) € pH em fun¢do do tempo para o ensaio

0.
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ENSAIO P

Tabela 19- Concentragdo celular (X), valor de pH, concentragio de
carbonato total e concentragio de amdnia total referentes ao ensaio

P(pH=9,5; T=30°C;K=140mg.d™").

Tempo 1 Carbonato total  Aménia total
(diasy @&l pH gL (moLL")
0 50,00 9,50 26,50 -
1 134,16 9,61 - -
2 191,04 9,44 24,13 3,16E-05
3 252,18 9,58 - -
4 313,13 9,49 19,54 2,44E-05
5 387,70 9,56 - -
6 500,10 9,31 21,47 2,07E-05
7 527,50 9,67 - -
8 573,11 9,50 13,16 2,62E-05
9 662,10 9,62 - -
10 714,91 9,48 10,32 1,51E-05
800 - + 11,0
' I
700 - - 105
600 -
< 500 - N - 100
2 400 & A T a -95 &
=< 300 - _ 9.0
200 - ;
100 - N 8,5
0 - L 8,0

6 8 10 12
Tempo (dias)

Figura 49- Concentragio celular (X) e pH em fungio do tempo para o ensaio

P.
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Figura 50- Concentragdo de carbonato total no meio de cultivo em fungédo do

tempo para o ensaio P.
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Figura 51- Concentragdo de amonia total no meio de cultivo em fungdo do

tempo para o ensaio P.
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ENSAIO Q

Tabela 20- Concentragido celular (X), valor de pH, concentragdo de
carbonato total e concentra¢do de amdnia total referentes ao ensaio Q
(pH=19,5; T=30°C; K=140mg.d™").

Tempo 1 Carbonato total Amonia total
X H .
(diasy X @eL) P @L") (moLL™)
0 50,00 9.50 26,50 -
1 127,12 9,74 ) -
2 196,70 9,47 23,34 2,05E-05
3 276,90 9.63 - -
4 321,00 9,38 20,82 1,31E-05
5 415,63 9,57 - -
6 538,31 9,39 18,56 2,69E-05
7 564,76 9,71 - -
8 623,44 9,54 12,47 1,81E-05
9 705,44 9,43 - -
10 721,01 9,65 8,96 1,58E-05
800 - - 11,0
- 105
- 10,0
-95 I
- 9,0
-~ 8,5
- 8,0

0 2 4 6 8 10 12
Tempo (dias)

Figura 52- Concentragio celular (X) e pH em fungdo do tempo para o ensaio

Q.
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Figura 53- Concentragdo de carbonato total no meio de cultivo em fungdo do

tempo para o ensaio Q.
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Figura 54- Concentragio de amdnia total no meio de cultivo em fungdo do

tempo para o ensaio Q.
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ENSAIO R

Tabela 21- Concentragdo celular (X), valor de pH, concentragdo de
e concentra¢do de amonia total referentes ao ensaio
R(pH=9,5; T=30;K=140mg.d").

carbonato total

Tempo

Carbonato total

Amaonia total

-1
(diasy X meLl) P @L™ (moLL™)
0 50,00 9,50 26,50 -
1 106,29 9,69 - .
2 154,62 9,51 21,46 1,13E-04
3 241,70 9,68 . -
4 290,23 9,53 23.82 2,57E-05
5 330,96 9,62 - -
6 394,49 9.47 19,34 2,69E-05
7 493,50 9,71 - -
8 524,34 9.39 12,76 2,09E-05
9 608,84 9,61 - .
10 693,34 9,52 10,03 8,87E-05
800 - - 11,0
700 - - 105
600
~ 500 - 100
—1.
2 400 & -85 LT
)( 300 - o g'o
200 -
100 T 85
|
0 4 . : . 8,0
0 2 4 6 8 10 12
Tempo (dias)

Figura 55- Concentragdo celular (X) e pH em fungdo do tempo para o ensaio

R.
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Figura 56- Concentragdo de carbonato total no meio de cultivo em fun¢do do

tempo para o ensaio R.
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Figura 57- Concentragdo de amonia total no meio de cultivo em fung¢ido do

tempo para o ensaio R.

70



ENSAIO S

Tabela 22- Concentragio celular (X), valor de pH, concentragio de
carbonato total e concentragdo de amonia total referentes ao ensaio S

(pH=9,5; T=30°C; K=140mg.d™).

Tempo - Carbonato total  Aménia total
(dias) < (@eLD) pH (gL (moLL™)
0 50,00 9,50 26,5 -
1 111,54 9,63 - -
2 156,08 9,49 22,26 5,82E-05
3 243,34 9,41 - -
4 331,64 9,60 21,36 4,66E-06
5 337,54 9,40 - -
6 423,55 9,54 17,49 9,75E-06
7 568,18 9,61 - -
8 620,18 9,38 13,515 2,03E-06
9 697,61 9,48 - -
10 735,25 9,56 9,54 6,17E-07
800 11,0
700 4 1105
600 - %
£ 500 - R - 100
2400 a4 T a0 b e -95 §
=< 300 - -~ 9,0
200 - |
100 - H 8.5
0 - : . L 8,0
o 2 4 6 8 10 12

Tempo (dias)

Figura 58- Concentragdo celular (X) e pH em fung¢do do tempo para o ensaio

S.
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Figura 59- Concentragdo de carbonato total no meio de cultivo em fungdo do

tempo para o ensaio S
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Figura 60- Concentragdo de amdnia total no meio de cultivo em fungdo do

tempo para o ensaio S.



ENSAIO T

Tabela 23- Concentragio celular (X), valor de pH, concentragdo de
carbonato total referentes ao ensaio com KNO; como fonte de
nitrogénio.

’I(‘;ti::;) X (mg.L") pH Carbonato total (g.L'l)
0 50,00 9,50 26,50
1 130,18 9,69 -

2 176,89 9,78 2440
3 248,64 9,85 -
4 315,09 9,97 22,60
5 376,51 9,98 -
6 471,23 10,08 21,20
7 493,50 10,12 -
8 558,15 10,29 20,95
9 628,85 10,21 -
10 665,89 10,26 20,01

- 11,0
- 105

- 10,0

0 4 : : 1 T - 8,0
0 2 4 6 8 10 12
Tempo (dias)

Figura 61- Concentragdo celular (X) e pH em fungdo do tempo para o ensaio

T.
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Figura 62- Concentra¢do de carbonato total no meio de cultivo em fungido do

tempo para o ensaio T.
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ENSAIO U

Tabela 24- Concentragdo celular (X), valor de pH, concentragdo de
carbonato total referentes ao ensaio com KNO; como fonte de
nitrogénio.

Tempo a H
(dias) X (mg.L") p Carbonato total (g.L'l)

0 50,00 9,50 26,50

1 81,56 9,64 -

2 147,46 9,71 23,14

3 190,46 9,83 -

4 239,19 9,94 21,49

5 330,01 9,99 -

6 377,61 10,16 20,94

7 464,60 10,08 -

8 517,38 10,34 19,20

9 596,99 10,28 -

10 639,91 10,41 18,97

700 - - 11,0

- 10,5
- 10,0
-95 &
< 9,0
|
T 85
|
+ 8,0

0 2 4 6 8 10 12
Tempo (dias)
Figura 63- Concentragdo celular (X) e pH em fungdo do tempo para o ensaio

U.
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Figura 64- Concentragdo de carbonato total no meio de cultivo em fun¢do do

tempo para o ensaio U.
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Figura 66- Concentragdo de carbonato total no meio de cultivo em fungdo do

tempo para o ensaio V.
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Figura 67- Concentragdo de amoénia total no meio de cultivo em fungdo do

tempo para o ensaio V.
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Tabela 26- Conteiido de proteinas e lipideos na biomassa de Spirulina

platensis obtida nos ensaios realizados.

Ensaio pH T (°C) K (mg.d-1)  %Proteinas %Lipidios
A 9,00 26,00 90,00 13,23 71,56
B 10,00 26,00 90,00 14,12 69,69
C 9,00 34,00 90,00 13,59 70,60
D 10,00 34,00 90,00 15,72 7031
E 9,00 26,00 190,00 14,75 72,81
F 10,00 26,00 190,00 12,57 74,80
G 9,00 34,00 190,00 13,10 67,50
H 10,00 34,00 190,00 14,17 70,23
I 8,66 30,00 140,00 15,01 69,40
J 10,34 30,00 140,00 11,14 70,94
K 9,50 23,25 140,00 12,16 72,50
L 9,50 36,75 140,00 13,68 72,50
M 9,50 30,00 55,65 11,50 45,60
N 9,50 30,00 224,35 14,38 72,50
0 9,50 30,00 140,00 15,02 67,50
P 9,50 30,00 140,00 12,47 70,60
Q 9,50 30,00 140,00 14,79 68,75
R 9,50 30,00 140,00 12,22 71,56
S 9,50 30,00 140,00 12,99 68.44
T* - 30,00 - 14,10 72,81
U+ - 30,00 - 12,78 70,27
Vo - 30,00 140,00 12,89 69,35

* Experimentos realizados com KNO3 sem controle de pH, com pH inicial de

9,5.

** Experimentos com uréia sem controle de pH com pH inicial de 9,5.
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Tabela 27- Pariametros cinéticos:

concentragdo celular maxima (Xp),

produtividade em células (P,), fator de conversdo de nitrogénio em células

(Yxn) e velocidade maxima especifica de crescimento (Mmsx) dos ensaios

realizados.

Ensaio pH T(CC) K(mg.d") XumgL') PdmgL'd") Yun(gg") pm(d"
A 9,00 26,00 90,00 535,84 48,58 4,30 0,505
B 10,00 26,00 90,00 540,25 49,03 4,34 0,516
C 9,00 3400 90,00 530,67 48,07 4,26 0,533
D 10,00 34,00 90,00 573,11 52,31 4,63 0,563
E 9,00 26,00 190,00 664,00 61,40 3,12 0,549
F 10,00 26,00 190,00 678,05 62,81 3,19 0,562
G 9,00 34,00 190,00 561,94 51,19 2,60 0,622
H 10,00 34,00 190,00 541,86 49,19 2,50 0,569
I 8,66 30,00 140,00 556,50 50,65 3,27 0,502
J 10,34 30,00 140,00 226,36 17,64 1,14 0,328
K 9,50 2325 140,00 508,76 45,88 2,96 0,434
L 9,50 36,75 140,00 421,48 37,15 2,40 0,518
M 9,50 30,00 55,65 561,98 51,20 6,09 0,543
N 9,50 30,00 224,35 612,69 56,27 2,49 0,556
0 9,50 30,00 140,00 698,88 64,89 4,19 0,563
P 9,50 30,00 140,00 714,91 66,49 4,29 0,547
Q 9,50 30,00 140,00 721,01 67,10 4,33 0,572
R 9,50 30,00 140,00 693,34 64,33 4,15 0,552
S 9,50 30,00 140,00 735,25 68,53 4,42 0,536
T* - 30,00 - 665,89 61,59 1,75 0,570
U* - 30,00 - 639,91 58,99 1,67 0,480
Ve - 30,00 140,00 678,35 62,84 4,06 0,554

* Experimentos realizados com KNO3 sem controle de pH, com pH inicial de

9.5.

** Experimentos com uréia sem controle de pH com pH inicial de 9,5.
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alimentado é comum também em outras areas, como fermentagdo alcodlica
por exemplo (BORZANI et al, 1988).

Embora o inoculo tenha sido cultivado e mantido nas condigdes
proximas das utilizadas nos experimentos, nos ensaios com uréia como fonte
de nitrogénio seria esperado uma fase de adaptagdo (lag) da Spirulina. No
entanto, isso nido ocorreu, mostrando uma rapida adaptagio do microrganismo.
Isto pode ter sido decorrente da hidrolise espontdnea da uréia em meio
alcalino liberando aménia. Como em pH alcalino a aménia entra por difusdo
na célula e ja estaria na forma pronta para ser incorporada i biossintese de
aminoacidos, ¢ forma de nitrogénio preferencial de captacdo pela Spirulina
(BOUSSIBA, 1989).

Observa-se nas figuras apresentadas, no capitulo anterior, que as curvas
de crescimento da Spirulina sdo lineares, concordando com os resultados
obtidos por FERRAZ (1986). Considerando o fato de que a alga apresenta
uma velocidade de crescimento aproximadamente constante durante o cuitivo,
optou-se pela utilizagdo da vazdo massica de alimentagdo constante. Ademais,
esta vaz3o € mais facil de aplicar em escala industrial (DANESI, 2001).

O tempo de cultivo para todos os experimentos foi de 10 dias, porque
depois deste tempo o crescimento se vé afetado drasticamente pelo fendmeno
do sombreamento. Este fendmeno € explicado pelo aumento da densidade
populacional levando a uma diminui¢do de luz disponivel para cada célula,
passando a ndo ser mais homogénea sua distribuigdo na cuitura, reduzindo o
crescimento microbiano. Este é um fator preponderante no surgimento da fase
estaciondria (BECKER, 1981; RICHMOND, 1988), visto que em culturas
fotoautotroficas a disponibilidade de luz para cada célula ¢ fungdo da

intensidade e duragdo da irradiagdo luminosa.
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MILLER & COLMAN (1980) relatam que a forma de carbono
preferencialmente assimilada por cianobactérias € o bicarbonato, sendo o pH
ideal de cultivo aquele que assegure o maior deslocamento do equilibrio
quimico no sentido de sua formagao.

A assimilagdo fotossintética do carbono é realizada pela passagem ativa
de bicarbonato no meio de cultura para o interior das células, onde no sistema
fotossintético ocorre a captura do anidrido carbbnico com consegiiente

liberagdo do carbonato remanescente, segundo a equagdo (FERRAZ, 1986):

Célula

HCO;5"
2HCOy —» COz + CO3 + H,O

fotossmtese

HCO; + OH <+ CO;” + H;0

Com o crescimento celular temos portanto um simultineo aumento do
valor de pH, pelo actimulo de carbonato no meio. Por isso € necessaria a
reposicio da reserva de ions bicarbonato, o que pode ser feito pelo
borbulhamento de anidrido carbénico (CO;) ou pode-se repor parte da reserva
de bicarbonato por acréscimo de acido mineral, deslocando o equilibrio no
sentido de formagdo de bicarbonato. Em nosso estudo optou-se pelo uso de
acido mineral (HCI diluido) para o controle de pH

CO3? + Y ——— HCO5

HCO; + H — ¥ H,CO; «—»C0; + H20
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Nota-se que para o ensaio I com pH 8,7 (menor pH estudado) a queda é
maior devido a maior perda de CO; em relagdo aos demais valores de pH
estudados. De fato GOLDMAN, DENNETT, RILEY, (1982) relatam que
quanto menor o valor de pH mantido no meio de cultura maior € a perda de
CO,, levando a uma diminui¢do da quantidade de biomassa produzida. Por
outro lado o experimento J que teve o maior valor de pH (10,3), a queda da
concentra¢do de carbonato total foi a menor encontrada, ficando com uma
reserva de carbonato final de 22 gL' . Apesar disto, neste ensaio foi
observado o menor crescimento celular, pois neste valor de pH a forma de
carbono se apresenta como carbonato, que nido € assimilavel pela Spirulina
(GOLDMAN, DENNETT, RILEY, 1982). J4 nos ensaios com pH de 9,5
(ensaio S por exemplo) obteveram-se os melhores resultados de crescimento
microbiano (735,25mg.L™), concordando com trabalhos prévios (FOX, 1983;
FERRAZ 1985). Neste pH a forma predominante de carbono € o bicarbonato
que é preferencialmente utilizado pelo microrganismo (BOUSSIBA, 1989).
Ademais, neste pH ndo houve perda excessiva da fonte de carbono como
observado no ensaio com pH 8,7 (ensaio I).

Com relag¢do a fonte de nitrogénio, quando a uréia € adicionada num
meio alcalino, estudo em questdo, é hidrolisada formando CO; e amoénia. O
anidrido carbdnico € utilizado na fotossintese e a aménia no metabolismo do
nitrogénio (CARVAIJAL et al, 1980).

NH,-CO-NH; OH , CO; +2NH;

Como se pode observar nos graficos da concentragdo de amodnia total

em fung¢do do tempo (capitulo V), os cultivos ndo apresentam concentrages

.....

(ABELIOBICH & AZOV, 1976) e 10 mM (BELKIN & BOUSSIBA, 1991).
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na pressdo osmotica do meio de cultura com algum dano as células
(VONSHAK, 1996).

Na menor temperatura empregada (ensaio K), ao contrario de ensaios com
KNO;, ndo se nota uma diminuigdo do crescimento celular em relacio a
temperaturas maiores que 30 °C (VONSHAK, 1997).

No experimento M, com vazdo massica de alimentag¢do de uréia (K) de
55,56 mg.d'l obteve-se uma concentra¢io celular maxima de 561,98 mg.L-1,
mas o fator de conversio de nitrogénio em células foi o maior (6 g de células
formadas a partir de um grama de nitrogénio). No ensaio N, com (K) de
224,35 mg.d', o crescimento foi maior que o anterior atingindo um valor
maximo de 612,69 mg.L'l eum Yy de 2,5 g.g". Nesta condigdo fica evidente
0 menor aproveitamento da fonte de nitrogénio adicionada.

Embora o fator de conversdo de nitrogénio em células tenha sido maior
no experimento M nio levou ao maior crescimento celular. Pode-se dizer que
as melhores condi¢gbes de crescimento de Spirulina platensis foram obtidas
com pH 9,5, temperatura de 30°C e vazio mdssica de alimentagdo de uréia de
140 mg.d™.

Os fatores estudados ndo influenciaram na composi¢do da biomassa,
como se observa na Tabela 26, estando os teores de lipideos e proteinas dentro
da faixa caracteristica da biomassa da Spirulina platensis (CIFERRI &
TIBONI, 1985).

Comparando a melhor condigdo utilizando uréia como fonte de
nitrogénio (ensaios do ponto central), com os ensaios conduzidos com KNOs,
no cultivo classico, verifica-se uma nitida superioridade daqueles cultivos em
relagdo a concentragdo celular maxima, produtividade em células. por tanto a
maxima velocidade especifica de crescimento n3o pode ser considerada

diferente.



VL.2. Anilise de regressao multivariavel

A partir dos resultados obtidos para os ensaios referentes ao
planejamento estatistico, foram realizadas analises de regressio multivariavel,
com o objetivo de facilitar a avaliagdo da influéncia das varidveis
independentes em estudo (X, X2 e X3), nas respostas de interesse (varidveis
dependentes), como nos pardmetros concentragdo celular maxima (Xp),
produtividade em células (Py) e fator de conversdo de nitrogénio em células
(Yxm).

Para cada resposta foi feita uma analise de regressdo multivariavel, onde
foram considerados todos os fatores, representando as trés variaveis
independentes e suas possiveis interagdes duplas e, ainda, os fatores
quadraticos (variaveis independentes ao quadrado).

Junto as analises que foram realizadas, encontram-se os chamados
niveis descritivos (p), que indicam os erros. Na andlise de regressdo, os
valores de p indicam o menor erro em que se incorre ao afirmar que um
determinado coeficiente tem influéncia na determina¢io do parametro
estimado. Em outras palavras, testando o coeficiente correspondente a uma
varidvel independente € possivel verificar se esta tem importincia na
determinagdo do pardmetro estimado. Na analise de varidncia da regressdo,
por sua vez, o valor de p indica se houve um bom ajuste da equagdo obtida
através da regressdo, ou seja, se a regressdo realizada foi satisfatdria
(RODRIGUES, 1998).

As anilises dos pariametros cinéticos foram realizadas com os niveis
codificados das varidveis independentes (Tabela 28). Em todas as andlises, o
maior valor de p (valor de significincia) aceito nas andlises de variancia das

regressoes foi de 0,05.
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Tabela 28- Concentragio celular maxima (Xp), produtividade em

células (Py) e fator de conversio de nitrogénio em células (Y xn).

Ensaio X, *X, °X; X nm(mgL') PymgL'd") Yxn(ge")
A -1 -1 -1 535,84 48,58 4,30
B 1 -1 -1 540,25 49,03 4,34
C -1 1 -1 530,67 48,07 426
D 1 1 -1 573,11 52,31 4,63
E -1 -1 1 664,00 61,40 3,12
F 1 -1 1 678,05 62,81 3,19
G -1 1 1 561,94 51,19 2,60
H 1 1 1 541,86 49,19 2,50
I -1,687 0 0 556,50 50,65 3,27
J 1,687 0 0 226,36 17,64 1,14
K 0 -1,687 0 508,76 45,38 2,96
L 0 1,687 0 421,48 37,15 2,40
M 0 0 -1,687 561,98 51,20 6,09
N 0 0 1,687 612,69 56,27 2,49
o 0 0 0 698,88 64,89 4,19
P 0 0 0 714,91 66,49 4,29
Q 0 0 0 721,01 67,10 4,33
R 0 0 0 693,34 64,33 4,15
S 0 0 0 735,25 68,53 4.42

"X = valor codificado da varidvel pH
®X, = valor codificado da varidvel temperatura

°X;= valor codificado da variavel vazdo mdssica de uréia
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VI1.2.1. Concentracio celular maxima

Nas tabelas 29 e 30 estdo expostos os resultados da andlise de regressdo
quadratica multivariavel para concentragdo celular maxima (Xm) em fungdo
dos fatores estudados, bem como os resultados da andlise de varidncia dessa

regressdo, respectivamente.

Tabela 29- Andlise de regressdo multivariavel para concentragdo celular

maxima (Xm) em fungdo das variaveis estudadas.

Coeficiente

Fator de regressio Erro padrio Valor de t P
Constante 721,126 26,635 27,074 0,000
X -38,716 15,309 2,530 0,028
X, -24,070 15,309 -1,570 0,144
X; 22,963 15,309 1,499 0,162
). 77,144 12,584 6,130 0,000
X5 -58,721 12,584 4,666 0,001
) & 28,167 12,584 -2,238 0,047
X2*Xs -33,243 21,650 -1,535 0,153

R*=0,75
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Tabela 30- Andlise de variancia do modelo de regressdo multivariavel para

concentragdo celular maxima (Xm).

Fonte Soma Graus de  Quadrado F-
de variacao de quadrados liberdade medio calculado P
Modelo 229420,00 7 32774,300 8,740 0,001
erro 41247,80 11 3749,800
Total 270668,00 18
R*=0,75

A equagdo obtida na analise de regressdo para concentragdo celular maxima
(Xm) foi:

Xm = 721,13 - 38,72.X; - 24.X; + 22,90.X3 - 77,14.X,2— 58,72.X,* —
28,16.X:2 =33,24.X,*Xs

Para a resposta concentragdo celular maxima, verifica-se que as
varidveis independentes que interferem sobre ela de forma significativa sdo o
pH, temperatura e a vazdo massica de alimentagdo de uréia.

Ha uma indica¢do de que Xm € uma fung¢do quadratica das varidveis X,
X; e X3, visto que estas sdo significativas para a resposta em questdo (Tabela
29). Além disso, os coeficientes das variaveis ao quadrado sdo negativos,
indicando que ocorre um aumento de Xm a medida que se eleva o valor das
trés variaveis até um determinado ponto, a partir do qual Xm comega a
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diminuir a cada incremento das variidveis em estudo. Este comportamento
pode-se observar através das superficies de resposta de Xm em fungdo de X; e
Xz (Figura 68), em fungdo de X; e X; (Figura 70) e em fun¢do de X; e X;
(Figura 72).

Os graficos de contorno representando o efeito das varidveis
independentes sobre Xm (Figura 69, Figura 71 e Figura 73) permitem concluir
que a regido de otimizagdo do crescimento microbiano ocorreu nos niveis

proximos ao ponto central das variaveis estudadas.
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Figura 68-Superficie de resposta para concentragdo celular maxima (Xm) em

fun¢do de X, e X, para o nivel central da variavel X;.
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Figura 69-Graficos de contorno para concentragao celular maxima (Xm) em

fungdo de X, e X, para o nivel central da variavel X3.
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Figura 70-Superficie de resposta para concentragfo celular maxima (Xm) em

fun¢do de X, e Xj, para o nivel central da variavel X,.

&

Figura 71-Graficos de contorno para concentragdo celular méxima (Xm) em

func¢do de X, e Xj, para o nivel central da varidvel X,.
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Tabela 32- Anilise de varidncia do modelo de regressdo multivariavel para

produtividade em celulas (Px).

Fonte Soma Graus de  Quadrado F-
de variacao de quadrados liberdade medio calculado P
Modelo 2293,82 7 327,689 8,740 0,001
erro 412,54 11 37,504
Total 270668,00 18
R*=0,75

A equagio obtida na analise de regressdo para produtividade em células (Px)

for:

Px=67,11-3,87.X; - 24Xz +2,290.X3— 7,7.X,% - 5,87.X22 — 2,82. X5 —
3,32.X,*X;

Tendo em vista que o tempo de cultivo foi estabelecido em dez dias
para todos os ensaios, Px foi somente fun¢do da concentragdo celular final.
Assim, como se observa pelos valores dos niveis descritivos das Tabelas 29 e
31, Px tem relagdo com as varidveis independentes idéntica a varidvel Xm. As

correspondentes figuras de Px em fun¢do das possiveis combinagdes das

variaveis sdo apresentadas a seguir (Figura 74 a 79).









Figura 78-Superficie de resposta para produtividade em células (Px) em

fungdo de X; e X;, para o nivel central da varidvel X,.
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Figura 79-Grificos de contorno para produtividade em células (Px) em fungao

de X; e X, para o nivel central da variavel X;.
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V1.2.3. Fator de conversio de nitrogénio em células

Nas tabelas 33 e 34 estdio expostos os resultados da analise de regressio
quadratica multivariavel para fator de conversdo de nitrogénio em células (Y
xn) em fungdo dos fatores acima citados, bem como os resultados da analise

de varidncia dessa regressdo, respectivamente.

Tabela 33- Analise de regressdo multivariavel para fator de conversdo de

nitrogénio em células (Y xn ) em fungdo das varidveis estudadas.

Coeficiente

Fator Erro padrio Valorde t p
de regressido
Constante 4,362 0,142 30,688 0,0000
X -0,2425 0,103 -2,364 0,0331
X3 -0,8325 0,103 -8,115 0,0000
X’ -0,5033 0,081 6,182 0,0000
X2 -0,3846 0,081 4,724 0,0003

R"=0,87
Tabela 34- Analise de variancia do modelo de regressao multivariavel para

fator de conversio de nitrogénio em células (Y xn )-

Fonte Soma Graus de  Quadrado F-
de variacao de quadrados liberdade medio calculado P
Modelo 20,56 4 5,139 30,522 0,000
erro 2,36 14 0,168
Total 22,91 18
R?=0,87
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A equacdo obtida na andlise de regressdo para fator de conversdo de

nitrogénio em células (Yxn) foi:

Yxn =4,36 —0,243.X; — 0,833.X; — 0,503.X,% - 0,385.X,>

As Figuras 80 a 85 representam a variagdo de Yxn em fungdo de X, Xa
e X3 conforme as possibilidades graficas disponiveis.

Nas Figuras 80 e 81 verifica-se que as varidveis, pH e temperatura
atingem o ponto maximo de Yxn em valores intermediarios de X, e X». As
Figuras 82 e 83 confirmam as relagdes quadraticas com Yy observadas para
o efeito do pH e da temperatura. Por outro lado, estas figuras estas figuras
permitem concluir que Yxn é fungdo linear decrescente da variavel X; (vazdo
massica de uréia) isso confirma os resultados obtidos (Tabela 28), onde se
verifica que o maior valor encontrado para Yxn se deu no ensaio M. no
entanto, deve ser ressaltado que nesta condigdo o cresciemnto celular ndo foi

satisfatorio, como visto anteriormente.
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Figura 80-Superficie de resposta para fator de conversio de nitrogénio em

células (Yxn ) em fungdo de X; e X3, para o nivel central da variavel X;.
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Figura 81-Graficos de contorno para fator de conversdo de nitrogénio em

células (Yxn ) em fungdo de X, e X;, para o nivel central da varidvel Xs.
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VII. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nos experimentos realizados permitiram, nas
condigdes estudadas concluir que:

1 — foram obtidos os seguintes modelos matemdticos para relacionar as
varidveis dependentes concentragdo celular maxima (Xm), produtividade em
células (Px) e fator de conversdo de nitrogénio em células (Y xn), com as
varidveis independentes X; (valor codificado da varidavel pH), X, (valor
codificado da varidvel temperatura) e X; (valor codificado da varidvel vazio
maéssica de uréia):

Xm = 721,13 - 38,72.X; - 24X, + 22,90.X; — 77,14X," - 58,72.X," -
28,16.X5° -33,24.X,*X;

Px = 67,11 ~ 3,87.X; — 24X, + 2,290.X; — 7,7.X,* — 5,87.X," - 2,82.X; —
3,32.X5*X3

Yxn =4,36 - 0,243.X; - 0,833.X; - 0,503.X,” - 0,385.X,

2 - O crescimento da Spirulina platensis realizado a pH controlado em
9,5, levou a resultados melhores (Xm = 735 mg.L'l; Px = 69 mg.L".d")
quando comparado com cultivo sem controle de pH (Xm = 678 mg.L'l; Px =
63 mg.L™".d™).

3 - Cultivos com uréia como fonte de nitrogénio em pH 9,5 e 30 °C,
com adigdo de 140 mg de uréia por dia, levou a melhores resultados cinéticos
(Xm = 735 mgL"; Px = 69 mgL™.d"; Yon = 4,42 gg") que os cultivos
controle com KNO; (Xm = 653 mg.L™"; Px =60 mg.L'.d"; Yxn=1,71 g.g").

4 — A melhor condi¢do de cultivo da Spirulina platensis utilizando uréia
como fonte de nitrogénio ocorreu a pH, 9,5; temperatura, 30 °C, vazio

massica de uréia, 140 mg.d™.
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