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RESUMO

Microalgas pertencem a um grande e diversificado grupo de micro-organismos fotossintéticos
que sdo capazes de armazenar energia solar e converte-la em energia bioldgica. Entre os
componentes de maior importancia na biomassa microalgal, destacam-se o elevado teor de
proteinas, carboidratos, lipideos, vitaminas, sais minerais, além de pigmentos. Para aumentar
a eficiéncia da producdo de biomassa microalgal, a aplicacdo de campos magnéticos (CM) no
cultivo das microalgas vem sendo estudada. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a influéncia dos CM no crescimento e composic¢ao da biomassa microalgal da Chlorella fusca
LEB 111 e Spirulina sp. LEB 18 cultivadas em fotobiorreatores tubulares verticais de 1,8 L.
Os CM de 30 e 60 mT foram gerados por imds de ferrite (aplicados por 24 h d™* ou por 1 hd™)
e 0 CM de 5 mT foi gerado por corrente elétrica (aplicado por 1 h d™). Cultivos controle
(CC), sem a aplicacdo de CM, foram realizados a fim de avaliar o bioefeito causado apenas
pelo CM nos cultivos. As microalgas foram cultivadas em estufa, com temperatura de 30 °C,
iluminancia de 60 pmol m™ s*, fotoperiodo 12 h claro/escuro por 15 dias. Em relag&o aos
cultivos com a C. fusca, a concentragdo celular maxima (Xmsx) foi obtida quando aplicado 60
mT por 24 h d™* (1,94 + 0,10 g L™), sendo 20,5 % superior a Xmsx obtida no CC. Com relagéo
a composicao desta biomassa, 0 CM de 60 mT por 24 h d*, ocasionou incremento de 24,8 %
no teor de carboidratos. Nos cultivos com a Spirulina sp. LEB 18, as intensidades de 30 e 60
mT aplicadas por 1 h d™!, ocasionaram efeito estimulante no crescimento, obtendo as maiores
Xmax (2,37 + 0,16 e 2,38 + 0,06 g L™, respectivamente) e a maior produtividade quando
cultivada com 60 mT por 1 h d* (105,1 % superior a0 CC). O CM de 60 mT por 24 h d*
aumentou o teor de proteinas da biomassa de Spirulina, comparado ao CC, obtendo-se 73,20
+1,07 m m™. A intensidade de 30 mT quando aplicada por 24 h d™* proporcionou aumento de
133,2 % no teor de carboidratos. A partir dos resultados obtidos, foi possivel verificar que os
CM podem influenciar no crescimento celular das microalgas estudadas, causando efeito
estimulante, e podendo obter o dobro de biomassa para 0 mesmo tempo de cultivo, no caso
dos cultivos com Spirulina sp. Além disso, foi constatado o estimulo na producéo de proteinas
e carboidratos com a aplicacdo do CM. Neste estudo, foi possivel observar diferentes
bioefeitos ocasionados pelo CM dependendo da espécie. A melhor condi¢do de aplicacdo de
CM para C. fusca, que proporcionou estimulo no crescimento e no teor de carboidratos foi a
condicdo de 60 mT de forma permanente (24 h d?). A escolha da melhor condicdo de
aplicacdo de CM para Spirulina dependerd do objetivo do cultivo. Para obter maior
quantidade de biomassa em menor tempo, as condi¢des de 30 e 60 mT aplicados por 1 h d*
obtiveram os melhores resultados, porém se o objetivo for producdo de bioetanol, por
exemplo, a condicdo de 30 mT permanente promoveu incremento de 133,2 % no teor de
carboidratos nesta biomassa. O CM também influenciou o teor de ficocianina presente na
biomassa de Spirulina, sendo que o maior valor (13,17 mg mL™) foi obtido no cultivo que
apresentou maior Xma (60 mT, 24 h d™).

Palavras-chave: Campos Magnéticos. Microalgas. Bioefeitos. Crescimento. Estim
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ABSTRACT

Microalgae belong to a large and varied group of photosynthetic microorganisms that are able
to store solar energy and transform it into biological energy. The most important compounds
in in the microalgae biomass are carbohydrates, lipids, vitamins, minerals, and pigments,
beside high content of proteins. The application of magnetic fields (MF) to microalgae culture
has been studied in order to increase the efficiency of biomass production. Therefore, the
study aims at evaluating the influence of MF on growth and biomass composition of
microalgae Chlorella fusca LEB 111 and Spirulina sp. LEB 18 cultivated in 1.8 L vertical
tubular photobioreactors. The application of MF 30 and 60 mT generated by ferrite magnets
and 5 mT generated by electric current were applied during 24 h d* (permanent) orl h d™.
Control cultures (CC), without application of MF, were performed to evaluate the bioeffect
caused only by the MF. Microalgae were grown at 30 ° C, illuminance of 60 pmol m™ s,
photoperiod 12 h light/dark for 15 days. Regarding crops with C. fusca maximum biomass
concentration observed was obtained when applied 60 mT permanent (1.94 + 0.10 g L™). In
relation to the composition of biomass when grown under the action of MF 60 mT permanent,
there was an increase of 24.8% in carbohydrate content compared to the CC. In assays with
Spirulina sp., application of intensities of 30 and 60 mT for 1 h d ™, resulted in stimulation of
growth, obtaining higher biomass concentrations (2.37 + 0.16 e 2.38 + 0.06 g L™,
respectively) and higher yield, when applied with 60 mT for 1 h d™ (105.1 % higher than in
CC). Regarding the composition of the biomass of cyanobacteria, the protein content was
increased by 16.6 % when applied 60 mT permanent, yielding 73.20 + 1.07 m m™. The
intensity of 30 mT applied for 24 h d* provided an increase of 133.2 % in carbohydrate
content. With the results, we found that MF may influence cell growth of microalgae studied,
causing stimulation on it and that way, you can get twice as much biomass for the same time
of cultivation. In addition, it was found stimulation the production of proteins and
carbohydrates with the application of MF. In this study, we observed different bioeffects
caused by MF depending on the species. The best condition of MF application to C. fusca that
triggered growth and carbohydrate content was permanent 60 mT (24 h d™). The choice of the
best condition of MF application to Spirulina depends on the objective of culture. In order to
get larger amount of biomass in less time, conditions of 30 and 60 mT applied for 1 h d* got
the best results. However, if the objective is bioethanol production, for example, the
conditions of permanent 30 mT, increased the carbohydrate content in 133.2 % in this
biomass. The MF also affected the phycocyanin content in the Spirulina biomass, since the
highest value (13.17 mg mL™) was get in the culture that had the largest Xmax (60 mT, 24 h d-
1).

Key words: Magnetic Fields. Microalgae, Bioeffects. Growth. Stimulus.
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1 INTRODUCAO

As microalgas consistem em uma variedade de micro-organismos
fotoautotroficos, que podem ser procarioticos ou eucarioticos. A estrutura unicelular das
microalgas permite que elas convertam facilmente a energia solar em energia quimica
(HARUN et al., 2010). Estas espécies podem ser encontradas em quase todos 0s ambientes da
Terra, vivendo de forma isolada ou associada a outros micro-organismos.

As microalgas sdo capazes de converter substancias inorganicas, como carbono,
nitrogénio, fosforo, enxofre, ferro e elementos tracos, em matéria organica, como pigmentos
verdes, azuis, vermelhos e marrons (BATISTA et al., 2013). Além de compostos que podem
ser utilizados em diversas areas como lipideos, proteinas, carboidratos e acidos graxos poli-
insaturados.

As cianobactérias do género Spirulina destacam-se pelo alto valor bioldgico,
apresentando elevado teor proteico, acidos graxos poli-insaturados, minerais, pigmentos
naturais com propriedades funcionais, como a ficocianina. Da mesma forma, as microalgas do
género Chlorella s&o consideradas fonte de um largo espectro de nutrientes, como
carotenoides, vitaminas e minerais, 0s quais sao amplamente utilizados em alimentos, em
racdes e na aquicultura (LOURENCO, 2006).

As microalgas dos géneros Chlorella e Spirulina possuem o certificado GRAS
(Generally Recognized As Safe), o qual institui que podem ser utilizadas como alimento sem
apresentar riscos a saude (FOX, 1996), desde que manipuladas de maneira adequada. As
biomassas destas microalgas obtidas dos cultivos sdo bastante estudadas a fim de avaliar em
qual area poderdo ser melhor aplicadas.

A biomassa microalgal pode ser utilizada em diversas &reas, como na
biorremediacdo do solo e tratamento de efluentes (SIVAKUMAR et al., 2012; MEZZOMO et
al., 2010), pigmentacdo de produtos alimenticios, por meio dos compostos que a microalga é
capaz de produzir (MARTELLI et al., 2014), producdo de biocombustiveis (OSUNDEKO;
DAVIES; PITTMAN, 2013) e como alimentos nutracéuticos (KLEIN; BUCHHOLZ, 2013).

Alguns parametros nos cultivos das microalgas vém sendo estudados e
modificados para aumentar a eficiéncia e producdo de biomassa microalgal, visando estimular
0 crescimento e induzir metabolicamente os produtos de maior interesse comercial. Neste
contexto, a aplicacdo de campos magneticos (CM) no cultivo de microalgas tem se mostrado

uma alternativa para aumentar a produtividade da biomassa microalgal.
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Os CM podem ter efeito sobre o metabolismo dos micro-organismos, na eficiéncia
fotossintética, além de influenciar em alguns processos como a sintese de carboidratos,
pigmentos, acimulo de aminoacidos essenciais, atividade fermentativa, absorcao de carbono,
liberacdo de O, e até processos genéticos, como a transposicdo. Todos 0S pProcessos
envolvendo a aplicacdo de CM em bioprocessos podem ser estimulados sob condigfes
especificas adotadas nos cultivos (BERUTO et al., 2014; HUNT et al., 2009; LIU; WANG,;
ZHOU, 2008; SMALL; HUNER; WAN, 2012; YANG et al., 2011).

Os estudos dos bioefeitos dos CM no cultivo de microalgas necessitam de mais
pesquisas, porém com 0s poucos trabalhos reportados na literatura, é possivel observar
resultados positivos em relagdo ao crescimento e producdo de biomassa. No entanto se faz
necessario estudar diferentes intensidades de CM e diferentes espécies de microalgas.

O cultivo de microalgas no sistema fechado, com fotobiorreatores, aliado a
inducdo magnética das culturas configura uma fonte de estudo para elevar a producdo de
biomassa microalgal e compostos produzidos pelas microalgas, como proteinas, carboidratos,

pigmentos, acidos graxos, entre outros.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia dos campos magnéticos no crescimento e composicdo das
microalgas Chlorella fusca LEB 111 e Spirulina sp. LEB 18 cultivadas em fotobiorreator

tubular vertical.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Auvaliar o efeito dos campos magnéticos no cultivo das microalgas em
fotobiorreator tubular vertical;

- Desenvolver sistemas de cultivos para que os campos magnéticos gerados por imas
e por corrente elétrica atuem no interior do fotobiorreator tubular vertical;

- Estudar o efeito dos campos magnéticos aplicados por 24 h d™* e por 1 h d* durante
os 15 dias de cultivo;

- Verificar em qual relacdo intensidade/tempo de aplicacdo ocorre as melhores
respostas quanto ao crescimento celular e producéo de biocompostos pelas microalgas;

- Avaliar o efeito dos campos magnéticos nas concentracdes de ficocianina produzida
pela microalga Spirulina sp. LEB 18;

- Comparar a composicdo proximal da biomassa obtida nos cultivos controle (sem

aplicacdo de campo magnético) e com aplicacdo de campo magnético.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 MICROALGAS

As microalgas sdo organismos microscopicos, com tamanho de 2 a 200 pm,
capazes de realizar fotossintese, convertendo a energia luminosa em energia quimica.

Algumas espécies sdo eucariontes, como as clorofitas e diatomaceas (algas
verdes), as quais possuem um nucleo bem definido no interior da célula separado do
citoplasma, enquanto outras espécies sdo procariontes, como as cianobactérias, as quais ndo
possuem nucleo (LOURENCO, 2006; MATA; MARTINS; CAETANO, 2010). As
microalgas podem ser encontradas em diversos ambientes, algumas espécies em agua doce,
outras em condigdes salinas e &gua do mar (CARLSSON et al., 2007).

A maioria das espécies é fotoautotrofica e dependem inteiramente da fotossintese
para suas necessidades metabdlicas, usando a luz solar como fonte de energia e CO, como
fonte de carbono para produzir carboidratos e ATP (BARSANTI; GUALTIERI, 2006),
convertendo energia solar em energia quimica através da fotossintese (SLADE; BAUEN,
2013).

A diversidade das microalgas é muito ampla e isto reflete igualmente em uma
grande variedade de metabolismos e propriedades bioquimicas. As microalgas apresentam
diversos pigmentos, produtos de armazenamento fotossintético, &cidos graxos e lipideos,
6leos, esterdis e hidrocarbonetos, além de compostos bioativos, incluindo metabodlitos
secundarios (GOUVEIA et al., 2010).

Algumas populages ja utilizaram as microalgas como alimento ha varios anos.
Na China, a cianobactéria Nostoc era utilizada como alimento ha cerca de 2.000 anos; 0s
indigenas nativos e populagbes do noroeste da Africa consumiam massas flutuantes e
filamentosas de diversas espécies de Artrosphira. Entretanto, os estudos sobre as microalgas
iniciaram a partir do século XX, onde se constatou a viabilidade destes organismos para serem
utilizados para racdo animal e alimentagdo humana por serem ricos em vitaminas, lipideos e
pigmentos (LOURENCO, 2006; SPOLAORE et al., 2006).

O cultivo de microalgas em grande escala para fins comerciais teve inicio por
volta de 1960 no Japdo, com a microalga Chlorella, seguida pela cultura de Spirulina, em
1970 no México, ambas utilizadas como suplemento alimentar (BECKER, 1998).

A biomassa microalgal geralmente apresenta importantes componentes, podendo
ser utilizada na industria de terapéuticos, cosméticos, nutracéuticos, racfes animais,

alimentos, biocombustiveis, assim como o cultivo pode ser concomitante ao tratamento de
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efluentes (SPOLAORE et al., 2006). As vantagens do cultivo das microalgas, em relacdo as
culturas terrestres, incluem a alta eficiéncia fotossintética, elevadas producdes de biomassa e
altas taxas de crescimento (CHISTI, 2007).

A composic¢do bioquimica das microalgas pode variar entre as diferentes espécies
e até mesmo entre a mesma espécie, dependendo das condi¢Bes de cultivo utilizadas
(BROWN et al., 1997). Entre os componentes de maior predominancia na biomassa,
destacam-se as proteinas, carboidratos e lipideos (SINGH; GU, 2010).

O elevado teor proteico (50-70 %) encontrado em algumas especies de microalgas
faz com que elas sejam consideradas uma fonte suplementar proteica para humanos e animais
(SPOLAORE et al.,, 2006). As proteinas, que estdo presentes na biomassa microalgal,
mostram-se superiores em relacdo a qualidade, quando comparadas a fontes vegetais como,
trigo, arroz e leguminosas. No entanto, sdo inferiores em relagcdo as proteinas animais, como
leite e carne (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

Os carboidratos sdo os principais derivados da fotossintese a partir do
metabolismo de fixacdo de carbono pelas microalgas (HO et al., 2011). Os carboidratos
podem ser acumulados como materiais de reserva (amido) ou tornarem-se componentes
principais das paredes celulares (celulose, pectina e polissacarideos sulfatados) (CHEN et al.,
2013; RANGEL-YAGUI et al.,, 2004). A conversdao dos polissacarideos em acucares
fermentesciveis ocorre via fermentacdo microbiana para producdo de bioetanol,
biocombustivel que pode ser produzido a partir de microalgas (WANG; WANG; LIU, 2011).

Na biomassa microalgal, os lipideos sdo tipicamente compostos por glicerol,
glicidios ou bases esterificadas. Os acidos graxos possuem de 12 a 22 &omos de carbono.
Alguns acidos graxos sintetizados por microalgas, como dmega 3 ¢ 6 (0-3 ¢ ®-6), tém valor
econbmico nas indudstrias alimenticias e farmacéuticas. As principais aplicagdes dos acidos
graxos de microalgas sdo no enriquecimento de racdes para peixes, possibilidade de uso para
producdo de biodiesel e fonte de acidos graxos essenciais na dieta humana (MORAIS;
COSTA, 2008b).

A Tabela 1 apresenta a composicdo de diferentes microalgas quanto a
concentracdo de proteinas, carboidratos e lipideos em base seca. Nesta tabela é possivel
observar o elevado teor proteico das diferentes microalgas apresentadas, uma vez que todas
apresentam teor de proteinas acima de 28 % (m m™). Com relagdo aos carboidratos e lipideos
presentes nas biomassas microalgais, os valores diferem substantivamente, uma vez que a

Scenedesmus obliquus pode apresentar 10 % (m m™) de carboidratos, enquanto a Chlorella
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vulgaris, em condicBes 6timas de cultivo pode apresentar 57 % (m m™) de carboidratos em
sua biomassa.

Tabela 1 - Composicdo de proteinas, carboidratos e lipideos para diferentes cepas de

microalgas.
Microalga Protel'nqls Carboidrgltos Lipideo_?
(Yo mm™) (Yo mm™) (Yo mm™)
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7
Chamydomonas rheinhardii 48 17 21
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Spirulina méaxima 60-71 13-16 6-7
Synechococcus sp. 63 15 11

Fonte: Adaptado de Becker (1994).

3.1.1 Chlorella

A microalga Chlorella pertence ao grupo das Chlorophytas e a classe
Chlorophyceae. Estes micro-organismos sdo eucarioticos, unicelulares, com formato esférico,
globular ou elipsoidal e podem atingir didametros que variam entre 2-10 um. As células sédo
desprovidas de flagelos, estigma e vacuolos contrateis, porém contém ndcleo, localizado no
centro da célula (PHUKAN et al., 2011). Algumas espécies de Chlorella sdo marinhas,
enquanto outras habitam lagos de dgua doce, sendo que cerca de 90 % do total das espécies,
principalmente as formas microscopicas, ocorrem em agua doce (LOURENCO, 2006).

Em meados de 1960, a biomassa desta microalga comecou a ser comercializada
como suplemento alimentar e depois como alimento para aquicultura marinha (PHUKAN et
al., 2011). Um componente importante para a salide humana que esta presente na Chlorella é
0 B-1,3-glicano, um ativo imunoestimulador que reduz os radicais livres e a quantidade de
lipideos no sangue. Chlorella € rica em vitaminas do complexo B, especialmente B12,
nutrientes como as clorofilas a e b, proteinas, minerais e aminoacidos essenciais, além de
conter ferro, podendo ser utilizada para o tratamento e prevengdo da anemia (DUBINSKY,
1990; IWAMOTO, 2004; SPOLAORE et al., 2006).

Os compostos com elevado valor agregado que podem ser obtidos a partir desta
microalga, sdo os acidos graxos essenciais (WANG; CHEN; QIN, 2012) e pigmentos (SAFI
et al., 2014) os quais podem ser utilizados em substituicdo aos corantes artificiais e

suplementacdo de alimentos (FRUMENTO et al., 2013) e na aquicultura, como alimento para
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alevinos de peixes marinhos (MULLER, 2000). O cultivo de Chlorella pode ser destinado
para diversas aplicacdes, como para a purificacdo de &guas residuais (YAN et al., 2013),
producdo de biomassa para a extracdo de compostos de valor agregado de interesse na area
industria alimenticia e farmacéutica (SOARES et al., 2012), suplemento alimentar
(KUMUDHA et al., 2015) e producédo de biocombustiveis como bioetanol, biodiesel e biogas
(HADIYANTO; AZIMATUN NUR; HARTANTO, 2012).

3.1.2 Spirulina

Spirulina € uma cianobactéria verde-azulada, unicelular, procari6tica e composta
por tricomas de 5-6 um de largura de 20-200 pum de comprimento, pertence a divisao
Cyanophyta, classe Cyanophyceae e ordem Oscillatoriales. A Spirulina é capaz de sobreviver
em lagos com alta alcalinidade, que contenham carbonato de sédio ou bicarbonato (HOFF;
SNELL, 1999; KUMARI et al. 2011; SHIMAMATSU, 2004; SZE, 1998). Em geral, o género
Spirulina é filamentoso, formado por arranjos de tricomas helicoidais (segmentos espiralados
formados de células cilindricas, curtas e largas, revestidas por uma membrana fina), os quais
possuem tamanhos e grau de enrolamento variavel, morfologia enrolada, desenrolada ou reta.
(TOMASELLLI, 1997).

As espécies mais importantes do género Spirulina sdo: S. platensis, S. maxima e S.
fusiformes. A Spirulina é cultivada em temperaturas entre 35 e 40 °C e a temperatura minima
de crescimento é entre 15 e 18 °C durante o dia (COSTA; COZZA, 2000; RICHMOND;
SOEDER, 1986).

A reproducdo desta microalga acontece por fissdo transversal binaria, onde ocorre
a formacdo do hormogonio ou tricoma, que se destaca dando origem a um novo filamento. Ao
redor do tricoma ha uma fileira de poros, separados por septos que sdo visiveis apenas por
microscopia Optica e a célula possui membrana plasmatica cercada por multicamadas da
parede celular (VONSHAK; TOMASELLI, 2000). A parede celular da Spirulina é envolta
por uma capsula ou bainha composta por polissacarideos e ndo apresenta celulose, por esta
razdo, de 85 a 95 % da Spirulina € assimilada pelo organismo (BABADZHANOV et al.,
2004).

A Spirulina possui acidos graxos poli-insaturados e pode ser considerada uma
fonte importante de acido y-linolénico (GLA), que é importante anti-inflamatorio para uso
farmacéutico (KIM et al., 2012) e contém todos aminoacidos essenciais, vitaminas e minerais
(HOWE et al., 2006). A biomassa desta microalga pode ser explorada para producdo de
suplementos alimentares (MUHLING; BELAY; WHITTON, 2005), obtengéo de bioplasticos
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e misturas termoplasticas (ZELLER et al., 2013) producdo de biocombustiveis e também na
formulacéo de alimentos e racbes (DERNER et al., 2006).

3.1.3 Fotossintese

A fotossintese € um processo Unico de converséo da luz solar em energia, na qual
compostos inorganicos e energia da luz sdo convertidos em matéria organica por organismos
fotoautotroficos. Todas as formas de vida na Terra dependem diretamente ou indiretamente da
fotossintese como fonte de matéria organica e energia para 0 metabolismo e crescimento
(MASOJIDEK; TORZILLO; KOBLIZEK, 2013).

A fotossintese pode ser expressa como uma reacdo de reducdo dirigida pela
energia luminosa (captada pelas moléculas de clorofila), onde o didxido de carbono e a agua
sdo convertidos em carboidratos e oxigénio. Este processo é dividido em duas etapas: fase
clara e fase escura (Figura 1). Na fase clara, que acontece nas membranas fotossintéticas, a
energia da luz € convertida em energia quimica, proporcionando um redutor bioguimico,
NADPH,; e um composto de alta energia, ATP. Na fase escura, que acontece no estroma, 0s
produtos ricos em energia, obtidos na fase clara (NADPH, e ATP) s&o utilizados na reducéo
sequencial bioquimica de didxido de carbono a carboidratos (MASOJIDEK; TORZILLO;
KOBLIZEK, 2013).

Figura 1 - Esquema do processo de fotossintese dividido em dois estagios, fase clara e fase

escura.
2 H2° 2 NﬁDPHz coz
_*
= escura
0, clara C (CH,0)
3 ATP .
Carboidratos

Fonte: MASOJIDEK, TORZILLO, KOBLIZEK, 2013.

As cianobactérias, que sdo procariéticas, conttm o nucleoplasma, uma regido
central rica em DNA e o cromoplasto, a regido periférica onde estdo localizadas as
membranas fotossintéticas. As folhas destas membranas fotossintéticas sdo geralmente
dispostas em paralelo, proximas & superficie celular (MASOJIDEK; TORZILLO;
KOBLIZEK, 2013).

Nas microalgas eucarioticas, o aparato fotossintético esta localizado nos
cloroplastos, que contém camadas alternadas de membranas lipoproteicas que sdo
denominadas tilacoides e a fase aquosa (matriz incolor), denominada estroma (STAEHELIN,
1986).
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3.1.4 Producéo de pigmentos pelas microalgas

Os micro-organismos fotossintéticos contém pigmentos organicos capazes de
converter a luz em energia. As trés maiores classes de pigmentos sdo as clorofilas, os
carotenoides e as ficobiliproteinas. As clorofilas (pigmentos verdes) e os carotenoides
(pigmentos amarelos ou laranjas) sdo lipofilicos e associados em complexos clorofila-
proteina, enquanto que as ficobiliproteinas sdo hidrofilicas (MASOJIDEK; KOBLIZEK;
TORZILLO, 2004).

A clorofila a desempenha o papel principal nos sistemas de absorcéo de luz, por
este motivo estd presente em todas as espécies de microalgas fotossintetizantes
(LOURENCO, 2006).

Carotenoides e ficobiliproteinas sdo pigmentos de consideravel valor. Nas algas,
eles funcionam como pigmentos acessorios na captacdo da luz. Os carotenoides também
servem como pigmentos fotoprotetores, que protegem o aparato fotossintético de danos
causados por espécies reativas de oxigénio (LEMOINE; SCHOEFS, 2010).

As ficobiliproteinas estdo presentes em apenas algumas espécies de microalgas, e

estdo divididas em trés classes, baseadas em suas propriedades de absor¢do em determinados

comprimentos de onda (4): ficoeritrinas (Amax ~ 540-570 nm), ficocianinas (Amax ~ 610-620

nm) e aloficocianinas (Amax ~650-655 nm) (BERMEJO et al., 2003; GLAZER, 1984). Este

grupo de pigmentos é responsavel por aumentar o espectro de captacdo de luz pela
fotossintese e também pode atuar como reserva de nitrogénio (LOURENCO, 2006).

A ficocianina é a principal ficobiliproteina presente na Spirulina (VONSHAK,
1997), sendo um pigmento azul que geralmente é utilizado como corante em bebidas, doces e
cosméticos. Em pequenas quantidades também é usada como tragador bioguimico em
imunoensaios, devido as suas propriedades fluorescentes (SILVEIRA et al., 2007). A
ficocianina ja provou possuir propriedades terapéuticas, incluindo, antioxidante, anti-
inflamatdria e atividades anticancerigenas (ERIKSEN, 2008; ROMAY et al., 2003).

3.2 SISTEMAS DE CULTIVOS E FOTOBIORREATORES

Os cultivos das microalgas podem ser realizados em sistemas abertos ou fechados.
Os cultivos abertos referem-se aos cultivos das microalgas ao ar livre em lagoas ou grandes
tanques, denominados raceways. Os raceways sdo tanques em formato oval e a agitacdo do

cultivo é realizada com pés rotativas (SCHENK et al., 2008). Estes cultivos estdo mais
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expostos a contaminantes e variagdes nos parametros de cultivo, como a intensidade de luz
solar, temperatura e homogeneidade de nutrientes, em comparacao aos cultivos fechados.

Outra forma de cultivo sdo os fotobiorreatores fechados, em que é possivel
controlar o funcionamento do sistema permitindo maior eficiéncia fotossintética (SU et al.,
2008). Nos fotobiorreatores, 0 meio de cultura e a microalga permanecem dentro de tubos ou
frascos transparentes e a agitacdo é geralmente realizada por injecdo de ar comprimido,
proporcionando melhor controle dos parametros de cultivo (CHISTI, 2007). Dessa forma, é
possivel obter maiores quantidades de biomassa e, consequentemente, atingir elevadas
produtividades (HARUN et al., 2010).

Os fotobiorreatores fechados apresentam vantagens em relacdo aos tanques
abertos, pois possibilitam que o cultivo seja realizado com apenas uma espécie de microalga e
com tempo de duracdo maior, em relacdo ao sistema aberto. Como este sistema é fechado,
evita possiveis contaminagfes por outras espécies de microalgas, assim como por outros
micro-organismos, além de prevenir a evaporagdo da agua do meio e reduzir as perdas de CO,
(KHAN et al., 2009; RICHMOND, 2004). Para producdo de produtos de maior valor
agregado, como por exemplo, proteinas, acidos graxos de cadeia longa e pigmentos, sugere-se
cultivar as microalgas em fotobiorreatores fechados (ZENG et al., 2011).

O fotobiorreator tubular tem como vantagem uma grande &rea exposta a
luminosidade, que proporciona aumento da relacdo superficie/volume em comparacdo a
outras configuracdes de fotobiorreatores, reduzindo o efeito sombra, o qual é a principal causa
da inibicdo de crescimento em sistemas abertos (TOMASELLI; GIOVANNETTI;
MARGHERI, 1981; TOMASELLI, 1997). Este fotobiorreator também é capaz de aumentar o
tempo de residéncia do gas CO, no meio de cultivo e, consequentemente a eficiéncia de
utilizacdo de nutrientes (MORAIS; COSTA, 2008a).

3.2.1 Fatores que influenciam no crescimento das microalgas

Assim como no ambiente natural, nos cultivos artificiais, o crescimento de uma
populacdo de microalgas é resultado da interacdo entre fatores bioldgicos, fisicos e quimicos
(MOHEIMANI, 2005). Estes fatores se tornam limitantes ou otimizantes de acordo com as
respostas das celulas a essas condigdes pré-estabelecidas. Em condi¢bes adequadas, as
microalgas podem dobrar sua biomassa em até 24 h ou menos. Durante a fase de crescimento
exponencial, elas podem completar um ciclo em até 4 h (CHISTI, 2007).

Os fatores biologicos estdo relacionados as taxas metabolicas da espécie

cultivada, a possivel influéncia de outros organismos sobre seu desenvolvimento e a idade do
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inéculo (PELIZER et al., 2003). Quanto aos fatores fisicos, o crescimento da microalga esta
relacionado a uma série de parametros, como a luminosidade, temperatura e aeracdo. Em
relacdo aos fatores quimicos, destaca-se a disponibilidade de nutrientes e os fatores fisico-
quimicos, compreendem a concentracao salina no meio de cultivo e o pH (LOURENCO,
2006; MATA; MARTINS; CAETANO, 2010). Todos esses fatores influenciam no valor
nutricional das microalgas, na digestibilidade (relacionada a estrutura e composic¢do da parede
celular), na sua forma e tamanho e composi¢éo bioquimica (nutrientes, enzimas e toxinas, se
presentes).

A influéncia da luz no desenvolvimento das microalgas estd relacionada ao
fotoperiodo (tempo de exposicao a luz), intensidade, qualidade (comprimento de onda) e ao
tipo de luz (cor). O fato de a luz variar tanto no espaco (profundidade e latitude) quanto no
tempo, também é um fator condicionador ao seu crescimento (ABE; GALVAO, 1991;
DARLEY, 1982; DUBINSKI, 1990). A qualidade do espectro luminoso também é
responsavel pelos efeitos diferenciados no crescimento celular, em especial, na composicéo
bioquimica. Se a intensidade luminosa for diminuida, os pigmentos diretamente envolvidos
com a fotossintese aumentam, como a clorofila a. Por outro lado, elevando a intensidade
luminosa, os pigmentos que servem como agentes fotoprotetores aumentam, como a
zeaxantina e o B-caroteno (JENSEN; KNUTSEN, 1993).

O cultivo sob alta intensidade luminosa € responsavel por dois fendmenos
prejudiciais ao cultivo: a foto-oxidacdo e a fotoinibicdo. O primeiro pode causar efeitos letais
para as células, podendo levar a perda total da cultura. J& a fotoinibicdo pode acarretar
decréscimo no crescimento, o qual também pode ocorrer sob intensidade de luminosidade
moderada, caso a taxa fotossintética esteja limitada por alguns fatores estressantes, como a
utilizacdo de baixas temperaturas (JENSEN; KNUTSEN, 1993).

O segundo fator restritivo mais importante no crescimento das microalgas é a
temperatura, a qual exerce grande influéncia sobre as reacGes metabdlicas e,
consequentemente, na taxa de crescimento. Varias espécies de microalgas toleram facilmente
temperaturas entre 8 e 15 °C, que sdo inferiores a temperatura 6tima de crescimento. No
entanto, em temperaturas elevadas, cerca de 4 °C acima do 6timo, podera resultar na perda
total da cultura (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

Em relagdo a nutri¢do, as microalgas possuem necessidades de varios nutrientes
para alcancar crescimento otimizado. A composi¢do do meio de cultura € uma simulacéo do
meio natural em que a espécie habita; assim, deve conter sais minerais, algumas vitaminas e

alguns elementos tragos. Os nutrientes necessarios dividem-se em macronutrientes (C, H, O,
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N, P, S, K, Mg, Si e Fe) e micronutrientes (Mn, Cu, Zn, Mo, V, B, Co, Ca, Na, Se e Ni)
(LOURENCGCO, 2006).

Para que os componentes do meio de cultura sejam devidamente absorvidos,
deve-se haver um controle do pH, o qual é influenciado pelas proporcdes entre formas de
carbono dissolvidas na agua de cultivo. O consumo do CO, afeta diretamente o crescimento
das microalgas e como consequéncia, modifica o pH do sistema (LOURENCO, 2006).

A salinidade é outro fator importante a ser considerado, pois pode afetar o
crescimento e a composicao da célula de microalga, tanto em sistemas abertos como fechados
e cada microalga possui uma salinidade 6tima. A variacdo na salinidade do meio pode
prejudicar o crescimento da microalga devido ao estresse osmotico e idnico (BRAND, 1984;
GLASS, 1983).

A aeracdo também contribui para o crescimento das microalgas, uma vez que
proporciona a homogeneizagdo das celulas, do calor e dos metabdlitos. Além de facilitar a
transferéncia de gases, prevenir a sedimentacdo e ajudar no contato entre as células e os
nutrientes (LITCHFIELD, 1977; RICHMOND, 1986).

3.3 CAMPOS MAGNETICOS

O campo magnético (CM) corresponde a regido onde atuam as forcas magnéticas
e sua unidade no sistema internacional é o tesla (T). Os CM podem ser uniformes, quando
mantém a mesma intensidade de campo em um determinado local; continuos, quando mantém
uma determinada intensidade ao longo do tempo ou alternados, quando a intensidade varia. A
intensidade do CM é sempre mais intensa junto a fonte que o emite e diminui com a distancia
(BURNS; MacDONALD, 1975). Os CM séo classificados como fracos (< 1 mT ), moderados
(I mT-1T), fortes (1 T—5T) e ultra-fortes (> 5 T) (DINI; ABBRO, 2005).

Os CM podem ser gerados por imds permanentes ou por correntes elétricas. Em
cada extremidade do imd, hd um polo norte e um polo sul, onde o CM é mais intenso
(GIANCOLI, 1998). Os imds sdo compostos por diferentes materiais condutores, como
neodimio, ferrite, entre outros. Cada material possui sua intensidade magnética caracteristica
e 0s CM gerados ndo sdo uniformes ao longo do ima.

O CM gerado por correntes elétricas baseia-se no experimento do fisico
dinamarqués Hans Christian Oersted, que em 1820 descobriu a relacdo entre os fendmenos
elétricos e magnéticos. Através da sua experiéncia, observou que uma corrente elétrica era
capaz de alterar a direcdo de uma agulha magnética de uma bussola, concluindo assim que

todo fio condutor percorrido por corrente elétrica, é capaz de criar em torno de si um CM.
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Os CM podem ser gerados por corrente elétrica, por meio de condutores retos,
espira circular, bobina circular plana, toroides, eletroimas e solenoides. O solenoide é um
dispositivo constituido de um fio condutor longo enrolado em forma de espiras (GIANCOLI,
1998). O CM produzido proximo ao centro do solenoide ao ser percorrido por uma corrente
elétrica é praticamente uniforme (intensidade, dire¢éo e sentido constantes).

A direcdo e o sentido das linhas de campo geradas pelo im& permanente e por um
solenoide percorrido por uma corrente elétrica, assim como a localizagdo dos seus polos

podem ser observados na Figura 2-a e 2-b, respectivamente.

Figura 2- Esquema das linhas de inducdo e localizacdo dos polos do ima (a) e solenoide (b).

Fonte: SALMERON (2007).

O CM gerado por corrente elétrica € uniforme no interior do solenoide e pode ser
calculado através da Equacdo 1, em que B corresponde a inducdo magnética no centro do
solenoide (T, tesla); u € a permeabilidade magnética do meio no interior do solenoide
(4.7.1077, T m A™); N é o nimero de espiras do solenoide; i ¢ a intensidade da corrente
elétrica que percorre o solenoide (A, ampere) e L o comprimento longitudinal do solenoide

(m).

~ uNi
L

B 1)

3.3.1 Interacdo dos campos magnéticos com 0s organismos bioldgicos

As células e 0s organismos vivos possuem a capacidade de responder a um amplo
espectro de estimulos ambientais e de estresse. Como por exemplo, as forgas magnéticas
oriundas dos CM, respondendo a estas interacbes por meio de alteracBes intra e extra-
celulares (SAFFER; PHILLIPS, 1996).

Os tecidos vivos interagem com 0s CM de acordo com trés mecanismos (ICNIRP,
1994; UNEP/WHO/IRPA, 1987). O primeiro mecanismo € a inducdo magnetica, quando os
CM estéticos exercem forcas capazes de mover ions em solucdes, como os eletrolitos, dando

origem a inducdo de campos elétricos e correntes. Valores maximos estimados em torno da
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veia aorta s&o em torno de 10 mV T, O CM estético também vai exercer uma forca fisica na
corrente sanguinea que é proporcional a atual conducdo ibnica e a densidade do fluxo
magnético (KOWALCZUK; SIENKIEWICZ; SAUNDERS, 1991). O segundo mecanismo é
o efeito magnético-mecénico, quando CM estaticos uniformes produzem torcGes em
determinadas moléculas e nos materiais ferromagnéticos, como a magnetite, no organismo.
Insetos, alguns passaros e outros organismos possuem células contendo magnetites para
ajudar a encontrar direcGes por meio desse mecanismo (KIRSCHVINCK, 1992). O terceiro
mecanismo sdo as interacdes eletronicas, quando CM estaticos podem alterar niveis de
energia e orientacdo da rotacdo de elétrons (REPACHOLI; GREENEBAUM, 1999).

Os bioefeitos ocasionados pelo CM nos organismos bioldgicos podem ser
interpretados como um estresse que as células sofrem e o sistema responde através dos
mesmos mecanismos, assim como acontece com o estresse térmico devido ao aumento da
temperatura, que causa nas células uma inducdo na sintese de determinadas proteinas. Em
células expostas ao CM, observaram-se desvios no caminho da sintese de proteinas
comparando com células que ndo foram expostas ao CM. As distribuicdes da massa molecular
e do ponto isoelétrico das proteinas das células que foram submetidas ao CM ou a alta
temperatura sdo semelhantes, mesmo que as energias aplicadas sejam bem diferentes, uma
vez que a energia do CM é muito menor que a energia térmica. A partir destas observacoes,
Blank (1993) concluiu que existem receptores com sensibilidades bem diferentes para cada
modalidade e a resposta de cada receptor é proporcional a energia.

Os efeitos dos CM sobre o crescimento celular € classificado em inibitorio, nulo e
estimulante. Os efeitos bioldgicos decorrentes da exposicdo as forcas magnéticas dependem
da intensidade magnética, frequéncia, a forma de pulso e tempo de exposi¢do (RAI, 1997). A
estimulacdo ou inibicdo dos processos celulares a partir da aplicacdo dos CM € de grande
interesse na grande area da biotecnologia, pois além de estabelecer os mecanismos basicos
desta interacdo, também pode determinar seu potencial nas aplica¢des préaticas (LEI; BERG,
1998).

A ligacéo entre 0s CM e os efeitos em organismos vivos esta no fato que o CM
causa um estresse oxidativo na célula, pois o CM pode alterar os niveis de energia e a
orientacdo da rotacdo de elétrons para aumentar a atividade, concentracéo e tempo de vida dos
radicais livres (REPACHOLI; GREENEBAUM, 1999; SAHEBJAMEI; ABDOLMALEKI,
GHANATI, 2007).

Todas as forcas magnéticas causam metabolizacdo nas células bioldgicas e

movimentos de elétrons e ions, atividades dos radicais livres, das proteinas e enzimas dos
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atomos magnéticos e permeacdo de biofilmes, assim como mudancas no crescimento da
célula (YANG et al., 2011).

A resposta biologica a aplicacdo dos CM ndo € linear, uma vez que apenas para
determinadas frequéncias e indugdes magnéticas se observam respostas significativas. Os
efeitos serdo diferentes de acordo com a forma e aplicacdo dos parametros caracteristicos dos
CM (intensidade, frequéncia e tempo de aplicacdo) (FOLOGEA et al., 1998).

Os bioefeitos dos CM ja foram estudados em células, tecidos e organismos vivos.
Os efeitos bioldgicos e na saude decorrentes da exposi¢do dos organismos a CM estaticos de
elevada intensidade séo frequente objetos de estudos. Em células mamarias, os CM estéaticos
de 10 mT ou menos afetam as células quanto a morfologia (CHIONNA et al., 2003), o
crescimento e tamanho (ROSEN; CHASTNEY, 2009) e mitose (TENUZZO et al., 2006). Em
ratos, o estresse oxidativo aumentou pela acdo do CM estatico (AMARA et al., 2007). Em
estudos com ratos com tumores, 0 CM de 15 mT causou significante reducdo no volume dos
tumores, diminuindo a taxa de crescimento apés efeito de eletroquimioterapia (MAHNA,;
FIROOZABADI; SHANKAYI, 2014).

Os CM estéaticos causam varios efeitos em micro-organismos e em plantas, dentre
estes: estimulo no crescimento de Sacharomyces cerevisiae ATCC 7754 e produgdo de
glutationa (SANTOS et al., 2010) , aumento na germinacdo de sementes, crescimento e
conteido de pigmentos (CAKMAK; DUMLUPINAR; ERDAL, 2010) e aumento do estresse
oxidativo em células vegetais (SAHEBJAMEI; ABDOLMALEKI; GHANATI, 2007). As
células fotossintéticas tém sido utilizadas como modelos de estresse oxidativo induzido por
CM estaticos (WANG et al., 2008).

3.3.2 Estudos com aplicacdo de campo magnético no cultivo de microalgas

Os bioefeitos decorrentes da aplicacdo dos CM no cultivo de microalgas ¢ um
campo muito pouco explorado. Os escassos estudos apresentados na literatura divergem entre
os valores de intensidade do CM aplicados, ndo podendo ser possivel uma comparacéo efetiva
dos bioefeitos ocasionados em cada espécie estudada.

Nos trabalhos realizados por Hirano, Ohta e Abe (1998), intensidades de CM de
0,05 a 70 mT foram estudados no cultivo da microalga Spirulina platensis IAM M-135. Com
aumento da densidade do fluxo magnético, foi verificado aumento da eficiéncia fotossintética,
com excitagdo da clorofila. Quando aplicado o CM de 10 mT foi obtido o contedtdo maximo
de ficocianina e carboidratos produzidos por esta microalga, e estes valores diminuiram a

medida que a intensidade do CM aumentou. O efeito dos CM no conteudo de ficocianina foi
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evidente no terceiro dia de cultivo, antes de causar efeito no crescimento desta microalga,
indicando que o estimulo do crescimento da S. platensis pelo CM foi resultado da aceleracéo
da biossintese da ficocianina. Durante a aplicacdo de CM de 10 mT, estes pesquisadores
concluiram que o incremento no conteudo de ficocianina possui papel importante na ativacao
do fotossistema I, um dos responsaveis pela ativacdo das reacdes de transferéncia de elétrons
durante a fotossintese. Quando aplicado 70 mT, houve decréscimo no contetdo de
ficocianina. Os conteudos de clorofila e B-caroteno ndo foram afetados pela presenca do CM.
O crescimento da S. platensis foi inibido quando exposta a CM acima de 40 mT, devido a
inibicdo da sintese de gliceroglicolipideos, ficocianina e carboidratos.

Li et al. (2007) cultivaram a microalga Spirulina platensis por 7 dias com
aplicacdo de CM méaximo de 550 mT a fim de avaliar os efeitos do CM no crescimento e
composicao nutricional da microalga. Os melhores resultados foram alcangados com 250 mT,
onde a massa seca aumentou em 22 % em tempo inferior a dois dias em relagdo ao cultivo
controle. Os autores concluiram que CM com intensidade de 250 mT devem ser aplicados
para aumentar o crescimento da microalga quando cultivada em fermentadores air-lift.

O crescimento da microalga Chlorella vulgaris foi estudado por Wang et al.
(2008) e estes pesquisadores observaram aumento significativo no crescimento, quando esta
microalga foi cultivada com aplicacdo de CM entre 10 e 35 mT. Quando foi exposta as
intensidades entre 45 e 50 mT ndo houve diferenca entre o crescimento das células expostas a
CM e as nédo expostas.

Capitdo (2010) avaliou os efeitos dos CM de 50, 100 e 250 mT no crescimento de
diferentes espécies de microalgas, Spirogyra sp. 2538, Pediastrum duplex e Pandorina
morum. O estudo revelou que a microalga Spirogyra sp. obteve crescimento mais lento
conforme o aumento da intensidade do CM aplicado. Pediastrum duplex e Pandorina morum
demonstraram alteraces no crescimento devido a pequenas alteracGes da temperatura, 0 que
camuflou possiveis efeitos dos CM.

Luna, Alvarez e Rivero (2011) avaliaram os efeitos da aplicacio do CM de 30 mT
na microalga Chlorella vulgaris Beijerinck F010102-A e os resultados obtidos apresentaram
densidades celulares maximas em menor tempo de cultivo. A concentracdo de lipideos foi
méaxima quando se aplicou o CM na fase estacionaria, variando de 1,70 £ 0,02 até 3,48 + 0,03
pg cel™. Do ponto de vista metabélico, a aplicagdo do CM diminuiu a concentragdo de
clorofila e favoreceu o acimulo de proteinas durante a fase exponencial.

Beruto et al. (2014) estudaram o efeito do CM com baixa intensidade e baixa

frequéncia (3 mT e 75 Hz) na cinética de crescimento da microalga Chlorella vulgaris
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CCAP211. O efeito deste CM néo foi significativo na divisdo mit6tica, porém teve papel
importante na obtencédo da clusterizagéo celular.
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4

4.1

MATERIAL E METODOS

ESQUEMA DOS ENSAIOS REALIZADOS

A Figura 3 apresenta o fluxograma de como foi realizado o estudo da aplicacdo

dos CM nos cultivos das microalgas.

4.2

Figura 3- Esquema dos ensaios realizados neste estudo.

Campo magnético
gerado por
corrente elétrica

Campo magnético
gerado por imis

Controle
(sem campo magnetico)

Biomassa
microalgal

Lipideos

MICRO-ORGANISMOS E MEIOS DE CULTIVO

Neste estudo foi utilizada a microalga Chlorella fusca LEB 111 (Figura 4) e a

Spirulina sp. LEB 18 (Figura 5). A primeira foi isolada de lagos e lagoas proximos a regiao

da Usina Termelétrica Presidente Médici, em Candiota-RS. Os cultivos com C. fusca foram
realizados em meio BG-11, que contém (g L™): NaNOs; (1,5); KoHPO,.7H,O (0,04);
MgS0O,.7H,O (0,075); CaCl,.2H,0 (0,036); CsHi1;FeNO; (0,006); CioH14N2NayOg.2H
(0,001); Na,COs (0,02); CsHgO7 (0,006) e solucdo A5+Co (1 mL L™). Solucdo A5+Co
contém (g L™): HsBOs (2,86), MnCl,.4H,0 (1,81), ZnSO,.7H,0 (0,222), NaMoO, (0,015),
CuS04.5H,0 (0,079) e Co(NO3).6H,0 (0,0494) (RIPPKA et al., 1979).
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Figura 4- Microalga Chlorella fusca (aumento de 400X)
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Fonte: Laboratdrio de Engenharia Bioquimica — LEB -FURG

A cianobactéria Spirulina sp. LEB 18 foi isolada da Lagoa Mangueira localizada
no municipio de Santa Vitdria do Palmar-RS (MORAIS; COSTA, 2008c) Os cultivos da
Spirulina sp. LEB 18 foram realizados em meio Zarrouk, que contém (g L™): NaHCOj3 (16,8),
K,HPO, (0,5), NaNO3 (2,5), K;SO, (1,0), NaCl (1,0), MgSO,7H,0 (0,2), CaCl, (0,04),
FeS04.7H,0 (0,01), EDTA (0,08), solugdo A5 (1 mL L™) e solugdo B6 (1 mL L™Y). Solugdo
A5 contém (g L™): HsBO; (2,86), MnCl,.4H,0 (1,81), ZnS04.7H,0 (0,222), NaMoO,
(0,015), CuSO45H,0 (0,079). Solucdo B6 contém (g L™): NHsVO; (23,0),
K2Cry(S04).4.24H,0 (96,0), NiSO,4.7H,0 (48,0), Na,W0,.2H,0 (18,0), TiOSO4.H,S0,4.8H,0
(61,1), Co(NO3)..6H,0 (44,0) (ZARROUK, 1966).

Figura 5- Microalga Spirulina sp. LEB 18 (aumento de 400X)

Fonte: Laborato6rio de Engenharia Bioquimica — LEB - FURG

Ambas pertencem a Colecdo de Culturas do Laboratério de Engenharia
Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

4.3 FOTOBIORREATORES E CONDIGOES DE CULTIVO

Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores tubulares verticais de acrilico,
com volume total de 2 L, volume util de 1,8 L (Figura 6) e mantidos em estufa termostatizada
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a 30 °C, iluminancia de 60 pmol m?s™ e fotoperiodo de 12 h claro/escuro, durante o periodo
de 15 d. A iluminancia foi medida por meio de um luximetro (Instrutherm, LD-209, Brasil). A
agitacao dos cultivos foi realizada atraves de injecdo de ar comprimido filtrado em & de vidro
esteril.

De acordo com estudos prévios, as seguintes condi¢Bes de aeracdo e concentracdo
celular inicial foram utilizadas: nos cultivos com a Chlorella fusca LEB 111, a vaz&o do ar
utilizada foi 0,4 vvm (volume de ar volume de meio™ min™) e concentragéo celular inicial de
0,3 g L™ J& nos cultivos com a Spirulina sp. LEB 18, a vazdo utilizada foi 0,3 vvm e
concentraco celular inicial de 0,2 g L™.

A evaporacédo da agua durante o cultivo foi controlada por meio da manutencéo do
volume das culturas com reposicdo diaria de agua destilada estéril. Os cultivos foram
realizados em duplicata. Diariamente foi retirada uma aliquota de 5 mL de cada fotobiorreator

para avaliacdo da concentracéo celular e pH.

Figura 6- Esquema do fotobiorreator tubular vertical utilizado nos cultivos.
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44 APLICACAO DE CAMPOS MAGNETICOS NOS CULTIVOS

Os CM no cultivo das microalgas foram aplicados mediante adaptacdes de imas e
solenoide nos fotobiorreatores tubulares. A intensidade de CM gerada pelos dispositivos
foram medidas por medidor de CM (Global Mag, TLMP-HALL 05k, Brasil). As medicoes

foram realizadas no interior do fotobiorreator onde as microalgas foram cultivadas, sendo
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feitas na parede interna e no centro do fotobiorreator. Dessa forma, foi possivel obter uma

média da intensidade do CM a que as microalgas foram submetidas.

4.4.1 Campo magnético gerado por imas

Os cultivos com CM gerado por imds foram realizados mediante adaptacdo de
dois tipos de iméas de ferrite, ima com intensidade média de 30 mT (150 x 50 x 10 mm),
(Figura 7-a) e com intensidade média de 60 mT (50 x 50 x 25 mm) (Figura 7-b). Em cada
fotobiorreator tubular foram utilizados dois imés, os quais foram acoplados na parte externa
do fotobiorreator tubular, dispostos a 180° de distancia um do outro, como apresentado na
Figura 7. Dessa forma, o CM gerado se concentrou na parte interna, onde as microalgas foram

cultivadas.

Figura 7- imas de ferrite adaptados nos fotobiorreatores tubulares, (a) 30 mT; (b) 60 mT

A fim de avaliar a influéncia do tempo de aplicagio do CM no cultivo das
microalgas, os imas foram aplicados de duas formas: durante todo o periodo de cultivo de
forma permanente (24 h d™) e durante 1 h d™. Quando o CM foi aplicado por 1 h d*?, as
aliquotas para avaliacdo da concentracdo celular foram retiradas apds 1 h de aplicagdo do CM,

sempre no mesmo periodo do dia.

4.4.2 Campo magnético gerado por corrente elétrica

Para gerar o CM a partir de corrente elétrica, foi construido um solenoide de fio
de cobre esmaltado com 100 espiras, o qual foi acoplado ao redor da parte externa do
fotobiorreator tubular, como apresentado na Figura 8. Cada extremidade do solenoide foi
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conectada as fontes de alimentac&o, sendo utilizadas duas fontes de alimentagdo, uma para
cada fotobiorreator tubular: EA Elektro-automatik (EA-PS 2032-050, Alemanha) e Dual
Tracking DC Power Supply Kikusui (CC-3032, Japdo). Estas fontes forneceram corrente
elétrica de 4,5 A, gerando assim o CM de 5 mT uniforme no sentido perpendicular a secdo
reta no solenoide. Dessa forma o CM se concentrou no interior do fotobiorreator onde as
microalgas foram cultivadas. Nesta etapa, os cultivos ficaram expostos a0 CM por 1 h d™.

Figura 8- Adaptacdo para gerar o campo magnético por corrente elétrica: (a) fontes de
alimentacdo; (b) solenoides de fio de cobre esmaltado acoplado nos fotobiorreatores
tubulares.

4.4.3 Cultivos controle

Com o objetivo de avaliar apenas a influéncia dos CM nas respostas, se fez
necessario realizar cultivos controle (CC), sem exposicdo das culturas ao CM, porém nas
mesmas condicdes de temperatura, luminosidade, aeragdo e nutrientes. Nestes cultivos, 0 CM
presente foi 0,005 mT, o campo magnético terrestre.

Nos locais em que foram adaptados os imds e o solenoide nos fotobiorreatores, a
luz ficou indisponivel para as microalgas. Dessa forma, nos CC foram utilizados moldes de
papeldo do mesmo formato e local dos imas e solenoide, a fim de manter a uniformidade da
intensidade luminosa recebida pelas microalgas.

A Tabela 2 apresenta de forma simplificada as condigdes estudadas neste trabalho,
com cada condi¢do de CM especificada para cada microalga.
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Tabela 2- Condic¢6es de cultivo estudadas neste trabalho para cada microalga.

Microalga Condicao

Controle
ima30 mT, 24 hd*
ima30mT,1hd*
ima 60 mT, 24 hd*
ima 60 mT, 1 hd™

Solenoide 5mT, 1 hd*

Spirulina sp. LEB 18

Controle
ima 30 mT, 24 hd*
imd30mT,1hd*
imad 60 mT, 24 hd*
ima 60 mT, 1 hd™
Solenoide 5mT, 1 hd*

Chlorella fusca LEB 111

45 DETERMINACOES ANALITICAS

45.1 Determinacdo da concentracdo de biomassa

A concentracdo de biomassa foi determinada diariamente mediante a leitura da
densidade ¢tica das culturas em espectrofotdmetro (Quimis, Q998U, Brasil), no comprimento
de onda de 670 nm, a partir de uma curva padrdo correspondente a cada microalga
(APENDICE, Figura AP 1 e AP 2), que relaciona a densidade 6tica e a massa seca de
biomassa (COSTA et al., 2002).

45.2 Determinacdo de pH

O pH dos cultivos foi avaliado diariamente por meio da leitura direta em pHmetro
digital (Quimis, Q400MT, Brasil).

46 RECUPERACAO DA BIOMASSA DO MEIO LIQUIDO

Ao final dos cultivos, a biomassa foi recuperada do meio liquido por
centrifugagcdo (HITACHI, himac CR-GlIII, Japéo) (9690 x g; 20 °C; 20 min), ressuspendida
em &gua destilada e novamente centrifugada (9690 x g; 20 °C; 10 min) para remocao dos sais
do meio de cultivo. A biomassa centrifugada foi congelada em ultrafreezer (Eppendorf, New
Brunswick Scientific Innova U535, Brasil) por 48 h a -80 °C e posteriormente liofilizada
(LABCONCO, EUA). As amostras liofilizadas foram mantidas em freezer a -20 °C para

posterior caracterizacdo quanto ao teor de proteinas, lipidios, carboidratos e cinzas.
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4.7 COMPOSICAO CENTESIMAL DAS BIOMASSAS

As biomassas obtidas ap6s os cultivos foram analisadas quanto ao teor de
umidade, proteinas, carboidratos, lipideos e cinzas.

Para realizacdo das analises de proteinas e carboidratos foi necessario preparar
extratos ndo clarificados de biomassa. Estes extratos foram obtidos a partir de 5 mg de
biomassa microalgal liofilizada e 10 mL de agua destilada, que foram sonicados em sonda
ultrassonica (COLE PARMER, CPX 130, EUA) por 10 min, em ciclos de 59 s (59 s ligada e
59 s desligada). Este procedimento foi realizado com intuito de liberar o material intracelular
das microalgas no meio liquido. As andlises de lipideos e cinzas foram realizadas diretamente

na biomassa liofilizada.

4.7.1 Determinacao do teor de umidade

O teor de umidade foi determinado pela metodologia oficial descrita pela Official
Methods of Analysis - AOAC (2000), onde as amostras foram submetidas a 105 °C em estufa

até massa constante, de acordo com a Equacéo 2.

()

. massa da amostra Umida — massa da amostra seca
%umidade = ( j.lOO

massa da amostra Umida

4.7.2 Determinacdo do teor de proteinas

O teor de proteinas nas biomassas foi determinado pelo método colorimétrico
descrito por Lowry et al. (1951), utilizando curva padréo de albumina de soro bovino.

Para realizacdo desta metodologia foram adicionados 0,5 mL do extrato obtido da
biomassa e 0,5 mL de NaOH 1 mol L™ em tubos de ensaios, e estes tubos foram aquecidos
100 °C por 5 min em banho-maria e apds foram resfriados em banho de agua fria por 10 min.
Em seguida, foram adicionados 2,5 mL da solucdo que continha Na,CO3 5 % (m v, tartarato
de sédio e potassio 1 % (m v*), CuSO45H,0 0,5 % (m v™), e 0,5 mL de Follin-Ciocalteau 1
mol L™ Os tubos foram mantidos por 30 min no escuro e transcorrido este tempo, foi

realizada leitura da absorbancia em espectrofotémetro a 750 nm.

4.7.3 Determinacao do teor de carboidratos

O teor de carboidratos foi determinado pelo método fenol-sulfurico descrito por

Dubois et al. (1956), utilizando curva padréo de glicose.
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Para realizagdo deste metodo foram adicionados 1 mL do extrato de biomassa e 1
mL da solugdo fenol 5 % (v v'*) em tubos de ensaio. Os tubos foram agitados, adicionou-se 5
mL de H,SO, e apo6s foram novamente agitados. Os tubos permaneceram em repouso por 10
min e depois foram resfriados em banho de &gua fria por 20 min, para parar a reagdo com o
acido. Transcorrido este tempo, as absorbancias das amostras foram lidas em

espectrofotobmetro a 488 nm.

4.7.4 Determinacdo do teor de lipideos

Os lipideos presentes na biomassa liofilizada foram extraidos de acordo com o
método proposto por Folch, Lees e Stanley (1957), utilizando os solventes cloroférmio e
metanol. Para obtencéo do teor de lipideos, foram utilizados 0,25 g de biomassa e 5 mL de
cloroférmio-metanol (2:1) adicionados em tubos de centrifuga. Em seguida, os tubos foram
agitados em banho ultrassonico por 15 min e centrifugados a 6000 x g por 20 min. O
sobrenadante obtido foi recolhido em papel filtro para o funil de separacdo. Estas etapas
foram realizadas quatro vezes. No funil de separacéo, adicionou-se 7 mL de KCI 0,88 % (m v°
1), agitou-se e na separacdo das fases, a fase inferior foi transferida para outro funil de
separagdo. Neste outro funil adicionou-se 9 mL de metanol-agua (2:1), agitou-se, e a fase
inferior foi filtrada em sulfato de sddio anidro direto no baldo de fundo chato. Os solventes
foram evaporados em rotaevaporador e depois estes baldes foram levados para estufa a 50 °C
por 2 h. O teor de lipideos foi determinado por diferenca de massa, de acordo com a Equacédo
3.

massa final doslipideos
massa deamostra

% lipideos = 100 3)

4.7.5 Determinacgao do teor de cinzas

O teor de cinzas foi determinado pela metodologia oficial descrita pela Official
Methods of Analysis - AOAC (2000). A amostra liofilizada foi incinerada em bico de Bunsen
e apos foi transferida para o forno mufla a 560 °C por 3 h. O teor de cinzas foi obtido de
acordo com a Equagéo 4.

. massa da cinza
% cinzas = .100 (@))]
massa da amostra
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4.8 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DA FICOCIANINA

A extracdo da ficocianina da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 foi realizada
utilizando 4gua como solvente, em uma concentracido de 0,08 g mL™, com biomassa
liofilizada (SILVEIRA et al., 2007). O extrato foi obtido com agita¢do a 100 rpm por 1 h a 25
°C em shaker (New Brunswick Scientific, Innova 44, Alemanha) e este extrato foi
centrifugado a 6000 x g por 10 min (HITACHI, Himac CT 6EL, Japdo). Apds estas etapas,
foram realizadas as leituras da absorbéncia do sobrenadante obtido, nos comprimentos de
onda de 615 e 652 nm.

A concentracdo de ficocianina (mg mL™) foi obtida através do método
espectrofotométrico usando a Equacéo 5, descrita por Bennett e Bogorad (1973), em que CF é
a concentracdo de ficocianina em mg mL™; Agis e Ags, S80 as leituras de absorbancias nos
respectivos comprimentos de onda.

— A615 B 0’474-(A 652)
5,34

CF ()

O rendimento da extracdo (SILVEIRA et al., 2007) foi calculado de acordo com a
Equacéo 6, em que, R corresponde ao rendimento da extracdo (mg g™*); CF é a concentrago
de ficocianina (mg mL™); V é o volume de solvente (mL) e BS a biomassa seca (g).

_CF.V
BS

R (6)

49 RESPOSTAS ESTUDADAS
4.9.1 Composicdo centesimal da biomassa

Para comparar 0s resultados da caracterizacdo da biomassa obtida dos cultivos
com aplicagdo de CM em relacdo aos CC, foi utilizada a Equacéo 7, em que o valor de PD
corresponde a porcentagem de diferenca da resposta avaliada com a aplicacdo de CM, em
relacéo as respostas obtidas nos CC; Ccwm € 0 valor da resposta do cultivo com CM e Ceontrole €

o0 valor correspondente a resposta obtida no CC.

PD = (CCM B CCONTROLE ]_100 (7)

CCONT ROLE
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4.9.2 Avaliacdo dos parametros de crescimento

Nos cultivos realizados foram determinadas as respostas produtividade maxima
(Pmax), velocidade especifica maxima de crescimento (umax), concentragdo de biomassa
maxima (Xmax) € tempo de geragao (tg).

As produtividades (P, g L™ d™) em cada dia de cultivo foram calculadas de acordo
com a Equacdo 8 e o valor de Pns corresponde ao maior valor encontrado entre as
produtividades calculadas, sendo X (g L™), a concentracdo de biomassa no tempo t; X; a
concentracdo de biomassa inicial (g L™) e t o tempo.

(X =Xi)
ot

. ®)

A velocidade especifica de crescimento (lx) corresponde a quantidade de células
formadas na unidade de tempo em funcdo da concentracdo celular. A velocidade especifica
méaxima de crescimento (Umax) é a velocidade na fase exponencial de crescimento e foi obtida
por regressao exponencial na fase logaritmica de multiplicacéo celular.

O tempo de geragdo (ty) corresponde ao tempo necessario para gque ocorra a
duplicacdo celular. Este foi determinado na fase exponencial de crescimento de cada cultivo,
de acordo com a Equacao 9 (BAILEY; OLLIS, 1986).

In2

t ©)
’ u max

4.10 ANALISE ESTATISTICA

As respostas obtidas dos cultivos com CM gerados por imas em diferentes tempos
de aplicacdo e o CC foram avaliadas por meio de Analise de Variancia, seguida pelo teste de
Tukey, com intervalo de confianca de 95 % (p < 0,05). As médias referentes aos cultivos com
solenoide e CC foram avaliadas por meio do teste T de Student, com intervalo de confianca de
95 % (p < 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

51 CULTIVOS COM A MICROALGA Chlorella fusca LEB 111
Os cultivos da microalga Chlorella fusca LEB 111 foram realizados com

aplicacdo de CM gerado por imds com diferentes intensidades e tempos de aplicacdo, e com
CM gerado por corrente elétrica, mediante adaptacdo de solenoide ao redor dos

fotobiorreatores.

5.1.1 Cultivos com aplicacdo de CM gerado por imas

As Figuras 9 e 10 apresentam as concentracdes de biomassa (g L™) ao longo do
tempo de cultivo (15 d) da C. fusca cultivada com aplicacdo de CM gerado por imas de ferrite
com intensidade de 30 mT e 60 mT, respectivamente, comparados com os cultivos controle
(CC). Os cultivos foram realizados com diferentes tempos de aplicagdo, por 24 h d™ e por 1 h
d®. A C. fusca apresentou crescimento celular para todas as intensidades e tempos de

aplicagéo avaliados nesta etapa.

Figura 9 - Concentracdo de biomassa de Chlorella fusca LEB 111 cultivada com aplicacdo de
CM gerado por ima com intensidade de 30 mT, em diferentes tempos de aplicacdo, 24 h d*

(®),1hd™ (@) eo cultivo controle (e).
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O CC apresentou pequena fase lag de crescimento, seguido da fase exponencial
entre 0 2° e 5° dia de cultivo. Os cultivos com aplicacdo de 30 mT ndo apresentaram fase lag
de crescimento e a fase exponencial permaneceu até o 5° dia (APENDICE - Figura AP 3). No
14° dia foi verificada a desaceleracdo do crescimento desta microalga nestas condicoes,

demonstrando tendéncia a fase estacionaria.
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Nos cultivos com aplicacdo de 30 mT por 1 h d™ a partir do 8° dia de cultivo, o
crescimento celular foi 21,9 % maior que o CC (p < 0,05) de acordo com a Equagéo 7. Este
resultado aponta que a inducdo magnética por menor periodo de tempo (1 h d™*) apresentou
maior influéncia no crescimento deste micro-organismo, levando a maior producdo de
biomassa. Porém no 13° d, a concentracdo de biomassa nesta condi¢do ficou proxima a
encontrada na condicdo de aplicacdo de CM por 24 h d* e CC, de acordo com a Figura 9.
Nesse contexto, sugere-se o estudo de aplicacdo de CM em diferentes periodos de tempo
durante o cultivo, pois cada micro-organismo responde de maneira diferente aos estimulos
magnéticos e assim, poderia ser possivel encontrar a janela tempo versus intensidade
adequada para estimular o crescimento de cada micro-organismo.

Luna, Alvarez e Rivero (2011) aplicaram CM de 30 mT durante 1 h d™* na fase
exponencial de crescimento da microalga Chlorella vulgaris. Esta condicdo estudada
influenciou significativamente (p < 0,05) o crescimento da microalga, quando comparada com
0 CM aplicado de forma permanente e com o cultivo controle, resultados que condizem com
o0s obtidos neste trabalho.

No entanto, os resultados obtidos nesta etapa do estudo diferiram dos obtidos por
Wilson (2008). Este autor explicou que o CM de 30 mT permitiu obter maiores valores de
concentracdo celular com aplicacdo permanente comparado a aplicacdo por 1 h d*, na
microalga C. vulgaris. Contudo, neste trabalho citado, a cinética foi realizada apenas durante
10 d e algumas condicdes diferiram das utilizadas neste trabalho, como concentracdo celular
inicial e intensidade luminosa, 0 que pode repercutir no crescimento da microalga e pode ter
influenciado na cinética do cultivo.

Quando a C. fusca foi submetida ao CM de 60 mT (Figura 10), a concentracdo de
biomassa maxima (Xmax), obtida no 15° d foi superior ao CC para os dois tempos de aplicagdo
estudados. Os cultivos com aplicacdo de 60 mT por 24 h d* ndo apresentaram fase lag e a fase
exponencial de crescimento ocorreu entre o 1° e 4° d. Na aplicacéo de CM por 1 h d*, houve
fase lag de crescimento entre 0 1° e 2° d, e a fase exponencial ocorreu entre o0 3° e 6° d
(APENDICE - Figura AP 4). Nesta condigdo (60 mT por 1 h d™), houve desaceleracéo do
crescimento no 14° d de cultivo, o que pode sugerir o inicio da fase estacionaria, caso o

cultivo continuasse por maior periodo de tempo.
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Figura 10- Concentracdo de biomassa dos cultivos com Chlorella fusca LEB 111 com
aplicacdo de CM gerado por ima com intensidade de 60 mT, em diferentes tempos de
aplicacdo, 24 hd™ (®), 1hd™ (@) e o cultivo controle (e).
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Alguns autores, ao aplicar CM em micro-organismos, descreveram que existe um
tempo ao qual a estimulacdo do cultivo € maxima com relagdo ao controle, porém acima deste
tempo e intensidade de CM, acontece a inibicdo do crescimento (GOLDSWORTHY;
WHITNEY; MORRIS, 1999; ZAPATA; MORENO; MARQUEZ, 2002; ZAPATA; HOYOS;
MORENO, 2005). Em relacdo especificamente a Chlorella vulgaris e ao efeito de CM
estaticos, Wang, Zeng e Gui (2006) descreveram que quando utilizado CM constantes,
uniformes e estaticos de 5 a 35 mT, ha estimulacdo do crescimento e uma inibicao
consideravel quando aplicado CM de 45 a 200 mT. No presente estudo, quando a microalga
C. fusca foi submetida ao CM de 60 mT n&o houve inibicdo como descrito por Wang, Zeng e
Gui (2006) para mesma classe de microalgas (Cyanophytas), porém foi observado o estimulo
no crescimento quando aplicado 30 mT por 1 h d™.

Yang et al. (2011) cultivaram a microalga Chlorella vulgaris com CM de 180 a
480 mT em diferentes tempos de aplicacdo (15, 30, 45 e 60 min) e concluiram que com o
aumento do CM, houve menor impacto no crescimento da microalga, até inibicdo do
crescimento quando aplicado as maiores intensidade de CM. As anélises indicaram que
quanto mais fraca a inducdo magnética pode acelerar o crescimento da Chlorella,
promovendo maior obtencao de biomassa e biocompostos em menor periodo de tempo.

De acordo com a Tabela 3, ndo houve diferenga significativa ao nivel de

confianga de 95 % (p < 0,05) em relagdo & Xmax Nos cultivos realizados com 30 mT por 24 h
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d*ou 1 h d* em comparacéo ao CC. Nos cultivos com 60 mT, a Xmax Obtida no cultivo com
CM por 24 h d* diferiu estatisticamente (p < 0,05) da obtida no CC, porém com aplicagéo por
1 h d* foi estatisticamente igual a0 CC e a0 CM por 24 hd™.

Tabela 3 - Concentracdo de biomassa maxima (Xma), produtividade maxima (Pmax),
velocidade especifica maxima de crescimento (Hmax) € tempo de geragao (tg)
obtidos nos cultivos da Chlorella fusca LEB 111 com aplicacdo de 30 mT, 60
mT, em diferentes tempos e do cultivo controle.

Parametros Controle 30 mT
24 hd? 1hd?
Xmax (9 L) 1,61 +0,052 1,51+0,16*"  1,65+0,05*"
Pmax (g L d™) 0,14 <0,01° 0,13 + 0,04*4 0,14 + 0,03*#
Hmax (d ) 0,34 < 0,01 0,27 + 0,04*4 0,25 + 0,05*"
ty (d) 2,05 +0,02° 2,58 +0,37%4 2,77 + 0,554
Parametros Controle 60 mT
24 hd? 1hd?
Xmax (g L) 1,61 + 0,05 1,94 +0,10°® 1,84 +0,06*>°
Pmaxc (g L™ d™) 0,14 <0,01° 0,17 +0,02*4 0,14 + 0,01
Hmax (d ) 0,34 <0,01° 0,30 <0,01°# 0,19 <0,01%4
ty (d) 2,05 + 0,02 2,27 +0,07°4 3,58 + 0,07

Letras minGsculas diferentes em uma mesma linha correspondem a diferencga significativa (p < 0,05) pelo teste
de Tukey, para a mesma resposta.

Letras mailsculas diferentes em uma mesma coluna correspondem a diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste
T de Student, para mesma resposta e diferentes intensidades de CM.

Quando foram comparadas as médias em relacdo as diferentes intensidades de
CM aplicadas (30 e 60 mT para o mesmo tempo de aplicacdo, letras maiusculas sobrescritas),
os valores médios de Xnax obtidas nos cultivos com aplicacdo de 60 mT foram superiores as
obtidas no cultivo com 30 mT, para as diferentes condices de aplicacdo de CM. Ao fazer
essa analise, pdde-se afirmar que quando aplicado intensidade de CM mais alto, quantidade
maior de biomassa foi obtida para 0 mesmo tempo de cultivo.

As produtividades (Pmsx) obtidas com 30 mT em todas as condi¢cbes com
aplicacdo CM gerado por imas ndo apresentaram diferenca significativa entre as condicGes
estudadas (p < 0,05).

Os valores obtidos de pmax € ty nos cultivos com 30 mT ndo diferiram entre si.
Entretanto, nos cultivos com 60 mT, os valores da pmax € ty foram estatisticamente diferentes

(p <0,05) entre as condi¢des com aplicacédo de CM e o CC.
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5.1.1.1 Composicédo centesimal da biomassa da microalga Chlorella fusca LEB 111

A composigédo proximal da biomassa da C. fusca obtida a partir dos cultivos CC e
com aplicacdo de CM gerado por imd com intensidade média de 30 mT e 60 mT estdo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Teor de proteinas, carboidratos, lipideos e cinzas, em base seca, da biomassa de
Chlorella fusca LEB 111 cultivada com 30 mT e 60 mT por 24 hdepor1hd?e
do cultivo controle.

Componente (% m m™) Controle 30 mT
24 hd? 1hd?
Proteinas 60,97 +2,01* 61,36 +0,64*" 60,79+ 6,27*"
Carboidratos 2516 +0,66*°  28,35+336"" 20,64 +1,83*"
Lipideos 12,42 +1,10° 12,54 +£0,92** 1253 +0,24*
Cinzas 2,92 +0,26° 3,54 + 0,49 2,93 + 0,38
Componente (% m m™) Controle 60 mT
24 hd? 1hd?
Proteinas 60,97 +2,01*  59,93+0,47*® 59,68 +2,13*"
Carboidratos 2516+0,66%  31,41+117°® 28,99 +3,13*"B
Lipideos 12,42 +1,10° 9,86 + 1,10° 9,33 +1,32°F
Cinzas 2,92 + 0,26 3,65+0,31°"*  353+0,26*""

Letras iguais na mesma linha indicam que as médias ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
Letras mailsculas diferentes em uma mesma coluna correspondem a diferenca significativa (p< 0,05) pelo teste
T de Student, para mesma resposta e diferentes intensidades de CM.

Os teores de proteinas das biomassas obtidas ndo diferiram estatisticamente (p <
0,05) entre as condicbes de aplicacdo de CM estudadas nesta etapa e o CC. Com relagdo ao
teor de carboidratos das amostras, os cultivos realizados com 30 mT diferiram de acordo com
o tempo de aplicacdo, pois quando o CM de 30 mT foi aplicado por 24 h d ™ houve
incremento significativo (p < 0,05) de 37,35 % comparado ao cultivo com aplicacéo de 1 h d*
e 12,67 % comparado ao CC. Quando aplicado 60 mT por 24 h d*, o teor de carboidratos
obtido foi superior ao obtido no CC, diferindo estatisticamente (p < 0,05). Entretanto, quando
o cultivo foi submetido a0 CM por 1 h d*, o teor de carboidratos n&o diferiu da condicdo com
aplicacéo por 24 h d™ e do CC.

As microalgas tém sido consideradas uma matéria-prima de terceira geracéo para
producdo de biocombustivel (NIGAM; SINGH, 2011), com o foco em processos como a
producdo de biodiesel (CHEN et al., 2011; CHISTI, 2007; HO; CHEN; CHANG, 2010).
Desde que algumas espécies de microalgas tenham alto conteudo de carboidratos (em termos
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de amido e celulose), elas sdo excelentes substratos para producdo de bioetanol (HO; CHEN;
CHANG, 2013), como as do género Chlorella.

Segundo Lourengo (2006), o consumo de nitrogénio do meio de cultivo na fase
exponencial de crescimento estimula a producéo de proteinas, no entanto, na fase estacionaria
haver4d menor disponibilidade deste nutriente, acarretando no estimulo da produgdo de
carboidratos. Os resultados dos cultivos com aplicacdo de 60 mT evidenciaram que o CM
afeta 0 metabolismo dos carboidratos na Chlorella sp., assim como os resultados obtidos por
Luna, Alvarez e Rivero (2011).

Nos cultivos com 30 mT, o teor de lipideos ndo apresentou diferenga significativa
(p < 0,05) em todas condi¢cbes estudadas. Quando aplicado 60 mT o teor de lipidios
apresentou diferenca significativa em relagdo ao CC (p <0,05).

Lv et al. (2010) encontraram valores de lipideos de cerca de 20 % para cultivo de
Chlorella vulgaris cultivada sob luminosidade de 60 pmol fétons m™ s, mesma condicgéo de
luminosidade aplicada neste estudo. Redaelli (2012) estudou diversas condicGes de
concentracdo salina no meio de cultivo e temperatura, obtendo teor de lipideos na biomassa de
Chlorella minutissima entre 10 e 15 %, resultado condizente com o obtido em todas as
condicBes estudadas no presente estudo. Os resultados de teor de lipideos encontrados nas
microalgas estudadas por Chisti (2007) e Gouveia e Oliveira (2009) mostraram que em
microalgas da espécie Chlorella apresentaram teor de lipideos entre 14 a 63 %, valores
superiores ao encontrado neste trabalho.

Converti et al. (2009) demonstraram que a microalga Chlorella vulgaris € capaz
de reagir ao estresse desencadeado pelo aumento de temperatura ou escassez de nitrogénio,
sintetizando maiores quantidade de lipideos, quando comparado a culturas com condi¢des de
crescimento normal. Os resultados obtidos neste estudo, quando utilizado 60 mT,
demonstraram que o estresse ocasionado pela inducdo magnética na célula ocasionou efeito
contrario ao mencionado, ndo aumentando o teor lipidico da microalga C. fusca, e sim
diminuindo em media 26 %, quando comparado ao CC.

De acordo com o teste de médias aplicado para verificar a diferenca entre as
diferentes intensidades de CM para 0 mesmo tempo de aplicacdo, encontrou-se que 0s teores
de proteinas e lipideos obtidos na biomassa cultivada com 30 mT por 24 h d™ apresentou
diferenca significativa e foi maior (p < 0,05) do que o obtido com 60 mT por 24 h d™*. No
entanto, os teores de carboidratos e cinzas ndo diferiram significativamente (p < 0,05). Na

avaliacéo referente & aplicacdo de CM por 1 h d*, o maior teor de carboidratos foi encontrado
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quando utilizada maior intensidade de CM (60 mT) e maior teor de lipideos quando aplicada a
menor intensidade (30 mT).

5.1.2 Cultivos com aplicacdo de CM gerado por corrente elétrica

A Figura 11 apresenta a concentracdo de biomassa da Chlorella fusca LEB 111
quando submetida ao CM gerado por corrente elétrica com intensidade média de 5 mT
aplicado por 1 hd™.

Figura 11- Concentracdo de biomassa dos cultivos com Chlorella fusca LEB 111 com
aplicacdo de CM gerado por corrente elétrica- solenoide (o) e o cultivo controle (e).
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O crescimento da C. fusca foi inibido quando submetida ao CM gerado por
corrente elétrica com intensidade média de 5 mT. Os cultivos com 5 mT ndo apresentaram
fase lag de crescimento e a fase exponencial iniciou no 1° d de cultivo e se manteve até o 6° d
(APENDICE - Figura AP 5). A partir do 13° d de cultivo, o crescimento da microalga
desacelerou, tendendo ao inicio da fase estacionaria nas duas condi¢des estudadas.

Small, Hiner e Wan (2012) cultivaram Chlorella kessleri com CM gerado por
corrente elétrica com intensidade de 5, 10 e 15 mT. Os melhores resultados foram
encontrados quando utilizado 10 mT. Ao contrario do obtido no atual estudo, o0 CM gerado
por corrente elétrica estimulou significativamente (p < 0,05) o crescimento quando
comparado ao CC (1,58 e 0,88 g L™, respectivamente).

Wang et al. (2008) estudaram a influéncia do CM gerado por corrente elétrica
continua de 12,5 A para gerar CM de 5 a 50 mT, no crescimento da microalga Chlorella

vulgaris. Os resultados reportaram que a exposicdo ao CM de 10-35 mT pode promover o0
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crescimento de C. vulgaris e regular o seu sistema de defesa antioxidante para proteger as
células eficientemente. Nas intensidades de 5, 40, 45 e 50 mT, a velocidade especifica de
crescimento ndo diferiu significativamente do CC (p < 0,05).

Os dois estudos citados acima avaliaram a aplicacdo de CM na mesma intensidade
utilizada no presente estudo (5 mT), porém obtiveram os melhores resultados quando
utilizado 10 mT. Dessa forma, sugere-se que 5 mT ndo é o valor ideal para cultivar esta
espécie, uma vez que estes resultados demonstraram que este CM é baixo para
influenciar/induzir o crescimento, caso o objetivo final do estudo seja obter maior quantidade

de biomassa. A Tabela 5 apresenta os parametros cinéticos obtidos nos cultivos com 5 mT.

Tabela 5 - Concentracdo de biomassa maxima (Xmax), produtividade méaxima (Pmax),
velocidade especifica maxima de crescimento (Mmax) € tempo de geragdo (ty) dos
cultivos com aplicacdo de 5 mT e do cultivo controle da Chlorella fusca LEB 111.

Condicdes Xmax (@ L) Pmax (g L d?) Hmax (A7) ty (d)
Controle 1,61 +0,05° 0,14 <0,01° 0,34 <0,01° 2,05 + 0,02°
Solenoide 1,35+ 0,03 0,08<0,01° 0,17 <0,01° 3,97 +0,07°

Letras diferentes na mesma coluna indicam que as médias diferem estatisticamente pelo teste T de Student ao
nivel de confianga de 95 % (p < 0,05).

Todos os parametros avaliados diferiram estatisticamente (p < 0,05) quando
comparados ao CC. A Py da C. fusca cultivada com 5 mT foi inferior a obtida no CC, o que
reflete a inibicdo do crescimento apresentado na Figura 11. Como consequéncia do menor
crescimento nesta condigdo, o valor de pma obtido nos cultivos com aplicagdo de 5 mT
gerados por corrente elétrica foi 50 % inferior ao obtido no CC_Sendo assim, o tyda microalga
submetida ao CM também teve aumento em relagdo ao CC.

Small, Hinner e Wan (2012) avaliaram a mesma intensidade utilizada neste
trabalho (5 mT, 24 h d™), obtiveram 0,64 d™* de pmax € tyde 1,08 d. Estes valores diferiram dos
obtidos neste estudo, isto pode ser devido ao diferente fotobiorreator utilizado, pois 0s
cultivos foram realizados em frascos agitados, e o solenoide estava localizado a parte do
cultivo, por onde o mesmo fazia apenas o reciclo, diferente do sistema adotado no presente
estudo.

A Tabela 6 apresenta os valores dos teores de proteina, carboidratos, lipideos e de
cinzas obtidos nos CC e com aplicacdo de CM de 5 mT gerado por corrente elétrica.

Cabe ressaltar que mesmo havendo efeito inibitorio no crescimento da microalga

por conta do efeito do CM, os teores de proteinas e lipideos da biomassa ndo diferiram
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estatisticamente (p < 0,05) do CC. Por outro lado, a aplicagdo de CM incrementou o teor de

carboidratos.

Tabela 6 - Teor de proteinas, carboidratos, lipideos e cinzas, em base seca, da biomassa de
Chlorella fusca LEB 111 cultivada com aplicacdo de CM gerado por corrente
elétrica com intensidade de 5 mT por 1 h d}, e o cultivo controle.

Componente (% m m™) Controle Solenoide
Proteinas 60,97 + 2,01° 61,68 + 2,68
Carboidratos 25,16 + 0,68 30,74 +1,88"
Lipideos 12,35 +1,31° 12,20 + 1,32%
Cinzas 2,92 +0,26° 4,21+0,18°

Letras diferentes na mesma linha indicam que as médias diferem estatisticamente pelo teste T de Student ao nivel
de confianga de 95 % (p < 0,05).

Cabe ressaltar que mesmo havendo efeito inibitério no crescimento da microalga
por conta do efeito do CM, os teores de proteinas e lipideos da biomassa ndo diferiram
estatisticamente (p < 0,05) do CC. Por outro lado, a aplicagdo de CM incrementou o teor de
carboidratos.

Wang et al. (2008) também observaram incremento no conteido de carboidratos
no cultivo de Chlorella vulgaris com 10 mT. Small, Hiinner e Wan (2012), que utilizaram o
microscopio eletrénico de transmissdo para observacdo das células de C. vulgaris,
encontraram ampliacdo na area dos granulos de amido nos plastidios, o que justificou o
aumento no teor de carboidratos mensurado. Os mesmo autores obtiveram valores superiores
de carboidratos e lipideos para Chlorella kessleri quando aplicaram 10 mT (42,2 + 0,7 e 20,3
+ 1,1 %, respectivamente) e inferior de proteinas, 32,3 £ 0,6 %. Assim, como encontrado no
presente estudo, o contelido de carboidratos da C. kessleri foi estatisticamente superior (p <
0,05) ao encontrado no CC. O teor de proteinas foi 8,04 % superior (p < 0,05) ao CC, fato que
ndo foi observado para C. fusca LEB 111 cultivada com 5 mT.

Os estudos apresentados na literatura referente a aplicacdes de CM no cultivo de
microalgas sd@o de pouca reprodutibilidade, ndo sendo possivel realizar uma comparagéo
eficaz, pois cada estudo aplica diferentes intensidades de CM, tempos de aplicacdo e
condicOes diferentes. Por este motivo, se torna necessario realizar mais estudos com outras
microalgas nas mesmas condi¢Oes propostas neste trabalho para propiciar discussdao mais

efetiva.
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5.1.3 Comparacao entre as respostas do cultivo controle e os cultivos com aplicacdo de
CM
As respostas obtidas com aplicagcdo de CM foram comparadas ao CC por meio da
Equacdo 7. As porcentagens referentes a diferenca entre os valores das respostas obtidos com
aplicacdo de CM em relacdo ao CC estdo apresentados na Tabela 7. O sinal negativo (-)
significa decréscimo na resposta avaliada e o sinal positivo (+) refere-se ao incremento da

resposta, em comparagéo ao obtido no CC.

Tabela 7 - Valores referentes a diferenca entre os valores obtidos nos cultivos com aplicacdo
de CM e o cultivo controle da microalga Chlorella fusca LEB 111.

Parametros 30mT 60 mT Solenoide
24hd? 1hd® 24hd? 1hd® 1hd®
Ximéx -6,2 % +2,5% +20,5 % + 14,3 % -16,1 %
Prméx -7,1% 0 +21,4 % 0 -42,8 %
Mmax - 20,6 % -26,5% -11,7% -441 % -50,0%
t +24,6 % +35,1 % + 10,7 % +74,6 % + 93,6 %
Componente 30mT 60 mT Solenoide
24hd?! 1hd? 24hd? 1hd? 1hd?
Proteinas +0,6 % -0,3% -1,7% -2,1% +1,2%
Carboidratos +12,7 % -179% + 24,8 % +15,2 % +22,2 %
Lipideos +0,9 % +0,8 % - 23,6 % -2717% -1,2%
Cinzas +21,3% +0,3% + 25,0 % + 20,9 % +44,6 %

(+) incremento da resposta avaliada referente ao cultivo controle; (-) decréscimo na resposta avaliada referente
ao cultivo controle.

As maiores concentracdes celulares foram obtidas quando aplicado 60 mT,
obtendo-se incremento de 20,49 % e 14,28 % nas duas condi¢bes de tempo estudadas,
respectivamente, em relacio ao CC. Todas as condi¢cGes estudadas apresentaram
produtividade e pmax inferior aos obtidos no CC. O ty das celulas apresentou incremento em
todas as condicgOes estudadas, com destaque para ty obtido no cultivo com solenoide, que foi
93,65 % (3,97 d) superior ao obtido no CC (2,05 d). Este resultado reflete o efeito inibitdrio
causado pelo CM, uma vez que o ty corresponde ao tempo de duplicagdo da concentragéo
celular.

Com relacdo a composicdo da biomassa da C. fusca, 0s maiores incrementos nos
componentes foram no teor de carboidratos. As intensidades de 60 mT por 24 h d* e 5 mT

foram as que mais influenciaram a sintese de carboidratos, obtendo-se acréscimos de 24,84 %



72

e 22,17 % nas biomassas provenientes desses cultivos, respectivamente. Quando aplicado 30
mT, houve acréscimo no teor de carboidratos com aplicacdo de CM por 24 h d™* (+ 12,67 %) e
inibicdo quando aplicado apenas 1 h d™ (- 17,96 %). O teor de proteinas no foi estimulado ou
inibido pela aplicacdo de CM nos cultivos, com aumento de cerca de 1 % apenas. O CM de 60
mT inibiu a produgdo de lipideos pela C. fusca, com teores cerca de 25 % inferiores aos
obtidos no CC. As outras condi¢des estudadas ndo interferiram na producdo de lipideos. O
teor de cinzas aumentou significativamente em todas as condigdes, exceto no cultivo com 30

mT por 1 h d™, que o acréscimo foi inferior a 1 %.

514 pH

O pH do meio € um fator importante que afeta significativamente o crescimento
das microalgas. A variacdo do pH afeta a solubilidade e disponibilidade de nutrientes, a
atividade de enzimas, o transporte de substratos através da membrana plasmatica e de elétrons
na respiracao e fotossintese (MORAIS; COSTA, 2007; SANKAR; DANIEL; KRASTANOV,
2011). Por estes motivos € importante a avaliacdo do pH durante todo o cultivo.

A microalga Chlorella cresce em pH entre neutro, entre 6,5 e 7,5 (MORAIS,
2006). A Chlorella fusca LEB 111 foi isolada das lagoas de estabilizacdo de cinzas, proximas
a Usina Termelétrica Presidente Médici, cujo pH € préximo de 9,8, portanto esta microalga é
resistente a alcalinidade. Neste estudo pode-se comprovar a resisténcia a alcalinidade desta
microalga, pois o pH variou entre 8,17 a 10,19 (1° e 15°d) em todas as condigdes estudadas.

Quando o crescimento da C. fusca foi inibido pela acdo do CM de 5 mT, também
foi observada a pequena variacdo do pH no meio, onde no ultimo dia de cultivo o pH médio
foi 9,33 = 0,03. Quanto mais elevado o pH do meio, mais facilmente a microalga conseguira
assimilar o bicarbonato do meio de cultivo e crescer normalmente. Na condi¢do de 5 mT, o
pH final foi menor que nas outras condicdes, € isto pode justificar a inibicdo do crescimento,
pois 0 CM pode ter afetado a assimilacdo dos nutrientes disponiveis no meio de cultivo.

5.1.5 Discussao geral sobre influéncia do CM no cultivo de Chlorella fusca LEB 111

Alguns autores vém estudando os bioefeitos dos CM especificamente no
crescimento de microalgas do género Chlorophytas e desenvolveram teorias sobre onde o CM
pode atuar na célula. Algumas dessas teorias se adequam aos resultados obtidos neste estudo,
podendo ser a explicacdo para os bioefeitos causados.

O efeito gerado pelos CM sobre o crescimento celular pode ser classificado em

inibitorio, estimulante ou nulo. Os efeitos de estimulacdo ou inibi¢do sdo atribuidos a trocas
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na orientacdo de biomoléculas, fundamentalmente proteinas, trocas no nivel das
biomembranas, alteragdes do fluxo dos ions através da membrana plasmatica e/ou troca de
estrutura (POTHAKAMURY; BARBOSA; SWANSON, 1993).

Estudos com C. vulgaris demonstraram que o0 aumento de ions hidroxila em meio
tratado magneticamente sugere alteragdes nos niveis de radicais livres, que pode ativar em
excesso o sistema de defesa antioxidante do organismo (WANG et al., 2008).

Small, Hunner e Wan (2012) relataram que o aumento observado nas areas
correspondentes ao cloroplasto e tilacoides das microalgas pode explicar o aumento
observado na fotossintese, quando estas foram expostas ao CM de 10 mT. Similar a estas
observacgdes, Wang et al. (2008) também observaram uma desordem no tilacoide de células de
Chlorella vulgaris cultivada com CM, o que também influenciou no aumento da taxa de
crescimento e provavelmente também ocorreu este fenémeno nos cultivos com aplicacdo de
CM de 30 mT por 1 h d™ e 60 mT, pois o crescimento celular foi estimulado pela ac&o dos
CM, porém a visualizagdo destas areas observadas pelos autores é um caso a ser investigado
para C. fusca.

Os resultados reportados nos estudos de Wang et al. (2008) sugeriram que a
exposicdo ao CM de 10 a 35 mT pode promover o crescimento de C. vulgaris e regular o
sistema de defesa antioxidante para proteger as células eficientemente. No entanto, com
exposicao a 45 e 50 mT o sistema antioxidante das células algais foi regulado, mas ndo houve
aumento no crescimento microalgal, diferindo do ocorrido neste trabalho, que foi observado o
estimulo do crescimento mesmo com intensidades de CM de 60 mT. Porém, a cepa de
microalga estudada no presente trabalho foi a C. fusca, que pode responder de maneira
diferente da C. vulgaris aos bioefeitos decorrentes do CM.

Outro fato analisado por Wang et al. (2008) foi a peroxidacdo lipidica da
microalga C. vulgaris, que aumentou e tornou-se significativa com aplicacdo de CM de 45
mT. Quando aplicado valores superiores a 45 mT, a taxa de crescimento diminuiu comparado
ao CC, o que ratificou a teoria que a inibicdo do crescimento em CM elevados (> 45 mT) é
causada por aumento do estresse oxidativo. Este fato ndo ocorreu com a aplicagéo de CM
maiores que 45 mT (neste caso, 60 mT) nos cultivos com C. fusca LEB 111, pois ainda foi
possivel observar estimulo no crescimento. Dessa forma, deve-se estudar intensidades de CM
estresse oxidativo das células.

Wang et al. (2008) explicaram que 0 aumento do estresse oxidativo ocorre com

aumento da intensidade do CM aplicado e este fator tem influenciado no aumento da
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atividade da enzima antioxidante, na concentragdo de OH, na peroxidacdo dos lipideos e na
diminuigdo da concentracdo de antioxidantes. Estes fatores ndo foram investigados neste
trabalho e podem ser uma importante resposta com relacéo as quais fatores exatamente 0 CM
influencia nos micro-organismos. Por causa das observacfes que sugerem 0 aumento do
estresse oxidativo no estudo de Small, Hiner, Wan (2012) e Wang et al. (2008), o efeito dos
radicais livres parece ser 0 mecanismo mais provavel para o efeito do CM em microalgas.
Alguns autores demonstraram que as rotacdes correlacionadas dos radicais livres
podem ser estabilizadas por CM estaticos na ordem de mT (ENGSTROM, 2006; GALLAND;
PAZUR, 2005). Dessa forma, uma das possiveis explicacdes para que os CM estaticos afetem
o0 crescimento microalgal é por meio da mudanca das concentragcdes de radicais livres ou as

taxas de reacOes envolvendo estes radicais.
5.2 CULTIVOS COM Spirulina sp. LEB 18
Os cultivos da microalga Spirulina sp. LEB 18 foram realizados com aplicacéo de

CM gerado por imas com diferentes intensidades e tempos de aplicacdo, e com CM gerado
por corrente elétrica, mediante adaptacao de solenoide ao redor do fotobiorreator.

5.2.1 Cultivos com aplicacdo de CM gerado por imas

A Figura 12 apresenta a concentracdo de biomassa da Spirulina sp. LEB 18
cultivada com aplicacdo de CM gerado por imas de ferrite com intensidade média de 30 mT,
em diferentes tempos de aplicacdo (24 hd*e 1 hd™).

Figura 12- Concentracdo de biomassa dos cultivos com Spirulina sp. LEB 18 com aplicacéo
de CM gerado por ima com intensidade de 30 mT, em diferentes tempos de aplicacéo, 24 h d™
(®),1hd™ (@) eo cultivo controle (e).
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A concentracdo de biomassa foi maior nos cultivos com aplicacédo de CM e este
estimulo ocorreu a partir do 6° d até o final do cultivo. Este fato contribuiu para aumentar
significativamente o crescimento desta microalga e, consequentemente, a obtencdo de maior
concentracdo de biomassa em menor periodo de tempo.

As curvas de crescimento dos cultivos apresentados na Figura 12 né&o
apresentaram fase lag de crescimento e a fase exponencial aconteceu entre 0 1° e 6° d de
cultivo em todas as condigdes apresentas acima (APENDICE - Figura AP 6). Estas condigdes
também apresentaram pequena desaceleracdo do crescimento no 14° d, o que indicou que 0 a
curva de crescimento poderia estar iniciando a fase estacionaria.

Nos cultivos com CM de 30 mT, os efeitos do CM por 1 h d™* séo evidentes e
segundo Chibowski, Holysz e Wdjcik (1994) permanecem mesmo depois de cessar a
aplicacdo do CM. A ativacdo das particulas coloidais por CM € um fenbmeno que permanece
no tempo, inclusive varias horas depois de terminada a exposi¢do. Assim como no estudo de
Luna, Alvarez e Rivero (2011), que concluiram que esta perturbagio pode estar relacionada a
uma estimulacdo do metabolismo de nitrogénio.

A Figura 13 apresenta a concentracdo de biomassa da Spirulina sp. LEB 18
cultivada com aplicacdo de 60 mT na forma permanente (24 h d™), por 1 h d* e o CC. Os
resultados obtidos indicaram efeito estimulante ocasionado pela aplicagdo de 60 mT a partir
do 4° d de cultivo até o final do cultivo.

Figura 13- Concentracdo de biomassa dos cultivos com Spirulina sp. LEB 18 com aplicacéo

de CM gerado por ima com intensidade de 60 mT em diferentes tempos de aplicacdo, 24 h d™
(®),1hd™*(®)eo cultivo controle (e).
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Os cultivos apresentados com esta intensidade de CM apresentaram fase lag de
crescimento entre 0 1° e 4° d e a fase exponencial iniciou no 5° d persistindo até o 8° d
(APENDICE - Figura AP 7).

A curva de crescimento desta microalga obtida quando o CM foi aplicado por 1 h
d*, indica que o cultivo poderia estar entrando na fase de declinio ou morte celular a partir do
14°d, pois no 15° d houve diminuicéo da concentracdo de biomassa.

Os cultivos com aplicacdo de 60 mT, independente do tempo de aplicacdo, foram
estatisticamente superiores (p < 0,05) ao CC. Nestas condi¢fes foi possivel obter quase o
dobro da biomassa final no mesmo tempo de cultivo.

O crescimento de Spirulina sp. com CM foi estudada por Li et al. (2007), em
fotobiorreator air-lift de 3,5 L. Ap6s cultivo de 15 d, concluiram que o CM até 40 mT pode
estimular o crescimento, porém quando aplicado intensidades superiores a 40 mT pode haver
efeitos inibitérios no crescimento microalgal. O presente trabalho apresenta resultados que
divergem dos obtidos por estes autores, onde foi possivel observar crescimento da microalga
Spirulina sp. com intensidades superiores a 40 mT (60 mT, neste caso) e, além de haver
crescimento, este foi estimulado por esta intensidade em relacéo ao CC.

Nas duas intensidades de CM estudadas até entdo (30 e 60 mT), a estimulacdo do
crescimento iniciou a partir do 3° d, o que indicou que as células necessitaram de um periodo
de adaptacdo as novas condi¢Bes de cultivo. A concentracdo celular do 1° ao 3° d foi
semelhante ao CC, o que segundo Li et al. (2007), indicou que o CM possui um discreto
periodo de inducdo no cultivo microalgal. Estes autores concluiram em seus estudos que a
estimulacdo pelo CM ocorre principalmente na fase exponencial de crescimento, sendo esta
etapa a mais adequada para aplicar os CM.

A Tabela 8 apresenta os parametros cinéticos avaliados nos cultivos da Spirulina
sp. LEB 18. Nesta tabela, pode ser observado que o tq das celulas quando aplicado 30 mT por
1 h d* foi cerca de 20 % inferior ao CC e a0 CM permanente, o que indicou que a duplicagdo
da biomassa ocorreu em menor periodo de tempo, 2,37 d, em relagdo a 2,92 d nas outras
condigdes.

Nos cultivos com aplicacéo de 60 mT, 0 Xmax para os dois tempos de aplicagéo de
CM nao diferiram estatisticamente (p < 0,05) entre si, porém foram superiores ao valor obtido
no CC. O valor obtido de Pmsy no cultivo de 60 mT por 24 h d* foi superior estatisticamente
aos obtidos no CC e por 1 h d™. Em relacio & pma e ty, todas as condicOes obtiveram valores
diferentes entre si. A condigdo de 60 mT por 1 h d™ apresentou maior valor de pmax €, por

consequéncia, o valor de ty foi 0 menor obtido (2,01 d).
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Tabela 8 - Concentracdo de biomassa maxima (Xmax), produtividade méxima (Pmax),
velocidade especifica maxima de crescimento (Pmax) € tempo de geracéo (tg)
obtidos nos cultivos da Spirulina sp. LEB 18 com aplicacdo de CM de 30 mT,
60 mT, em diferentes tempos de aplica¢do e do cultivo controle.

Parametros Controle 30 mT
24 hd? 1hd?
Xmax (g L) 1,22 +0,03° 1,67 £0,41*** 237 +0,16""
Pmac (g L™ d™) 0,19 + 0,05 0,31+0,20* 0,37 +0,02*"
Hmax (d ) 0,23<0,01° 0,24 +0,01*4 0,29 <0,01°#
ty (d) 2,94 < 0,01 2,90 + 0,14*4 2,36 +0,07°4
Parametros Controle 60 mT
24 hd? 1hd?
Xmax (g L) 1,22 +0,03° 2,31+0,09°® 2,38 +0,06*°"
Pmax (g L™ d™) 0,19 + 0,05° 0,31<0,01*®* 0,40 +0,06"*
Hmax (d™) 0,23<0,01° 0,28<0,01°F 0,34<0,01%"
ty (d) 2,94 < 0,01 2,44 +0,03"8 2,01 + 0,048

* Xmax 0btido no 14° d de cultivo.

Letras minusculas diferentes em uma mesma linha correspondem a diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste
de Tukey, para a mesma resposta.

Letras mailsculas diferentes em uma mesma coluna correspondem a diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste
T de Student, para mesma resposta e diferentes intensidades de CM.

Quando foi realizada a comparacao de médias entre os valores referentes a mesma
resposta para diferentes tempos de aplicacdo do CM (24 h d* e 1 h d%), porém com
intensidades de CM diferentes (30 e 60 mT), os parametros avaliados nos cultivos com 60 mT
permanente foram estatisticamente (p < 0,05) superiores aos obtidos com 30 mT permanente.
Em relacdo aos cultivos com aplicacdo de CM por 1 h d?, os valores de Xms € Pmax Nd0
diferiram estatisticamente (p < 0,05) nas duas intensidades de CM aplicado.

Os valores dos parametros avaliados neste estudo no CC, foram semelhantes ao
relatados por Radmann et al. (2011) quando cultivaram Spirulina sp. em fotobiorreatores
tubulares verticais em série com a mesma vazdo utilizada neste estudo, 0,3 vvm, porém com
adicdo de 12 % v v! de CO,, 60 ppm de SO, e 100 ppm de NO. Estes autores verificaram
valores de Ppax, tmax € t; de 0,08 g L™ d*, 0,22 d™ e 3,1 d, respectivamente. O valor obtido de

Xmax (1,59 g L™) por estes autores foi cerca de 30 % superior ao obtido no corrente estudo.

5.2.1.1 Composicao centesimal da biomassa da Spirulina sp. LEB 18

A Tabela 9 apresenta a caracterizacdo da biomassa da Spirulina sp. LEB 18 com

relacdo ao teor de proteinas, carboidratos, lipideos e cinzas dos cultivos com aplicacdo de CM
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gerado por imd com intensidade média de 30 mT e 60 mT, nos diferentes tempos de
aplicagéo, assim como os resultados dos CC.

Tabela 9 - Teor de proteinas, carboidratos, lipideos e cinzas, em base seca, da biomassa de
Spirulina sp. LEB 18 cultivada com aplicagdo de CM de 30 mT e 60 mT por 24 h
d*e por 1 hd™ e cultivo controle.

Componente (% m m™) Controle 30mT
24 hd? 1hd?
Proteinas 62,75 + 1,40 59,87 + 1,45*" 57,97+ 4,88*"
Carboidratos 13,00 + 0,90° 30,32 +0,13"" 14,28 +1,74%"
Lipideos 8,35 + 0,69° 8,75 + 1,694 7,46 + 0,36
Cinzas 9,66 + 0,70 8,51+ 0,83*A 14,52 + 0,81°4
Componente (% m m™) Controle 60 mT
24 hd? 1hd?
Proteinas 62,75 + 1,40° 73,20+ 1,07 57,89 +0,28°"
Carboidratos 13,00 + 0,90° 14,79 + 0,56 12,81 +1,04*A
Lipideos 8,35 + 0,69 9,87 + 1,078 8,41 + 0,928
Cinzas 9,66 + 0,70° 7,55+ 0,33"B 10,28 + 0,78%8

Letras iguais ha mesma linha indicam que as médias ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
Letras mailsculas diferentes em uma mesma coluna correspondem a diferenca significativa (p< 0,05) pelo teste
T de Student, para mesma resposta e diferentes intensidades de CM.

Nos cultivos com aplicacdo de 30 mT em diferentes tempos de aplicacdo, 0s
teores de proteinas e lipideos nao diferiram entre si (p < 0,05) e em comparagdo ao CC. No
entanto, a inducdo magnética de 30 mT de forma permanente estimulou a sintese de
carboidratos. O teor de carboidratos € um importante fator para escolha da microalga para
producdo de biocombustivel, como o bioetanol. A aplicacdo de CM de 30 mT por 24 h d*
causou estimulo na producdo de carboidratos, obtendo-se cerca de 100 % a mais do teor
obtido no CC, sendo esta a condicéo de cultivo mais adequada neste estudo para obtencédo de
biocombustivel de origem microalgal.

Em relagdo aos valores obtidos dos cultivos com 60 mT, apenas o teor de lipideos
ndo apresentou diferenca significativa, quando comparado ao CC. Os teores de proteinas e
carboidratos das biomassas obtidas do cultivo com aplicacdo de CM permanente de 60 mT
foram superiores a0 CC e com 60 mT por 1 hd™.

Hirano, Ohta e Abe (1998) observaram no cultivo com CM da Spirulina sp., 0
decréscimo no teor de carboidratos e inibicdo do crescimento quando a microalga foi

submetida a CM com intensidades superior a 10 mT. Estes autores atribuiram estes dois fatos
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em conjunto, a inibi¢do das reacdes do sistema do ciclo de Calvin-Benson, onde o carboidrato
é sintetizado do CO,, sendo a inibigdo da sintese de carboidratos também a resposta para
consequente inibicdo do crescimento, com intensidades superiores a 10 mT. Estes dois fatos
em conjunto nao aconteceram no presente estudo, porém o aumento na sintese de carboidratos
pode ser atribuido ao estimulo das rea¢es do sistema do ciclo de Calvin-Benson, com maior
absorcdo do CO;, do meio de cultivo, 0 que resultou em maiores teor de carboidratos e
concentracdo de biomassa.

O alto teor de proteinas na biomassa é um fator importante devido ao aumento do
valor nutricional que gera na biomassa, dessa forma, a biomassa de Spirulina sp. pode ser
uma alternativa de fonte de proteinas para consumo humano e animal (SPOLAORE et al.,
2006). De acordo com Borges et al. (2013), o cultivo desta microalga em meio Zarrouk, em
escala de bancada e piloto, pode atingir 62,0 % m m™ de proteinas. No presente estudo, 0 CM
induziu a sintese de proteinas, obtendo valores superiores ao citado por este autor. Segundo
Syrett (1987) a concentracdo de proteinas nas células aumenta com o tempo de cultivo,
alcancando valores maximos ao final da fase estacionaria. O alto conteudo de proteina
registrado no inicio desta fase é igual ou superior ao observado durante o crescimento
exponencial. Luna, Alvarez e Rivero (2011) avaliaram o consumo de nitrogénio (como
nitrato) pela C. vulgaris e explicaram que 0 CM de 30 mT induziu a uma maior taxa de
assimilacdo do nitrogénio e do carbono total, de tal maneira, que a incorporagdo de carbono
na fracdo proteica foi maior em relacdo a obtida na fracdo de polissacarideos. Sendo a forma
de aplicacdo permanente a que mais induz sobre a sintese de proteinas, o que definitivamente
esta relacionado com o metabolismo do nitrato nestas condi¢des. Dessa forma, favoreceu a
manutengdo da viabilidade e o crescimento celular. Resultados similares ao destes autores
foram obtidos por Luna et al. (2009) no cultivo de Haematococcus pluvialis. Estas evidéncias
podem justificar o aumento do teor de proteinas na biomassa de Spirulina quando cultivada
com CM permanente, no entanto uma analise do consumo de nitrogénio deveria ter sido
realizada para confirmagé&o.

Conforme Lima e Sato (2001) o teor de lipideos e minerais presentes na biomassa
de Spirulina maxima é de 6 e 8 % m m™, respectivamente. Os valores encontrados no presente
trabalho foram superiores aos descritos por estes autores, o que se deve ao género estudado

Ser 0 mesmo, porem ndo da mesma espeécie.
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5.2.2 Cultivos com aplicacdo de CM gerado por corrente elétrica

A Figura 14 apresenta a concentracdo de biomassa da Spirulina sp. LEB 18
quando submetida ao CM gerado por corrente elétrica com intensidade media de 5 mT,
aplicado por 1 hd™.

Figura 14- Concentracdo de biomassa dos cultivos com Spirulina sp. LEB 18 com aplicacédo
de CM gerado por corrente elétrica- solenoide (o) e o cultivo controle (e) sem aplicacdo de
CM.

2.4 — ® Controle
- Q Solenoide 5 mT 1 hd!

0 3 6 9 12 15
Tempo (d)

O CM de 5 mT causou efeito estimulante no crescimento da Spirulina sp. LEB 18
a partir do 2° d de cultivo até o 15° d, onde foi possivel obter maior concentracdo de biomassa
que no CC. Esta condicédo apresentou pequena adaptacdo ao CM, porém no 2° d iniciou a fase
exponencial de crescimento, que persistiu até o 8° d (APENDICE - Figura AP 8). No final do
cultivo ndo foi possivel observar declinio no crescimento celular, concluindo-se que se o
cultivo fosse estendido por mais tempo, poderia ocorrer aumento na concentracdo de
biomassa.

Hirano, Ohta e Abe (1998) estudaram o crescimento da Spirulina platensis IAM
M-135 em meio SOT, com CM gerado por corrente elétrica nas intensidades: 5, 10, 20, 35, 40
e 70 mT e nos cultivos com 10 mT obtiveram o maior crescimento celular, sendo que com 40
e 70 mT, o crescimento foi menor que o CC.

Para esta microalga, o baixo CM gerado pela corrente elétrica (5 mT) neste
estudo, ndo inibiu o crescimento, assim como nos estudos de Hirano, Ohta e Abe (1998).
Nesse contexto, sugere-se estudar maiores intensidades de CM geradas por corrente elétrica,
como os 10 mT, em que Hirano, Ohta e Abe (1998) obtiveram melhores resultados, com

relacdo as outras intensidades geradas.
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A Tabela 10 apresenta os resultados dos parametros cinéticos de cultivo estudados

para condi¢do controle e com CM gerado por corrente elétrica (solenoide).

Tabela 10 - Concentracdo de biomassa maxima (Xmsx), produtividade maéxima (Pmax),
velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) € tempo de geragdo (ty) dos
cultivos com aplicagdo de CM gerado por solenoide e do cultivo controle da
Spirulina sp. LEB 18.

Condicdes Xmax (@ L) Pmax (g L d™) Hmax (070 t, (d)
Controle 1,22 + 0,03 0,19 + 0,09° 0,23 + 0,007 2,94 + 0,007
Solenoide 1,47 +0,03° 0,24 +0,0° 0,16 + 0,00° 4,26 + 0,02°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica pelo teste T de Student ao nivel de 95 % de
confianca (p<0,05).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 10, todos os parametros
avaliados diferiram significativamente (p < 0,05) entre as duas condigdes estudadas. O valor
encontrado de Xmax N0 cultivo com solenoide foi superior ao obtido no CC, obtendo assim
maior concentracdo de biomassa de Spirulina sp. LEB 18 no mesmo periodo de tempo. A
Mmax foi inferior no cultivo com solenoide, o que implicou em maior tempo de geracéo,
embora neste cultivo tenha sido possivel obter maiores concentracdes de biomassa final.

Na melhor condicdo proposta por Hirano, Ohta e Abe (1998), 10 mT, a Mmax
encontrada foi 0,22 d*, sendo 37,5 % superior ao obtido neste estudo com 5 mT. No entanto,
as intensidades de CM aplicadas foram diferentes e, por consequéncia, diferentes valores

foram encontrados.

5.2.2.1 Composicdo proximal da biomassa da Spirulina sp. LEB 18

A qualidade da biomassa da microalga Spirulina sp. LEB 18 obtida a partir dos
cultivos com aplicacdo de CM gerado por corrente elétrica com intensidade média de 5 mT
estdo apresentados na Tabela 11, assim como os resultados do CC.

Tabela 11 - Teor de proteinas, carboidratos, lipideos e cinzas, em base seca, da biomassa de
Spirulina sp. LEB 18 cultivada com aplicacdo de CM de 5 mT gerados por
corrente elétrica via solenoide, por 1 h d™* e do cultivo controle.

Componente Controle Solenoide
Proteinas 62,75 + 1,40° 68,86 + 0,72
Carboidratos 13,00 + 0,90 12,18 + 2,63
Lipideos 8,35 + 0,69 9,30 +0,61°
Cinzas 9,66 + 0,70 5,92 +0,27°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica pelo teste T de Student ao nivel de 95 % de
significancia (p<0,05).

Os teores de carboidratos e lipideos obtidos na condicdo de 5 mT nédo diferiram

estatisticamente dos obtidos no CC (p < 0,05). Com relagdo ao teor de proteina, na biomassa



82

da Spirulina sp. quando cultivada sob acdo do CM de 5 mT foi superior estatisticamente (p <
0,05) a biomassa obtida sem acdo do CM. O CM de 5 mT provocou decréscimo no teor de

cinzas, comparado ao CC.

5.2.3 Comparacéo entre as respostas cultivo controle e os cultivos com aplicagdo de
CM

A Tabela 12 apresenta as porcentagens referentes a diferenca entre os valores das
respostas obtidos com aplicacdo de CM em relagcdo ao CC, calculadas pela Equacédo 7. O sinal
negativo (-) significa decréscimo na resposta avaliada e o sinal positivo (+) refere-se ao
incremento da resposta, em comparacao ao obtido no CC.

Em todas as condi¢bes de aplicacdo de CM estudadas houve importante
incremento na concentragdo de biomassa final (Xms) obtida. Os maiores incrementos
ocorreram quando aplicado 30 mT e 60 mT por 1 h d™, sendo 94,26 e 95,08 % superiores,
respectivamente, em relacdo ao CC. Com estes resultados, € possivel afirmar que quando o
cultivo é induzido por 1 h d* nas intensidades estudadas, ha estimulo no crescimento da
Spirulina, superior a0 CC e a aplicacdo de CM por 24 h d*. No entanto, a maior
produtividade entre as condicdes estudadas, foi obtida quando utilizado 60 mT por 1 h d*,
sendo 105,12 % superior a produtividade méaxima obtida no CC. A maior pUms também foi
obtida nesta condicéo e, consequentemente, 0 menor tq das células, sendo 31,63 % inferior ao
ty obtido no CC.

Tabela 12 - Valores referentes a diferenca entre os valores obtidos nos cultivos com aplicacédo
de CM e o cultivo controle da cianobactéria Spirulina sp. LEB 18.

Parametros 30mT 60 mT Solenoide
24 hd? 1hd? 24 hdt 1hd? 1hd?
Xmax + 36,9 % +943% +89,3% +951% +20,5%
Pmax +61,5% +91,8% + 58,9 % +105,1 % +23,1%
Mmax +43% +26,1% +21,7% +47.8% -30,4 %
tg -14% -19,7% -171% -31,6% +449 %
Componente 30mT 60 mT Solenoide
24 hd? 1hd? 24 hd? 1hd? 1hd?
Proteinas -46% -76% + 16,6 % -7,7% +97%
Carboidratos +133,2% +9.8 % + 13,7 % -15% -6,3%
Lipideos +48% -10,6 % +18,2 % +0,7% +11,4 %
Cinzas -119% +50,3% -21.8% +6,4% -38,7%

(+) incremento da resposta avaliada referente ao cultivo controle; (-) decréscimo na resposta avaliada referente
ao cultivo controle.
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Com relacdo a composicao proximal das biomassas, as condigdes estudadas nédo
interferiram no teor de proteinas a ponto do incremento ou decréscimo na resposta ser
significativo. Entretanto, a sintese de carboidratos foi estimulada abundantemente quando
utilizado CM de 30 mT de forma permanente, pois foi possivel incrementar em 133,23 % o
teor de carboidratos na biomassa, comparado com o CC. Nas outras condi¢cdes ndo houve
elevado incremento ou reducéo no teor de carboidratos. A intensidade de 60 mT por 1 h d*
elevou em 18,20 % a concentracdo de lipideos, sendo esta condicdo a que mais influenciou o

teor de lipideos da Spirulina.

5.2.4 Ficocianina

Os valores da concentragdo de ficocianina encontrados utilizando a Equacédo 5,
foram avaliados na biomassa liofilizada ap6s os 15 d de cultivo (Figura AP 9). A Figura 15
apresenta a relacéo entre o teor de ficocianina extraido (mg mL™) e o rendimento da extracio
(mg g™), calculado de acordo com a Equagéo 6, para cada condicdo de aplicacdo de CM. O
rendimento no CC foi superior as outras condi¢des. Nas condi¢cdes com aplicacdo de CM, os
rendimentos das extracfes acompanharam os teores de ficocianina encontrados, assim, quanto

maior o teor de ficocianina, maior o rendimento obtido.

Figura 15 - Relagdo entre teor de ficocianina obtido e rendimento da extragdo em cada
condicéo de aplicagdo de CM estudada: 1 (Controle); 2 (30 mTe24hd™?); 3(60mTe24hd
;4 (60 mT e 1 hd*)e 5 (solenoide).
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A concentragdo de ficocianina da biomassa do cultivo com 30 mT por 1 h d™* ndo

foi possivel ser determinada, pois apds o término do cultivo, este foi congelado e
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posteriormente descongelado para centrifugacdo. Com este procedimento, a ficocianina
presente na biomassa ficou no sobrenadante e ndo foi possivel ser quantificada na biomassa
final.

De acordo com os resultados obtidos, houve relacdo entre os valores da
concentracdo de biomassa méxima e os teores de ficocianina encontrados. A maior
concentracdo de ficocianina obtida (13,17 mg mL™) foi na condicdo que obteve maior
concentragdo de biomassa, 60 mT por 24 h d™* (2,31 g L™). Esta condigdo de CM incrementou
em 57,15 % o teor de ficocianina, comparado ao CC. Essa relagdo também foi observada por
Soni et al. (2006) e por Zhang, Zhang e Chen (1999), indicando que a producéo de ficocianina
esta total ou parcialmente associada ao crescimento celular. Além disso, Olaizola e Duerr
(1990) relataram a possivel habilidade das células da S. platensis de regular sua eficiéncia
fotossintética alterando a quantidade de pigmentos, por isso a variagdo dos valores de
ficocianina. Moraes, Burkert e Kalil (2010) encontraram 13,20 mg mL™ de ficocianina
obtidos da biomassa de Spirulina cultivada em sistema aberto.

Quando comparado com a literatura, os valores encontrados estdo de acordo com
os publicados por Chen et al. (2006) e Sarada, Pillai e Ravishankar (1999), que foram de 140
mg g' e 190 mg g' biomassa seca, respectivamente, porém a extracio foi por
congelamento/descongelamento. Na mesma metodologia utilizada neste trabalho, Moraes,
Burkert e Kalil (2010) encontraram rendimento de 82,48 mg g™*.

525 pH

Durante os cultivos, o pH foi avaliado diariamente e este variou entre 9,60 a 10,80
para as condi¢bes com aplicacdo de CM com imas estudadas para Spirulina sp. LEB 18. No
CC, avariacdo foi 9,42 a 10,12 e no cultivo com aplicacdo de CM gerado por corrente elétrica
essa variacdo foi maior, de 9,66 a 10,80 (1° e 15° d, respectivamente).

A faixa de pH verificada nestes cultivos, esta de acordo com a descrita por Hu,
Yair e Amos (1998) e por Costa et al. (2002) para crescimento dessa especie. Segundo estes
autores, o cultivo de Spirulina deve ser em meio alcalino com pH entre 8,3 e 11,0, pois nessa
faixa de pH a Spirulina possui maior taxa fotossintética, devido ao seu carater alcalifilico.

O aumento progressivo do pH durante os cultivos reflete 0 mecanismo de
assimilacdo do bicarbonato pelas microalgas e cianobacterias, segundo o qual, quando as
ceélulas incorporam dois ions bicarbonato, um é consumido e internalizado em forma de

diéxido de carbono (CO,), enquanto o outro é liberado como carbonato (COs?), levando ao
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aumento progressivo do pH no meio (MILLER; COLMAN, 1980; SHIRAIWA; GOYAL,
TOLBERT, 1993).

5.2.6 Discussao geral sobre influéncia do CM no cultivo de Spirulina sp.

Nos cultivos com aplicacdo de CM no cultivo de Spirulina sp., o crescimento foi
maior quando utilizado 30 e 60 mT com aplicacdo por 1 h d™ e a concentragdo de biomassa
aumentou quanto maior a intensidade aplicada. Nos cultivos com 5 mT, a Xmax foi 20,49 %
superior ao CC. Repacholi e Greenebaum (1999) relataram que o crescimento € uma resposta
fisioldgica de um organismo e um efeito positivo indica que algumas das vias biossintéticas
estdo sendo estimuladas a recombinacgdes, com possiveis consequéncias biologicas.

De acordo com Zhi-Yong et al. (2007), o incremento das taxas de crescimento
pode estar associado ao aumento de incorporacdo de nutrientes, por meio do aumento da
permeabilidade da membrana, o que ja vem sido relatado para células de Spirulina platensis
expostas ao campo eletromagnético. Outros autores explicam que nos cultivos realizados com
esta cianobacteéria, o crescimento rapido é devido a alta velocidade de consumo de nitrogénio
e fosforo (LI et al., 2007). Estes componentes ndo foram investigados neste estudo e podem
ser a verdadeira causa da variacdo no crescimento desta microalga.

Segundo Goldsworthy, Whitney e Morris (1999), os CM podem ativar particulas
coloidais do meio de cultivo, fazendo com que estas removam parte do calcio unido aos
fosfolipidios das membranas plasméaticas incrementando sua permeabilidade e,
consequentemente, afetando o crescimento. De acordo com Fidalgo (1995), quando se utiliza
CM estatico, como o utilizado no presente estudo, pode haver alteraces a nivel enzimatico
com relagdo a incorporagdo e utilizagdo do nitrato disponivel no meio. A assimilacdo do
nitrogénio organico é bem conhecida e fortemente dependente da luz, tanto a intensidade
guanto a qualidade podem controlar tal assimilacdo mediante a modulacdo, assim como a
incorporacdo do nitrato ou sua reducdo atraves da regulacdo da sintese e/ou atividade da
enzima nitrato redutase, fatores que séo invariaveis neste trabalho.

A fisico-quimica da rotacdo correlacionada de pares de radicais livres oferece
varios mecanismos explicando como os CM podem influenciar os processos bioguimicos. O
efeito do CM estatico na concentracdo de radicais livres é amplificado se o par de radicais é
de carga oposta e fisicamente confinado (ENGSTROM, 2006) e, portanto, estes radicais sdo
alguns dos varios possiveis sitios de acdo da exposicdo ao CM (SMALL; HUNER; WAN,
2012).
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Os CM também podem causar estresse oxidativo em organismos por meio da
alteracdo dos niveis de energia e orientagdo do spin de elétrons e concentracdo do tempo de
vida dos radicais livres, os quais mudam as probabilidades relativas de recombinacdo de
outras interagdes com possiveis consequéncias bioldgicas (REPACHOLI; GREENEBAUM,
1999).
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6 CONCLUSAO

Os sistemas elaborados para geracdo de CM nos cultivos das microalgas foram
eficientes, de modo que o CM gerado se concentrou no interior dos fotobiorreatores e a
influéncia ocasionada pelos CM foi observada nas respostas estudadas.

O crescimento da microalga Chlorella fusca LEB 111 e da cianobactéria Spirulina
sp. LEB 18 foi influenciado pela a¢do dos CM. As microalgas apresentaram crescimento
celular em todas as condicdes estudadas. Quando utilizado CM de 5 mT gerado por corrente
elétrica, houve inibicdo do crescimento da C. fusca, enquanto que nas outras condi¢des, 0 CM
causou efeito estimulante no crescimento, independente da intensidade e tempo de aplicacgéo.

Com relagdo ao tempo de aplicagdo dos CM e a concentracdo de biomassa
méxima (Xma), a C. fusca quando cultivada com aplicacdo de 60 mT por 24 h d™* resultou na
maior Xmax, sendo 20,49 % superior ao CC. Para Spirulina, a inducdo magnética por 1 h d*
foi mais eficiente comparado ao CM permanente, nas duas condi¢cdes de CM gerado por imas.

Com relacdo a composicdo da biomassa da C. fusca, 0 maior incremento do teor
de carboidratos ocorreu quando a microalga foi cultivada com 60 mT por 24 h d™. Nesta
condicdo também houve inibicdo de 23,56 % no teor de lipideos. Distinto dos cultivos com
CM gerado por imas, em gue houve estimulo no crescimento e no teor de carboidratos, nos
cultivos com CM gerado por corrente elétrica, mesmo com inibicdo do crescimento, houve
acréscimo de 22,17 % no teor de carboidratos. Nos cultivos de Spirulina, todas as condi¢Ges
de aplicagdo de CM estimularam o crescimento, com destaque para o0 CM aplicado por 1 h d*,
as intensidades de 30 e 60 mT, incrementaram substancialmente a Xmay, obtendo cerca de 95
% mais biomassa que obtida no CC. A condi¢do de 30 mT permanente estimulou a sintese de
carboidratos, resultando no acréscimo de 133,23 %, ja& a condicdo de 60 mT permanente
incrementou o teor de lipideos em 18,20 %.

O maior teor de ficocianina e maior concentracdo de biomassa foram obtidos para
as mesmas condigdes, indicando que o CM também influencia na concentracdo de ficocianina
por meio do estimulo na fotossintese.

Apos analise dos resultados, a melhor condicao de aplicacdo de CM para C. fusca,
que proporcionou estimulo no crescimento e no teor de carboidratos, foi a condi¢do de 60 mT
permanente. A escolha da melhor condicéo de aplicacdo de CM para Spirulina dependera do
objetivo do cultivo. Para obter maior quantidade de biomassa em menor tempo, as condic¢oes
de 30 ou 60 mT aplicados por 1 h d™* obtiveram os melhores resultados, porém se o objetivo

for producdo de bioetanol, por exemplo, a condicdo de 30 mT permanente promoveu
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incremento de 133,23 % no teor de carboidratos nesta biomassa. Logo, foi possivel
determinar que o efeito do CM depende de seu protocolo de aplicacdo e da espécie da
microalga.

A partir dos resultados obtidos, seria importante considerar o CM como agente
promotor do crescimento e estuda-lo no cultivo de outras espécies de microalgas e com outros
protocolos de aplicagdo. Na literatura h4 poucos trabalhos no estudo sobre os bioefeitos
causados pelos CM nas microalgas, o que impossibilita realizar comparacdes efetivas dos
resultados. Os resultados obtidos permitiram avaliar o CM como um parametro importante
para o desenvolvimento dos cultivos das microalgas, uma vez que é possivel obter
concentragdes de biomassa maiores em menor tempo de cultivo, 0 que constitui uma

vantagem do ponto de vista comercial.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Avaliar outras intensidades de campo magnético no cultivo da Chlorella fusca e

Spirulina sp.;

» Estudar os bioefeitos causados pelos campos magnéticos em outras espécies de

microalgas;

» Avaliar as diferencas entre aplicacdo de campo magnético gerado por corrente elétrica e

por imds com outras intensidades;

Cultivar as microalgas em diferentes fotobiorreatores com estes campos magnéticos;
» Determinar o consumo de nitrogénio e fésforo durante os cultivos;

» Avaliar modificac6es na morfologia celular devido a aplicacdo de campos magnéticos
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Figura AP 1- Curva padrdo da microalga Chlorella fusca LEB 111
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Figura AP 2- Curva padrdo da microalga Spirulina sp. LEB 18
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Figura AP 3- Concentragédo de biomassa linearizados da fase exponencial de crescimento dos
cultivos da microalga Chlorella fusca LEB 111 com CM de 30 mT por 24 h d* (¢), por 1 h d™*
(0) e o cultivo controle (o).
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Figura AP 4- Concentracdo de biomassa linearizados da fase exponencial de crescimento dos
cultivos da microalga Chlorella fusca LEB 111 com CM de 60 mT por 24 h d™* (¢), por 1 h d™*
(0) e o cultivo controle (o).
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Figura AP 5- Concentracdo de biomassa linearizados da fase exponencial de crescimento dos
cultivos da microalga Chlorella fusca LEB 111 com CM gerado por corrente elétrica (®) e o
cultivo controle (0).
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Figura AP 6- Concentracdo de biomassa linearizados da fase exponencial de crescimento dos
cultivos da cianobactéria Spirulina sp. LEB 18 com CM de 30 mT por 24 h d™* (#), por 1 hd*
(0) e o cultivo controle (0).
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Figura AP 7- Concentracdo de biomassa linearizados da fase exponencial de crescimento dos
cultivos da cianobactéria Spirulina sp. LEB 18 com CM de 60 mT por 24 hd* (#), por 1 h d*
(0) e o cultivo controle (o).
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Figura AP 8- Concentracdo de biomassa linearizados da fase exponencial de crescimento dos
cultivos da cianobactéria Spirulina sp. LEB 18 com CM gerado por corrente elétrica (o) € o
cultivo controle (0).
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Figura AP 9-Ficocianina extraida da cianobactéria Spirulina sp. LEB 18
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Tabela A 1 - Concentragdes de biomassa diarias (X, g L™) e dos valores de pH obtidos nos
cultivos com a microalga Chlorella fusca LEB 111 cultivadas com CM de 30

mT e do cultivo controle.

Tempo (d) Controle 30mT 24 hd™ 30mT1hd?
X@L")  pH X(gL™h pH X(gL™h pH
0,00 0,28 8,20 0,27 8,29 0,27 9,4
0,76 0,30 8,48 0,30 9,18 0,29 9,57
1,77 0,38 8,81 0,41 9,42 0,44 9,67
2,72 0,56 9,07 0,54 9,21 0,53 9,58
3,76 0,81 9,22 0,73 9,69 0,68 10,04
4,75 0,78 9,36 0,85 9,62 0,90 9,98
5,76 0,91 9,41 0,88 9,72 0,93 10,05
6,76 0,82 9,5 0,90 9,78 0,98 10,01
7,71 1,06 9,37 1,04 9,43 1,19 9,72
8,75 1,04 9,98 1,04 9,75 1,27 9,82
9,93 1,14 9,81 1,15 9,67 1,44 9,73
10,79 1,25 9,68 1,26 4,87 1,47 4,94
11,75 1,37 9,54 1,30 9,84 1,47 10,04
12,76 1,51 9,37 1,42 9,73 1,53 9,87
13,76 1,48 9,72 1,51 9,80 1,59 9,71
14,71 1,61 9,58 1,51 9,72 1,65 9,67

X: concentracdo de biomassa diéria, g L™.
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Tabela A 2-Concentracdes de biomassa diérias (g L™) e dos valores de pH obtidos nos
cultivos com a microalga Chlorella fusca LEB 111 cultivadas com CM de 60

mT e do cultivo controle.

Tempo (d) Controle 60mT 24 hd™ 60mT 1hd?

X@Lh  pH X (LY pH X (LY pH
0,00 0,28 8,20 0,28 9,01 0,29 9,68
0,76 0,31 8,48 0,38 9,19 0,33 9,23
1,77 0,38 8,81 0,55 9,22 0,48 9,36
2,72 0,56 9,07 0,72 9,57 0,59 9,52
3,76 0,81 9,22 0,80 9,51 0,75 9,76
4,75 0,78 9,36 0,89 9,45 0,87 9,77
5,76 0,91 9,41 1,01 9,45 0,91 9,84
6,76 0,82 9,5 1,25 9,3 1,13 9,84
7,71 1,06 9,37 1,27 9,50 1,24 9,87
8,75 1,04 9,98 1,39 9,42 1,43 9,94
9,93 1,14 9,81 1,56 10,05 1,62 9,81
10,79 1,25 9,68 1,65 9,95 1,61 9,74
11,75 1,38 9,54 1,73 9,73 1,67 9,98
12,76 1,51 9,37 1,77 9,65 1,68 9,84
13,76 1,48 9,72 1,90 9,43 1,70 9,69
14,71 1,61 9,58 1,91 9,70 1,84 9,57

X: concentracdo de biomassa diéria, g L™.
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Tabela A 3- Concentragdes de biomassa diarias (g L™) e dos valores de pH obtidos nos
cultivos com a microalga Chlorella fusca LEB 111 cultivadas com CM gerado
por corrente elétrica, 5 mT, e do cultivo controle.

Tempo (d) Controle Solenoide 5 mT

X(@L? pH X(@gL™ pH
0,00 0,28 8,20 0,31 8,73
0,76 0,30 8,48 0,35 9,12
1,77 0,38 8,81 0,45 9,33
2,72 0,56 9,07 0,51 9,45
3,76 0,81 9,22 0,62 9,54
4,75 0,78 9,36 0,71 8,97
5,76 0,91 9,41 0,79 9,66
6,76 0,82 9,5 0,84 9,32
7,71 1,06 9,37 0,91 9,10
8,75 1,04 9,98 0,98 9,67
9,93 1,14 9,81 1,04 9,61
10,79 1,25 9,68 1,12 8,94
11,75 1,37 9,54 1,22 9,05
12,76 1,51 9,37 1,26 9,34
13,76 1,48 9,72 1,28 9,21
14,71 1,61 9,58 1,35 9,33

X: concentracdo de biomassa diéria, g L™
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Tabela A 4- Concentragbes de biomassa diarias (g L™) e dos valores de pH obtidos nos
cultivos com a cianobactéria Spirulina sp. LEB 18 cultivadas com CM de 30 mT
e o cultivo controle.

Tempo (d) Controle 30mT 24 hd* 30mT1hd?
X@Lh  pH X (LY pH X (LY pH

0,00 0,19 - 0,19 9,61 0,18 9,60
0,96 0,25 - 0,26 9,97 0,25 9,96
2,06 0,28 - 0,30 9,96 0,30 9,94
3,01 0,38 - 0,38 10,01 0,35 9,99
3,96 0,46 - 0,51 10,05 0,59 10,04
4,97 0,61 - 0,70 10,17 0,84 10,12
5,96 0,60 - 0,71 10,28 0,93 10,19
7,01 0,65 - 0,85 10,22 1,03 10,29
8,14 0,82 - 1,00 10,22 1,39 10,24
8,98 0,87 - 1,09 10,19 1,47 10,22
9,92 0,92 - 1,26 10,22 1,78 10,19
11,01 0,97 - 1,55 - 1,69 10,22
11,97 1,01 - 1,45 - 1,94 -

12,97 1,12 - 1,61 - 2,29 -

13,89 1,12 10,06 1,75 10,07 2,24 -

14,90 1,22 10,12 1,67 10,12 2,35 -

X: concentracdo de biomassa diéria, g L™.
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Tabela A 5- Concentragbes de biomassa diarias (g L™) e dos valores de pH obtidos nos
cultivos com a cianobactéria Spirulina sp. LEB 18 cultivadas com CM de 60 mT
e o cultivo controle.

Tempo (d) Controle 60mT 24 hd™ 60mT 1hd?
X@Lh  pH X(@gLY pH X (LY pH
0,00 0,19 - 0,18 9,71 0,16 9,75
0,96 0,25 - 0,23 9,93 0,22 10,01
2,06 0,28 - 0,39 10,12 0,39 10,22
3,01 0,38 - 0,46 10,25 0,50 10,35
3,96 0,46 - 0,63 10,38 0,84 10,44
4,97 0,61 - 0,80 10,36 1,00 10,48
5,96 0,60 - 1,01 10,35 1,22 10,56
7,01 0,65 - 1,18 10,36 1,38 10,58
8,14 0,82 - 1,37 10,37 1,31 10,60
8,98 0,87 - 1,49 10,33 1,41 10,61
9,92 0,92 - 1,56 10,35 1,62 10,22
11,01 0,97 - 1,75 10,35 1,86 10,33
11,97 1,01 - 2,05 10,38 1,98 10,4
12,97 1,12 - 1,89 10,39 2,06 10,53
13,89 1,12 10,06 2,09 10,41 2,39 10,69
14,90 1,22 10,12 2,31 10,45 2,152 10,64

X: concentracdo de biomassa diéria, g L™



111

Tabela A 6- Concentragbes de biomassa diarias (g L™) e dos valores de pH obtidos nos
cultivos com a cianobactéria Spirulina sp. LEB 18 cultivadas com CM gerado
por corrente elétrica de 5 mT e o cultivo controle.

Tempo (d) Controle Solenoide 5 mT
X(@L? pH X(@L? pH

0,00 0,19 - 0,18 9,65
0,96 0,25 - 0,34 10,01
2,06 0,28 - 0,39 10,18
3,01 0,38 - 0,46 10,28
3,96 0,46 - 0,60 10,39
4,97 0,61 - 0,70 10,47
5,96 0,60 - 0,79 10,55
7,01 0,65 - 0,92 10,49
8,14 0,82 - 0,95 10,5
8,98 0,87 - 1,01 10,55
9,92 0,92 - 1,23 10,49
11,01 0,97 - 1,17 10,52
11,97 1,01 - 1,27 10,59
12,97 1,12 - 1,35 10,62
13,89 1,12 10,06 1,47 10,79
14,90 1,22 10,12 - -

X: concentracdo de biomassa diéria, g L™.



