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RESUMO 

A biorrefinaria é um processamento sustentável em planta industrial que integra os processos 
de conversão de biomassa para produzir biocombustíveis, bioprodutos de valor agregado e 
energia. As microalgas constituem uma biomassa com grande potencialidade para uso como 
matéria prima para produção desses bioprodutos, além de apresentarem a capacidade de 
biofixar o CO2 atmosférico. O objetivo deste trabalho foi estudar o cultivo semicontínuo de 
Spirulina  sp LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111, avaliando a potencialidade das biomassas 
produzidas para concepção de uma biorrefinaria microalgal. Os cultivos com duração de 55 d 
foram mantidos a 30ºC, 41,6 µmol.m-².s-1 e fotoperíodo 12 h claro/escuro, em fotobiorreatores 
tubulares verticais. A concentração inicial de biomassa foi 0,2 g.L-1 e as taxas de renovação 
estudadas, 20 e 40% (v/v). Primeiramente foram estudados diferentes modos de condução de 
cultivo semicontínuo para a microalga Spirulina sp. LEB 18, avaliando-se as melhores 
respostas cinéticas. Em ambos os modos a primeira remoção de produto e adição de meio 
novo (corte) foi realizada no final da fase exponencial de crescimento. Contudo, em um modo 
de condução de cultivo estabeleceu-se uma concentração celular de corte fixa e em outra, a 
remoção de produto e adição de meio novo foi realizados a cada 3 d. As máximas 
produtividade média (0,092 g.L-1.d-1) e concentração de biomassa produzida (8,37 g) foram 
encontradas com taxa de renovação de 40% (v/v) no ensaio com concentração celular de corte 
fixa, demonstrando que essa é a melhor condução de cultivo semicontínuo. Em um segundo 
momento, selecionado o modo de condução, foi estudado o cultivo semicontínuo das 
microalgas Spirulina sp LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111 com CO2 como fonte de carbono, 
a fim de avaliar a potencial aplicação das biomassas produzidas. A concentração celular de 
corte foi 1,6 g.L-1. Para a caracterização das biomassas foram determinados carboidratos, 
proteínas, lipídios e cinzas. Na biomassa de Spirulina sp. LEB 18 ainda foi avaliado o 
rendimento em biopolímeros. Quando cultivada com 10% (v/v) de CO2 e taxa de renovação 
de 20% (v/v), a microalga Spirulina sp. LEB 18 apresentou biomassa rica em proteínas, sendo 
60,1 % (p/p), 14,4% (p/p) de carboidratos e máximo teor lipídico de 9,8% (p/p). O máximo 
rendimento em biopolímeros encontrado foi 7,1% (p/p) no ensaio com 10% (v/v) de CO2. A 
biomassa da microalga Chlorella fusca LEB 111 apresentou teores máximos de proteínas 
(56,1%, p/p), carboidratos (30,2%, p/p) e lipídios  (13,3%, p/p) quando a microalga foi 
cultivada com CO2 como fonte de carbono. Nos cultivos com esse gás foi observado que a 
taxa de renovação de meio não influenciou na cinética de crescimento da microalga Spirulina 
sp. LEB 18. Esta microalga apresentou maior produtividade média, velocidade específica de 
crescimento e máxima biomassa produzida, quando cultivada com CO2. As biomassas das 
microalgas Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111, obtida a partir do cultivo com 
10% (v/v) de CO2, apresentam potencial para obtenção de bioprodutos como biopeptídeos, 
bioetanol e ácidos graxos essenciais e podem ser utilizadas como matéria prima em 
biorrefinarias, favorecendo a autossustentabilidade.  
 

Palavras Chave: composição química, fase exponencial de crescimento, processo 
semicontínuo. 
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ABSTRACT 

A biorefinery is a sustainable industrial processing plant that integrates biomass conversion 
processes to produce biofuels, bioproducts and value-added energy. The microalgae biomass 
constitute a great potential for use as a feedstock for the production of these byproducts, in 
addition to having the ability to biofix atmospheric CO2. The objective of this work was to 
study the semi cultivation of Spirulina sp LEB 18 and Chlorella fusca  LEB 111, evaluating 
the potential of biomass produced for designing a microalgal biorefinery. The cultivations 
during 55 d were maintained at 30 °C, 41.6 μmolm-²s-1 and photoperiod 12 h light/dark, in 
vertical tubular photobioreactors. The initial biomass concentration was 0.2 g L-1 and the 
renewal rates studied were 20 and 40% (v/v). Firstly different driving modes of semicontinuos 
cultivation for Spirulina sp LEB 18 were studied evaluating the best kinetic responses. In both 
modes the first product removal and addition of fresh  medium was taken at the end of the 
exponential growth phase . However, in a driving style cultivation established a fixed blend 
concentration and other the removal of product and addition of fresh medium was performed 
every 3 d. The maximum average productivity (0.092 g L-1.d-1) and concentration of produced 
biomass (8.37 g) were found with a renewal rate of 40% (v/v) in the assay with fixed blend 
concentration, demonstrating that this is the best driving semicontinuous cultivation. In a 
second step, the selected driving mode, the semicontinuous cultivation of microalgae 
Spirulina sp LEB 18 and Chlorella fusca LEB 111 with CO2 as a carbon source was studied 
in order to evaluate the potential application of biomass produced. The blend concentration 
was 1.6 g.L-1 (late exponential growth phase). For the characterization of biomass 
carbohydrates, proteins, lipids and ash were determined. Biomass of Spirulina sp. LEB 18 
was further assessed the performance in biopolymers. When grown at 10% (v/v) CO2, and 
renewal rate of 20% (v/v) to Spirulina sp. LEB 18 presented biomass rich in protein, 60.1% 
(w/w), 14.4% (w/w) of carbohydrate and lipid content of maximum 9.8% (w/w). The 
maximum yield was found biopolymers 7.1% (w/w) in the assay with 10% (v/v) CO2. The 
biomass of microalgae Chlorella fusca LEB 111 showed maximum protein content (56.1%, 
w/w), carbohydrates (30.2%, w/w) and lipids (13.3%, w/w) when the microalgae was grown 
with CO2 as the carbon source. In cultivations with this gas was observed that the renewal rate 
means no influence on the kinetics of growth of Spirulina sp. LEB 18. This microalgae 
showed higher average productivity, specific growth rate and maximum biomass production 
when grown with CO2. Biomass of microalgae Spirulina sp. LEB 18 and Chlorella fusca LEB 
111, obtained from cultivation with 10% (v/v) CO2, have potential for obtaining biopeptides 
as bioproducts, ethanol and essential fatty acids and can be used as raw material for 
biorefineries, favoring self-sustainability. 
 
Keywords: chemical composition, exponential growth phase, semicontinuous process. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Para a redução da poluição e geração de novos produtos, processos biológicos 

tornaram-se interessantes. Esses processos utilizam o metabolismo microbiano para degradar 

e remover poluentes (GADD, 2009), bem como para transformar matérias primas em 

produtos menos nocivos ao meio ambiente. Neste cenário, destacam-se microalgas de diversas 

espécies, as quais tem sido utilizadas em estudos de tratamento de efluentes, biossorção de 

metais tóxicos (DOTO; CADAVAL; PINTO, 2012; DAL MAGRO; HEMKEMEIER; 

COLLA, 2011; MEZZOMO et al., 2010), biofixação de dióxido de carbono (RADMANN et 

al., 2011), produção de biocombustíveis (XU; MI, 2011), produção de biopolímeros e 

nanofibras (MORAIS et al., 2014; STEFFENS et al., 2014). 

As microalgas representam os micro-organismos fotossintéticos procarióticos e 

eucarióticos que vivem em ambiente aquático (VONSHAK, 1997). Entre as abordagens para 

redução das emissões de CO2, a biofixação desse gás por microalgas é considerada uma das 

soluções mais eficazes (MORAIS; COSTA, 2007b).  

O dióxido de carbono (CO2) é um dos principais gases contribuintes para o efeito 

estufa e tem agravado o aquecimento global (MOREIRA; GIOMETTI, 2008). O aumento da 

concentração de CO2 na atmosfera tem gerado desafios em todo o mundo (BODEN; 

MARLAND; ANDRES, 2010;  ZENG et al., 2011). A redução do uso de combustíveis 

fósseis, bem como promover a captura e sequestro de CO2 são alternativas para reduzir as 

emissões deste gás (HO, CHEN; CHANG, 2010) e as microalgas são potenciais atuantes 

nesse processo.  

O cultivo de microalgas pode ser realizado em modo contínuo, descontínuo e 

semicontínuo. No semicontínuo o fotobiorreator é carregado inicialmente com meio de 

cultivo e mantido sob condições ótimas de temperatura, nutrientes e pH. Após determinado 

período, uma parcela do meio de cultivo com microalgas é removida e substituída por meio 

novo, sem células. Esse cultivo propicia elevada produção de biomassa, o consumo de 

nutrientes é grande e a produtividade de biomassa é elevada. Avaliar esse regime de cultivo é 

importante, uma vez que o modo de operação influencia nas características cinéticas da 

cultura e obtenção de biocompostos (LOURENÇO, 2006). 

Para tornar os bioprodutos obtidos de biomassa microalgal sustentável, é 

necessário explorar, no mínimo, três desses. A fonte de carbono, que é o nutriente em maior 

requerimento, deve ser de baixo custo, o que pode ser obtido com a biofixação de CO2. Além 
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disso, a condução de cultivo deve proporcionar alta produtividade de biomassa, o que pode 

ser obtida em processo semicontínuo. 

A biorrefinaria é considerada como processamento sustentável, que integra os 

processos de conversão de biomassa para produzir biocombustíveis, produtos de valor 

agregado e energia. Assim, a combinação dos benefícios pelo uso das microalgas na produção 

de biocombustíveis e biocompostos, a possibilidade de biotratamento de águas residuais, a 

fixação de CO2, dentre outras vantagens, apontam o grande potencial de aplicação das 

microalgas em biorrefinarias (BORGES, 2010). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

O objetivo deste trabalho foi estudar o cultivo semicontínuo das microalgas 

Spirulina  sp LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111, avaliando a potencialidade das biomassas 

produzidas para concepção de uma biorrefinaria microalgal. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Selecionar o melhor modo de condução de cultivo semicontínuo, avaliando as 

características cinéticas do cultivo; 

 Avaliar a influência da taxa de renovação de meio e CO2 como fonte de carbono, nas 

características cinéticas das microalgas Spirulina  sp LEB 18 e Chlorella fusca  LEB 

111,  bem como na composição química das biomassas produzidas; 

 Verificar as potenciais aplicações da biomassa microalgal. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

A preocupação com questões ambientais tem se tornado cada vez mais evidente 

em função da demasiada utilização de recursos naturais em processos produtivos 

(BARCELLOS, OLIVEIRA; CARVALHO, 2009). Diante disso, busca-se aliar 

desenvolvimento econômico com proteção ambiental, desenvolvendo-se novos produtos, 

alternativas de processos e técnicas eficientes no combate e remediação da poluição 

(SCHMITZ; DAL MAGRO; COLLA, 2012).  

Os combustíveis fósseis são um dos principais responsáveis pelo aumento das 

emissões de CO2.  Projeções indicam que, em 2030, esse aumento poderá chegar a 55% das 

emissões do ano de 2004, fato que é preocupante, uma vez que o CO2 é um dos principais 

gases do efeito estufa que tem contribuído para o aquecimento global. A elevação das 

emissões de CO2 é realidade devido à grande demanda de energia primária no mundo. Os 

combustíveis fósseis representarão 85% dessa energia (SCHAEFFER, 2009). De acordo com 

Pacala e Socolow (2004) as emissões mundiais de carbono em 2005 eram de 7GtC/ano e 

chegarão, em 2055, a 14 GtC/ano. Com isso, surgem tecnologias para promover a redução 

dessas emissões e consequentemente mitigar as mudanças climáticas. A implementação de 

novas fontes de energia, em alguns casos, é muito cara e a economia mundial ainda é 

sustentada pelos combustíveis fósseis (IPCC, 2007). 

Dentre as abordagens a fim de promover a redução das emissões de CO2 destaca-

se o cultivo de microalgas. Estes organismos fotossintéticos e autotróficos suportam até 50% 

de CO2, bem como a presença de outros compostos como NOX e SOX (LEE et al., 2002; 

MORAIS; COSTA, 2008a; RADMANN et al., 2011). Quando comparadas às plantas 

terrestres, as microalgas têm maior eficiência de fixação de CO2 (BROWN; ZEILER,1993). 

Atributos desejáveis para a fixação de CO2 por microalgas incluem: altas taxas de crescimento 

e utilização de CO2; elevada tolerância aos constituintes dos gases de combustão; 

possibilidade de obtenção de produtos; tolerância a altas temperaturas, minimizando custos do 

resfriamento de gases de combustão e capacidade de utilizar águas residuais (BRENNAN; 

OWENDE, 2010). 

A biomassa microalgal obtida de cultivo com CO2 pode ser utilizada em 

substituição a fontes fósseis de energia de acordo com seu poder calorífico. O elevado teor de 

carboidratos e lipídios na biomassa pode ser utilizado para produção de biocombustíveis 

como bioetanol e biodiesel, respectivamente. A biomassa também pode ser utilizada como 

alimento e ração animal. No Laboratório de Engenharia Bioquímica da Universidade Federal 
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do Rio Grande já foram desenvolvidos mais de 15 alimentos com a microalga Spirulina que 

apresenta certificado GRAS, podendo ser utilizada como ingrediente sem oferecer risco à 

saúde humana (FOX, 1996). 

Dependendo das condições de cultivo, as microalgas podem ser estimuladas a 

sintetizar biopolímeros. A maioria dos estudos refere-se ao incremento da fonte de carbono. 

Com isso, o cultivo de microalgas com CO2 como fonte de carbono pode contribuir para 

minimizar os problemas gerados pela elevação da concentração desse gás na atmosfera e 

descarte inadequado de polímeros de origem petroquímica. 

Cultivos semicontínuos tornam-se alternativas para produção em maior escala. 

Esse modo de cultivo apresenta vantagens operacionais, como dispensar a constante troca de 

inóculo, além de manter o micro-organismo em elevadas velocidades de crescimento 

(LOURENÇO, 2006). No cultivo semicontínuo o mesmo inóculo pode ser utilizado por longo 

período, além de manter o controle de parâmetros nutricionais e cinéticos (REICHERT, 

REICHERT; COSTA, 2006). Segundo Lourenço (2006) para cultivos semicontínuos a 

espécie deve ser resistente, o que é observado em microalgas como Spirulina e Chlorella, 

sendo capaz de crescer rapidamente, suportando manipulações frequentes. 

 

3.1 Histórico da linha de pesquisa  

 

O Laboratório de Engenharia Bioquímica (LEB) da Universidade Federal do Rio 

Grande (FURG) estuda o cultivo de microalgas desde 1996. Em 2005, juntamente com a 

ELETROBRÁS – Centrais Elétricas Brasileiras S.A. e com a Companhia de Geração Térmica 

de Energia Elétrica (CGTEE), foi firmada uma parceria com objetivo de estudar a biofixação 

de CO2 dos gases de combustão do carvão através do cultivo de microalgas. Em 2006, foi 

assinado novo convênio para implantação de uma planta piloto de cultivo de microalgas para 

biofixação de CO2. Em função desse projeto os parceiros ingressaram na International 

Network for Biofixation of CO2 and Greenhouse Gas Abatement with Microalgae, uma rede 

de troca de informações sobre biofixação de gases do efeito estufa por microalgas. 

Relacionado a esse projeto foram estudados o isolamento e seleção de microalgas 

para biofixação de dióxido de carbono de usinas termelétricas (MORAIS; COSTA 2007a), 

biofixação de dióxido de carbono por Spirulina sp. e Scenedesmus obliquus cultivadas em 

fotobiorreatores tubulares (MORAIS; COSTA, 2007b), conteúdo lipídico e composição de 

ácidos graxos de microalgas expostas aos gases CO2, SO2 e NO (COSTA; RADMANN, 

2008), bioprocessos para remoção de dióxido de carbono e óxido de nitrogênio por 
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microalgas (MORAIS; COSTA, 2008a), perfil de ácidos graxos de microalgas cultivadas com 

dióxido de carbono (MORAIS; COSTA, 2008b), preparação de nanofibras com a microalga 

Spirulina (MORAIS et al., 2010), isolamento de microalgas e a aplicação de SOx e NOx na 

biofixação de CO2 (RADMANN et al., 2011); fixação de dióxido de carbono por microalgas 

cultivadas em biorreatores abertos (ROSA et al., 2011), biofixação de CO2 do gás de 

combustão sintético usando microalgas cultivadas em fotobiorreatores em série (MORAIS et 

al., 2011). 

No ano de 2012, foi reativada a parceria com a CGTEE. Neste projeto estão 

envolvidos 6 professores e 10 pos-graduandos vinculados ao Programa de Pós-Graduação em 

Engenharia e Ciência de Alimentos da FURG. Novos trabalhos estão sendo desenvolvidos 

nesse projeto, com intuito de ampliar os estudos e conhecimentos sobre a utilização de 

microalgas para a biofixação de gases de combustão. 
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4 REVISÃO DA LITERATURA 

 

4.1 Aumento das emissões de CO2  

 

O efeito estufa é um fenômeno natural, causado pela presença de determinados 

gases presentes na atmosfera, chamados de gases de efeito estufa (GEE).  O óxido nitroso 

(N2O), metano (CH4), dióxido de carbono (CO2) são considerados os mais abundantes GEE. 

O efeito estufa garante que a temperatura média do planeta esteja próxima aos 15°C, portanto 

32°C acima do que seria sem ele. Além disso, sem o efeito estufa, o planeta estaria sujeito a 

variações bruscas de temperatura entre a noite e o dia, como acontece na lua e desertos 

(RAVEN, EVERT, EICHHOM; 2001).  

O aquecimento global, induzido por concentração de GEE na atmosfera, tem sido 

tema de grande preocupação. Os combustíveis fósseis são um dos grandes responsáveis pelo 

aumento das emissões de CO2 e projeções indicam que, em 2030, esse aumento pode chegar a 

55% das emissões do ano de 2004. O aumento das emissões de CO2 é realidade devido a alta 

demanda de energia primária no mundo.  Os combustíveis fósseis representarão 85% da 

demanda dessa energia. O carvão mineral contribui com um maior volume de GEE por 

unidade de eletricidade gerada, que a queima de petróleo ou gás natural. A queima de carvão 

no mundo libera na atmosfera cerca de 10 Gton CO2/ano. Petróleo e gás natural contribuem 

com 10,6 e 5,8 Gton, respectivamente (IEA, 2011). 

O aumento nas emissões de CO2 pode resultar em elevação significativa da 

temperatura no planeta. Diante disso, governos têm debatido sobre formas de minimizar essas 

emissões, sem prejudicar o crescimento econômico. Os acordos se baseiam em redução das 

emissões, aquisição de créditos de carbono, implementação de projetos baseados em 

tecnologias limpas em outros países. O Mecanismo de Desenvolvimento Limpo (MDL) foi 

criado na Conferência de Kyoto. Países desenvolvidos podem investir em projetos em países 

em desenvolvimento, com a promoção de sequestro de carbono, contabilizando redução em 

suas emissões (BARRETO, FREITAS; PAIVA, 2009).  

Acordos internacionais, como o Protocolo de Kyoto, determinam uma quantidade 

máxima que países desenvolvidos podem emitir desses gases. Os países criam leis que 

restringem as emissões das indústrias. Portanto, empresas que não conseguem cumprir as 

metas estabelecidas nacional e internacionalmente, são obrigadas a comprar a cota de 

poluição que outra empresa ou outro país deixou de emitir. Por sua vez, as indústrias que 

conseguiram diminuir suas emissões abaixo das cotas determinadas, podem vender o 
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excedente de "redução de emissão" ou "permissão de emissão" no mercado nacional ou 

internacional (C&T BRASIL, 2006).  

Diante do aumento de emissões de CO2 surgem tecnologias para promover a 

redução dessas emissões e consequentemente mitigar as mudanças climáticas. A 

implementação de novas fontes de energia, em alguns casos, ainda é muito cara e a economia 

mundial ainda é sustentada pelos combustíveis fósseis. O planeta Terra possui cerca de 70% 

de água, sendo que 97% dessa encontram-se nos oceanos. Nos oceanos, é onde ocorre cerca 

de 50% da fixação do CO2 devido as microalgas. Muitas vezes o processo de fixação 

(fotossíntese) supera o processo de liberação (respiração), fato que ocorre na zona eufótica 

devido a presença de organismos fotossintetizantes denominados microalgas (OHSE et al., 

2007).  

 

4.2 Microalgas 
 

O termo microalga engloba micro-organismos procarióticos e eucarióticos 

fotossintéticos que podem se desenvolver rapidamente e sobreviver em condições rigorosas. 

As microalgas podem ser encontradas em ambientes aquáticos e na superfície de solos. 

Podem se apresentar como células isoladas, agrupadas ou encadeadas sob a forma de 

segmentos lineares de células (LOURENÇO, 2006; MATA, MARTINS; CAETANO, 2010; 

TOMASELLI, 2004). 

Fotossinteticamente, as microalgas são mais eficientes que as plantas vasculares e 

podem ser produzidas em meios de cultivos relativamente simples e em larga escala 

(SCRAGG et al., 2002). Devido ao seu rápido crescimento, a fixação de CO2 pelas microalgas 

é maior quando comparado a cultura terrestres (WANG et al., 2008; BENEMANN, 1997). A 

biomassa obtida nos cultivos de microalgas pode ser utilizada na formulação de alimento 

humano e ração animal, extração de pigmentos e vitaminas. Estudos têm apresentado sua 

aplicação na produção de biocombustíveis (XU; MI, 2011), na mitigação de gases que causam 

o efeito estufa (RADMANN et al., 2011), extração de biopolímeros (MORAIS et al., 2014 e 

preparação de nanofibras (STEFFENS et al., 2014). 

A biomassa microalgal apresenta cerca de 50% de carbono na sua composição. 

Assim, o fornecimento deste nutriente aos cultivos representa um importante componente dos 

custos de produção, seja gasoso na forma de dióxido de carbono, ou sólido, principalmente na 

forma de bicarbonato (VONSHAK, 1997). 
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Sob condições de estresse, muitas microalgas alteram sua rota biossintética para 

formação e acúmulo de bioprodutos de interesse. Os principais estímulos ao estresse químico 

são a composição, salinidade e o pH do meio de cultivo. A limitação de nitrogênio nos meios 

de cultivo pode alterar rotas relacionadas com a síntese de proteínas, que poderá ser desviada 

para sintetizar carboidratos ou lipídios (FOGG, 1966). Entre os estresses físicos, a 

temperatura e a intensidade luminosa são os mais importantes. 

A microalga Spirulina pertence ao grupo das Cyanophytas, também denominadas 

algas azuis. Esta microalga apresenta organização celular procariótica, filamentosa, que forma 

tricomas cilíndricos multicelulares, com 1 a 12 µm de diâmetro, e se dispõem na forma 

espiralada, com até 1 mm de comprimento (VONSHAK, 1997). Sua biomassa contém alto 

teor de proteína, sendo encontrados valores entre 46 e 86% (BECKER, 2006; MORAIS et al., 

2009). A parede celular da microalga Spirulina é mais digerível do que outras, pois é 

constituída por mucopolissacarídeos e não por celulose. A ausência da parede celulósica é 

uma vantagem do ponto de vista de preservação da integridade de componentes como 

vitaminas e ácidos graxos poliinsaturados, uma vez que dispensa o uso de calor para 

disponibilizar os nutrientes (TOMASELLI, 1997). 

A microalga Chlorella pertence ao grupo das Chlorophytas (Chlorophyceae), ou 

algas verdes. Esta microalga é unicelular, com formato esférico, globular ou elipsoidal, não 

móvel que pode atingir diâmetros entre 2 e 10 µm. Essa microalga é produzida por mais de 

setenta companhias, sendo a japonesa Nihon Chlorella Inc. a precursora em 1961. 

Inicialmente ela foi comercializada como suplemento alimentar, e depois como alimento para 

a aquicultura marinha. A microalga Chlorella possui grande capacidade fotossintética, é rica 

em micronutrientes, possui alto teor de clorofila, proteínas, vitaminas, sais minerais e ácidos 

graxos (HENRIKSON, 1994). Tem sido reconhecida e bastante estudada para produção de 

biodiesel, devido ao alto teor de lipídios que pode acumular. Illman, Scragg e Shales (2000) 

em cultivo de Chlorella emersonii obtiveram 63 % de lipídios em meio de cultura deficiente 

de nitrogênio. O principal componente para a saúde humana presente nessa microalga é o β-

1,3-glicano, que é um ativo imunoestimulador e que reduz radicais livres e a quantidade de 

lipídeos no sangue (IWAMOTO, 2004; SPOLAORE et al., 2006).   

Em 1981, o FDA (Food Drug Administration) emitiu o certificado GRAS 

(Generally Recognized As Safe) no qual a microalga Spirulina foi legalmente aceita como 

fonte de proteínas, vitaminas e minerais. Ela pode ser comercializada como alimento ou 

complemento alimentar desde que precisamente qualificada, livre de contaminantes e de 

adulteração (FOX, 1996). No Brasil, a ANVISA também reconhece a Spirulina como 
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ingrediente que pode ser utilizado nas formulações de alimentos. A microalga Chlorella, 

assim como a Spirulina, possui certificado GRAS emitido pelo FDA, podendo ser utilizada 

como alimento sem oferecer risco à saúde humana.  

 

4.3 Processo fotossintético em microalgas 

 

A fotossíntese é realizada por microalgas como metabolismo principal para a 

obtenção de carbono orgânico através do carbono inorgânico contido no CO2, utilizando a 

energia solar e liberando oxigênio na atmosfera. O processo de fotossíntese envolve duas 

importantes reações. A primeira é a reação de rompimento da molécula de água, que envolve 

oxigênio como coproduto. A segunda é a fixação de CO2 em compostos orgânicos 

(MASOJÍDEK, KOBLÍZEK; TORZILLO, 2004)  

A fotossíntese é um processo metabólico realizado por todos os organismos 

fotoautotróficos, tais como bactérias fotossintéticas (Rhodopseudomonas sp., Rhodosprillium 

sp.), microalgas em geral (Spirulina sp., Synechococcus sp., Anabaena sp.) e plantas 

superiores (MOHANTY, MADHULIKA; KRISHNA, 1997). A fotossíntese das microalgas 

assemelha-se à das plantas superiores. O conhecimento do processo de fotossíntese é 

importante, portanto, em estudos de cultivo de microalgas, uma vez que estas são micro-

organismos fotossintéticos responsáveis por uma parcela substancial da produção de O2 e 

fixação de CO2 (ZASLAVSKAIA et al., 2001). 

A fotossíntese pode ser definida como um processo físico-químico, mediante o 

qual os organismos fotossintéticos sintetizam compostos orgânicos a partir de energia solar, 

água, dióxido de carbono e sais minerais.  A reação global de fotossíntese pode ser 

representada pela Equação 1. 

 

6 CO2 + 12 H2O + energia luminosa  →  C6H12O6 + 6 O2 + 6 H2O             (1) 

 

Através desta reação global, duas fases distintas podem ser identificadas: a fase 

clara (etapa fotoquímica) e a fase escura (etapa química).  As reações da fase clara envolvem 

a captação da energia luminosa e conversão do ATP com redução de energia realizada pelo 

transporte de elétrons da H2O para o NADP+.  O local destas reações que envolvem o 

transporte de elétrons são as membranas tilacóides dispersas nas células.  As reações da fase 

escura, de natureza enzimática, utilizam a energia gerada das reações da fase clara para 

converter CO2 em carboidratos (VONSHAK, 1997).  
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4.4 Biofixação de CO2 por microalgas 

  

Entre as abordagens de redução de emissão de dióxido de carbono (CO2), o uso de 

microalgas é considerado uma das soluções mais eficazes (MORAIS; COSTA, 2007b). O 

CO2 liberado por indústrias, termelétricas à base de carvão ou queima de outros combustíveis 

fósseis, poderá ser utilizado no processo fotossintético, produzindo biomassa. A seleção de 

cepas de microalgas adequadas para fixação de CO2 tem efeito significativo sobre a eficácia e 

a competitividade dos custos de processo de fixação. Atributos desejáveis para a fixação de 

CO2 incluem altas taxas de crescimento e tolerância a vestígios de constituintes dos gases de 

combustão, tais como SOX e NOX, materiais particulados, possibilidade de produção de 

bioprodutos, como biodiesel e bioetanol. Facilidade de colheita, associados a sedimentação 

espontânea ou características de biofloculação, tolerância a altas temperaturas para minimizar 

o custo de resfriamento de gases de combustão e capacidade de utilizar águas residuais 

também são considerados (BRENNAN; OWENDE, 2010). 

O CO2 solubilizado na fase aquosa dos cultivos de microalgas pode ser 

sequestrado por precipitação química, por meio da reação dos íons bicarbonato e carbonato 

com elementos presentes no meio de cultivo, como cálcio e magnésio (LEE; APEL; 

WALTON, 2004; MARCUS, 1997). A biofixação de carbono pelas microalgas é efetuada 

segundo o ciclo de Calvin-Benson (Figura 1), em que enzimas presentes nestes organismos 

catalisam reações que incorporam átomos de carbono, oriundos do CO2 (FALKOWSKI, 

1997).  
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Figura 1 - Ciclo de Calvin. 

 
Fonte: CARRAJOLA, CASTRO; HILÁRIO (2007). 

 

Na reação central de fixação de carbono, um átomo de carbono inorgânico é 

convertido em carbono orgânico. O CO2 disponível combina-se com a ribulose 1,5 bifosfato e 

água para resultar em duas moléculas do composto 3 – fosfoglicerato. Esta reação de fixação 

é catalisada no estroma cloroplástico pela ribulose bifosfato carboxilase. A reação de fixação 

de CO2 é energeticamente favorável devido à reatividade do composto ribulose 1,5-bifosfato 

rico em energia, sobre o qual cada molécula de CO2 é adicionada. Porém, para produzir um 

suprimento suficiente de ribulose 1,5-bifosfato, é necessária uma série de reações que 

consomem grandes quantidades de NADPH e ATP. No ciclo de fixação de carbono (Ciclo de 

Calvin), 3 moléculas de ATP e 2 moléculas de NADPH são consumidas para cada molécula 

de CO2 convertida em carboidrato, de acordo com a Equação 2 (ALBERTS et al., 1994). 

 

3CO2 + 9ATP + 6NADPH + água → gliceraldeído 3 – fosfato + 8Pi + 6NADP+          (2) 

 

O gliceraldeído 3-fosfato produzido nos cloroplastos pelo ciclo de fixação do 

carbono é um açúcar de 3 carbonos que serve como intermediário central da glicólise. Grande 

parte dele é transportada pelo citosol, onde pode ser convertido em frutose 6-fosfato e glicose 
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1-fosfato, pela inversão de várias reações da glicólise.  A glicose 1-fosfato é então convertida 

no nucleotídio-açúcar UDP-glicose, e este se combina com a glicose 6-fosfato para formar 

sacarose-fosfato, o precursor imediato do dissacarídio sacarose. A sacarose é a principal 

forma em que açúcar é transportado entre as células vegetais: assim como a glicose é 

transportada no sangue de animais, a sacarose é exportada das folhas por meio dos feixes 

vasculares, fornecendo o carboidrato necessário pelo resto do vegetal. A maior parte do 

gliceraldeído 3-fosfato que permanece no cloroplasto é convertido em amido no estroma. Á 

noite, o amido é quebrado para auxiliar no suprimento das necessidades metabólicas do 

vegetal (ALBERTS et al., 1994). 

Existe uma grande variedade de espécies de microalgas e para projetos de 

sequestro de CO2, deve-se avaliar a cepa a ser utilizada tanto em relação à expectativa de 

sequestro quanto em relação à resistência a condições adversas. 

 

4.5 Composição química de microalgas 

 

Muitas microalgas são utilizadas para produção em grande escala. Entretanto, a 

escolha de espécies envolve questões diversas, como a velocidade de crescimento e sua 

composição química. Essas variáveis são influenciadas por alguns fatores como o meio de 

cultura utilizado, idade do cultivo, intensidade luminosa, temperatura, salinidade e o 

fotoperíodo (BROWN et al., 1997). 

Diante disso, existe demanda por pesquisas prospectivas de fisiologia e 

composição química de microalgas para identificar espécies úteis a aplicações comerciais. Os 

principais constituintes da composição química das microalgas são as proteínas, carboidratos, 

lipídios, pigmentos, antioxidantes, ácidos graxos e vitaminas. Becker (2004) afirma que as 

microalgas podem apresentar de (1 a 40%) de lipídios. Os principais fatores intervenientes na 

produção de lipídios são a composição do meio de cultivo, a salinidade, pH e a intensidade 

luminosa.  Lipídios de microalgas são compostos por glicerol ou bases esterificadas de ácidos 

graxos saturados ou insaturados. Entre todos os ácidos graxos encontrados em microalgas, os 

da família ω 3 e ω 6 são de particular interesse (SPOLAORE et al., 2006). A Tabela 1 

apresenta o conteúdo lipídico, de proteínas e carboidratos em algumas espécies de microalgas. 
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Tabela 1 – Composição química de algumas espécies de microalgas. 

Espécie Proteína (%, p/p) Carboidrato (%, p/p) Lipídios (%, p/p) 

Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7 

Chlamydomonas 

rheinhardii 

48 17 21 

Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22 

Chlorella pyrenoidosa 57 26 2 

Dunaliella salina 57 32 6 

Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9 

Synechococcus sp. 63 15 11 

Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14 

Fonte: BECKER (2006). 

 

As microalgas Spirulina e Chlorella tem sido foco de muitas pesquisas.  A 

Spirulina é uma microalga com reconhecido valor nutricional devido ao seu alto teor de 

proteínas (64 - 84%) e à presença de ácidos graxos essenciais (γ-linolênico) em seu conteúdo 

lipídico (COHEN, 1997; MORAIS et al., 2009). De acordo com Quillet (1975) os 

carboidratos constituem cerca de 15 - 25% do peso seco da microalga Spirulina. Moléculas 

simples como glicose, frutose e sacarose estão presentes em pequenas quantidades.  Do ponto 

de vista nutricional, o único carboidrato de ocorrência em quantidade de interesse é o 

mesoinositol fosfato, uma excelente fonte de fósforo orgânico e inositol. Os minerais em 

maior quantidade na microalga Spirulina são cálcio, ferro, fósforo, magnésio, manganês, 

potássio e zinco (BRANGER et al., 2003). As principais vitaminas presentes são B1, B2, B12 e 

E (SHIMAMATSU, 2004). 

 A microalga Chlorella possui em média, 20% de lipídios, 45% de proteínas, 20% 

de carboidratos e 10% de minerais e vitaminas (PHUKAN et al., 2011). Essa microalga 

contém ainda mais de 2% de clorofila, o que lhe permite rápido crescimento, pois seu 

metabolismo principal é a fotossíntese, onde a fonte principal de energia é a luz solar 

(VONHAK, 1997). Conforme Scragg et al. (2002), teores lipídicos de 28 e 25% podem ser 

encontrados em Chlorella vulgaris e Chlorella emersonii, respectivamente. Para meio de 

cultivo com baixo teor de nitrogênio 58 e 34% de lipídios foram encontrados para Chlorella 

vulgaris e Chlorella emersonii, respectivamente. 

Os biopolímeros são polímeros ou copolímeros produzidos a partir de matérias 

primas de fontes renováveis. Esses materiais poliméricos são acumulados como reserva de 
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carbono e energia, por diversos micro-organismos, incluindo as microalgas. Dependendo das 

condições de cultivo, a microalga Spirulina é estimulada a sintetizar biopolímeros que 

poderão substituir os polímeros de origem petroquímica. As condições de cultivo são 

limitação de nutrientes essenciais como nitrogênio, fósforo, enxofre ou oxigênio, e na 

presença de excesso de fonte de carbono (LEE; CHOI; WONG, 1999). O uso de microalgas 

como fornecedores de matérias primas renováveis é adequado para aumentar a eficiência 

econômica de biopolímeros (HAASE, HUCHZER MEYER; RATH, 2012).  

 

4.6 Regimes de cultivo  
 

Os regimes de cultivos podem ser classificados em contínuo, descontínuo, 

descontínuo alimentado e semicontínuo. Essa classificação é importante, uma vez que tem 

consequência direta no aproveitamento da biomassa microalgal (LOURENÇO, 2006). 

 

4.6.1 Contínuo 

 

O processo contínuo consiste na adição contínua de substrato, havendo também 

retirada do produto na mesma vazão de alimentação da cultura (BORZANI et al., 2001; 

TREVAN et al., 1990). Esse regime de cultivo pode exigir dias ou semanas para se 

estabilizar, encontrando o estado de equilíbrio entre a produção de biomassa e a entrada de 

meio de cultivo. O uso de medida de crescimento, de consumo de nutrientes e de densidade 

óptica, auxilia a determinação das condições experimentais necessárias (LOURENÇO, 2006). 

Cultivos contínuos eram basicamente utilizados em pesquisa, principalmente em 

função do custo, dos cuidados necessários e da complexidade dos sistemas envolvidos. 

Contudo, em função do desenvolvimento de aplicações biotecnológicas de cultivo de 

microalgas, investimentos no desenvolvimento tecnológico de equipamentos vêm 

viabilizando o uso de cultivos contínuos em nível comercial (LOURENÇO, 2006). 

 

4.6.2 Descontínuo e descontínuo alimentado 

 

Cultivos descontínuos, também conhecidos como batelada ou estanques são 

caracterizados pelas modificações intensas na composição do meio de cultura ao longo do 

desenvolvimento do cultivo. Neste tipo de cultivo, as células são inoculadas no meio de 

cultura fresco e nenhum outro componente é adicionado ao longo do cultivo. O frasco pode 
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ser amostrado e seu conteúdo pode ser totalmente removido em determinado momento ou, 

ainda, ser parcialmente retirado e aproveitado, mas o volume removido não é substituído por 

novo meio de cultura (LOURENÇO, 2006). Apesar de ser muito utilizado, este método não 

permite ao micro-organismo condições ótimas de crescimento, devido à depleção do 

substrato, pois dependendo do tempo, alguns nutrientes serão totalmente consumidos antes do 

término do cultivo. O processo em batelada alimentada consiste da adição contínua de 

substrato ao longo do cultivo, eliminando o fenômeno de depleção pelos nutrientes e 

permitindo aumento no período produtivo do processo (BORZANI et al., 2001; TREVAN et 

al., 1990). Os cultivos estanques podem ser utilizados em diversas aplicações, desde pesquisa 

e manutenção de cepas em laboratório até aplicações comerciais (LOURENÇO, 2006). 

 

4.6.3 Semicontínuo 

 

São cultivos que propiciam grande produção de células por intervalo de tempo. 

No regime semicontínuo há substituição de parte do meio de cultivo em intervalos periódicos 

e coleta da biomassa, geralmente quando a concentração desta é alta (LOURENÇO, 2006). 

Essa operação, também chamada de corte, deve ser realizada sempre que o cultivo atingir este 

estágio. A concentração do micro-organismo no qual é realizado o corte é denominada de 

concentração celular de corte, e a fração de meio de cultivo retirada com posterior adição de 

meio novo é chamada de taxa de renovação de meio. O corte deve ser feito quando o micro-

organismo está na fase de crescimento exponencial, para não haver fase de adaptação, 

conseguindo-se assim, um processo quase contínuo de produção de biomassa (BORZANI et 

al., 2001). 

As curvas de crescimento típicas nesse modo de cultivo apresentam variações 

bruscas na concentração de células. A produtividade é elevada, bem como o consumo de 

nutrientes. Para microalgas o cultivo semicontínuo apresenta vantagens operacionais, como 

dispensar a constante troca de inóculo, além de manter o micro-organismo em elevadas 

velocidades de crescimento. Com o cultivo semicontínuo é possível a manutenção da cultura 

de crescimento por tempos mais prolongados, procedendo-se apenas a alimentação periódica 

de meio de cultivo novo. O uso de cultivos semicontínuos em sistemas comerciais é bastante 

difundido, a espécie deve ser resistente, sendo capaz de crescer em taxas altas, suportando 

manipulações frequentes (LOURENÇO, 2006).  
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4.7 Fotobiorreatores para o cultivo de microalgas 
 

Os sistemas de produção de microalgas são baseados em fotobiorreatores abertos 

e fechados. O termo fotobiorreator diz respeito a sistemas onde micro-organismos 

fotoautotróficos são produzidos ou utilizados para realizar uma reação fotobiológica. A 

viabilidade técnica de cada sistema é influenciada pelas propriedades intrínsecas das espécies 

de microalgas, de condições climáticas, dentre outros. A produção comercial de biomassa 

fotoautotrófica é limitada a poucas espécies cujas culturas são realizadas em sistemas abertos, 

muitos dos quais não podem ser mantidos por tempos longos em função do risco de 

contaminação. Ao contrário dos sistemas abertos, os fotobiorreatores fechados oferecem 

ambiente protegido, menos suscetível a contaminação e que possibilita melhor controle 

(BRENNAN; OWENDE, 2010; OHSE et al., 2007; TREDICI, 2004).  

Os fotobiorreatores também podem ser classificados quanto a geometria como 

planos ou tubulares, horizontais, inclinados, verticais ou espirais, e do tipo manifold ou 

serpentina (Figura 2). Esses sistemas podem ser de uma fase, preenchidos com meio e as 

trocas gasosas sendo efetuadas em um trocador de gases externo, ou de duas fases, no qual 

gás e líquido estão presentes no interior do reator, onde ocorrem as trocas gasosas. É comum 

o uso de materiais transparentes, podendo ser rígidos ou flexíveis (TREDICI, 2004).  

 

Figura 2 - Geometrias de fotobiorreatores utilizadas em cultivos de microalgas: (a) Plana. (b) 

Tubular. (c) Cilíndrica. 

 
 

Fonte: JACOBI, IVANOVA; POSTEN (2010), adaptado. 

 

 

         (a)    (b)         (c) 
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4.7.1 Fotobiorreatores abertos 

 

Os sistemas abertos podem ser divididos em águas naturais (lagos, lagoas) ou 

tanques artificiais (CARVALHO; MEIRELES; MALCATA, 2006). Os melhores exemplos de 

cultivo de microalgas em lagoas naturais são o cultivo de Dunaliella salina no México e na 

Austrália (Figura 3a). Sistemas do tipo raceways são utilizados nos cultivos de Arthrospira 

nos Estados Unidos (Figura 3b) e Dunaliella salina em Israel. Lagoas circulares são utilizadas 

no Japão, Taiwan e Indonésia para cultivo de Chlorella (Figura 3c). Tanques são geralmente 

utilizados para produção em menor escala para gêneros utilizados na aquicultura, como a 

Nannochloropsis oculata (BOROWITZKA, 2005; LOURENÇO, 2006; TREDICI, 2004). 

 

Figura 3 - Fotobiorreatores abertos para produção de microalgas. (a) Produção de Dunaliella 

salina em lagoas abertas na Austrália. (b) Fotobiorreator do tipo raceway, cultivo de Spirulina 

nos EUA. (c) Lagoa circular para produção de Chlorella em Taiwan. (d) Produção de 

Nannochloropsis para aquicultura. 

 

 
 

 
 

 

Fonte: BOROWITZKA (2005); CHISTI (2007). 

 

(a)                   (b)              

  (b) 

     (c)                                         (d) 
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Estes fotobiorreatores podem apresentar zonas de estagnação da cultura, onde as 

células não recebem luz, afetando o processo fotossintético e baixando a absorção de CO2, 

bem como o crescimento celular. Outro problema dos sistemas abertos é que as 

produtividades obtidas são menores que as teoricamente possíveis, devido à dificuldade de 

controle dos parâmetros ambientais de cultivo. A temperatura é o principal fator limitante, 

assim como variações sazonais de radiação solar que levam a obtenção de baixas 

concentrações de biomassa. Os sistemas abertos eram considerados os mais utilizados para 

cultivo de microalgas, entretanto a preparação de produtos com alto valor agregado como  

fármacos  e  cosméticos  foram  as  bases  para  a adoção de sistemas fechados, os quais 

possibilitam maior reprodutividade (JIMÉNEZ et al., 2003; OGBONNA; TANAKA, 2000). 

 

4.7.2 Fotobiorreatores fechados 

 

Embora os fotobiorreatores fechados (Figura 4) necessitem de mais investimento 

na sua construção e operação, há uma série de vantagens no uso desses sistemas: menores 

perdas de água por evaporação; redução dos problemas de contaminação por outros micro-

organismos; facilidade na colheita da biomassa, que se concentra em menores volumes de 

cultura; controle maior das trocas gasosas entre o cultivo e o ar atmosférico ou gas de 

combustão; são compactos; maior rendimento por unidade de área e volume (LOURENÇO, 

2006; UGWU, AOYAGI; UCHIYAMA, 2008). 
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Figura 4 - Diferentes tipos de fotobiorreatores fechados. (a) Fotobiorreatores do tipo 

erlenmeyer; (b) Fotobiorreatores tubulares verticais; (c) Fotobiorreator tubular horizontal 

 
 

 
(c) 

Fonte: Laboratório de Engenharia Bioquímica – FURG. 

 

Segundo LOURENÇO (2006), a maioria dos fotobiorreatores fechados apresenta 

formato tubular ou cilíndrico, com disposição vertical ou horizontal dos tubos. Os 

fotobiorreatores planos começaram a ser desenvolvidos, indicados como muito promissores 

no cultivo de microalgas, pois possibilitam utilizar eficientemente a energia solar, através do 

ajuste do ângulo e orientação de seus painéis. Borbulhamento de ar pode ser adotado para 

obter eficiência de mistura e promover trocas gasosas. Esses sistemas são utilizados com 

frequência em laboratório pela facilidade em medir a irradiância na sua superfície 

(LOURENÇO, 2006; TREDICI, 2004). 

 

4.8 Microalgas no conceito de biorrefinaria 

 

O uso da biomassa na indústria de bioprodutos ainda enfrenta obstáculos técnicos. 

Contudo, pesquisas contribuem para geração de dados úteis e criação de oportunidades para 

produtos de alto valor agregado, com uma utilização otimizada de biomassa. 

                       (a)                                                        (b) 
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Consequentemente, isso se torna uma das principais razões para dar enfoque no 

desenvolvimento de biorrefinarias no Brasil (BORGES, 2010). 

A refinaria tradicional, que utiliza petróleo como matéria-prima, abastece 

principalmente combustíveis de transporte e energia, e somente uma fração relativamente 

pequena é direcionada para a química. Através de processos de biorrefinarias uma quantia 

relativamente maior pode ser direcionada para a bioquímica e produção de biocompostos 

(KAMM; GRUBER; KAMM, 2006). Um paralelo entre os conceitos de uma refinaria de 

petróleo tradicional e de uma biorrefinaria são esquematicamente representados na Figura 5. 

 

Figura 5 - Representação esquemática entre o conceito de refinaria e o de biorrefinaria. 

 
Fonte: REE; ANNEVELINK (2007). 

 

A biorrefinaria é considerada como processamento sustentável em planta 

industrial que integra os processos de conversão de biomassa para produzir biocombustíveis, 

bioprodutos de valor agregado e energia (REE; ANNEVELINK, 2007).  

As fontes de biomassas competitivas para o uso em biorrefinarias no Brasil são os 

resíduos vegetais, sólidos urbanos, industriais, animais e florestais, além de uma alternativa 

emergente que tem recebido especial atenção, as microalgas. As biorrefinarias são 

distinguidas em biorrefinarias verdes, de cereais, de lignocelulose, de duas plataformas, 

termo-químicas e aquáticas (BORGES, 2010). No conceito biorrefinarias aquáticas 

encontram-se as microalgas (Figura 6). 
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Figura 6 - Esquema geral do conceito de biorrefinarias a partir de biomassa aquática. 

 
Fonte: REE; ANNEVELINK (2007). 

 

O biodiesel produzido por microalgas tem se destacado devido a sua elevada 

potencialidade para substituir a dependência dos combustíveis fósseis, principalmente no 

domínio dos transportes. Contudo, diversas formas alternativas de energia podem ser 

produzidas por esses micro-organismos, como etanol, hidrogênio, metano, biomassa para 

combustão e gaseificação. Após a extração lipídica para a produção de biodiesel, os 

carboidratos existentes na biomassa remanescente podem ser utilizados como substrato de 

fermentação para a produção de bioetanol, o que permite otimização da biomassa 

potencialmente energética. O etanol é obtido por microalgas (ricas em polissacarídeos) 

através da conversão do amido e da celulose. O processo baseia-se, fundamentalmente, na 

fermentação dos carboidratos. O CO2 resultante do processo de fermentação pode, por sua 

vez, alimentar a produção nova de biomassa, o que permite o funcionamento em sistema 

fechado (Figura 7). 
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Figura 7 - Fluxograma da unidade autossustentável do NPDEAS (Núcleo de Pesquisa e 

Desenvolvimento de Energia Autossustentável).

 
Fonte: MARIANO et al. (2009). 

 

De acordo com Borges (2010), a produção anual de 100.000 t/ano de microalgas 

consome 188.356 kg/CO2. Oliveira (2010) considera a hipótese de direcionar todo o CO2 da 

fermentação para o cultivo de microalgas, e afirma que poderia ser produzido cerca de 

260.000 t/ano de microalgas com teor de lipídios variando de 30 a 70%. Para ser analisado o 

potencial de produção de biocombustíveis de terceira geração, foi adotado teor de lipídios de 

50% na composição das microalgas. Neste caso, o complexo poderia ofertar cerca de 130.000 

t/ano de biodiesel. Além disso, a fração não lipídica poderia ser convertida em biogás para 

aumentar a oferta da biomassa microalga como matéria-prima.  

Os principais produtos de uma biorrefinaria são biocompostos, biocombustíveis, 

energia, materiais, amido e madeira, além de minerais,  CO2 e H2O. O CO2 e H2O produzidos 

nos processos de uma biorrefinaria também podem ser utilizados no crescimento de biomassa 

das microalgas, fechando o ciclo e aproveitando todo o potencial de produção. A combinação 

dos benefícios pelo uso das microalgas na produção de biocombustíveis e outros produtos de 

valor agregado, a fixação de CO2, dentre outras vantagens, apontam o grande potencial das 
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microalgas para biorrefinarias. Por isso, é importante determinar a melhor forma para se 

efetuar a captura de CO2, associada a uma utilização da biomassa gerada (BORGES, 2010). 
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CAPÍTULO III 
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5 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO 

 

O trabalho foi dividido em duas etapas, em que a partir de cada uma foi gerado 

um artigo que será submetido  para  publicação  em  periódico  de  circulação  internacional,  

de acordo com o QUALIS. 

Na primeira etapa (artigo 1) foram estudados diferentes modos de conduzir o 

cultivo semicontínuo da microalga Spirulina sp. LEB 18, avaliando-se a cinética de 

crescimento. Na segunda (artigo 2), o melhor modo de condução de semicontínuo, 

selecionado no artigo 1, foi estudado no cultivo das microalgas Spirulina sp LEB 18 e 

Chlorella fusca LEB 111 com dióxido de carbono (CO2) como fonte de carbono. Nesta etapa 

foram avaliados os parâmetros cinéticos e foi realizada caracterização das biomassas, a fim de 

verificar a potencial utilização dessas para uma biorrefinaria microalgal. 

Diante do exposto, os artigos desenvolvidos nessa dissertação de mestrado foram: 

 

ARTIGO 1 - Spirulina sp. LEB 18 em diferentes conduções de cultivo semicontínuo para 

produção de biomassa (item 5.1) 

ARTIGO 2 - Biorrefinaria Microalgal: a potencialidade da biomassa como matéria 
prima (item 5.2) 
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5.1 ARTIGO 1 - “Spirulina sp. LEB 18 EM DIFERENTES CONDUÇÕES DE 

CULTIVO SEMICONTÍNUO PARA PRODUÇÃO DE BIOMASSA” 
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Spirulina sp. LEB 18 EM DIFERENTES CONDUÇÕES DE CULTIVO 

SEMICONTÍNUO PARA PRODUÇÃO DE BIOMASSA 

 

 

RESUMO  

 

Cultivos semicontínuos de microalgas são alternativas para produção em maior escala, 
mantendo o micro-organismo em elevadas velocidades de crescimento. Estudos demonstram 
que os cultivos semicontínuos podem ser conduzidos de dois modos. Em um destes é fixado 
uma concentração celular de corte, na fase exponencial. No outro tipo de condução é fixado 
em intervalo de tempo de corte. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi selecionar o modo 
de condução do cultivo semicontínuo para a microalga Spirulina sp. LEB 18 que apresentasse 
melhores respostas cinéticas. Os cultivos foram realizados a 30ºC, 41,6 µmol.m-².s-1, 
fotoperíodo 12 h claro/escuro, em fotobiorreatores tubulares verticais, com volume útil de 1,5 
L. Para analisar a cinética dos cultivos e produção de biomassa, foram estudados dois modos 
de conduzir o cultivo. Para ambos os métodos iniciou-se os cortes ao final da fase exponencial 
de crescimento. Em um dos ensaios os cortes foram realizados quando o experimento 
alcançou a concentração celular fixa de 1,6 g.L-1. No outro, os cortes foram realizados a cada 
3 d. Os parâmetros cinéticos avaliados foram velocidade específica de crescimento e 
produtividade de biomassa, assim como, foi avaliada a concentração de biomassa produzida. 
Os máximos valores de produtividade média (0,092  g.L-1.d-1) e concentração de biomassa 
(8,37 g) foram encontrada no ensaio com concentração celular de corte fixa em 1, 6 g.L-1 e 
taxa de renovação de 40% (v/v). Este trabalho comprova a importância de ser fixada uma 
concentração celular de corte, com fundamento teórico bioquímico e biotecnológico. 
 
Palavras Chave: cinética de crescimento, fase exponencial de crescimento, taxa de 
renovação. 
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ABSTRACT 

 

Semi-continuous cultivations of microalgae are alternatives for large-scale production, 
maintaining the microorganism at high growing speeds. Studies show that semi-continuous 
cultivation can be conducted in two ways. In one of these, a cell concentration cutoff is set in 
the exponential phase. In the other type of conduction, it is set in the interval of the time 
cutoff. Thus, the aim of this work was to select the conduction mode for the semi-continuous 
cultivation of Spirulina sp. LEB 18 that presents the best kinetic responses. The cultivations 
were performed at 30 °C, 41.6 μmol m-²s-1, photoperiod 12 h light/dark, in vertical tubular 
photobioreactors, with a working volume of 1.5 L. To analyze the kinetics of the cultivations 
and biomass production two modes of conducting the cultivation were studied. For both 
methods, the cutoffs were started at the end of the exponential growth phase. In one of the 
assays, the cutoffs were done when the experiment reached a fixed blend concentration of 1.6 
g L-1. In the other, the cutoffs were carried out every 3 d. The kinetic parameters evaluated 
were specific growth rate and biomass productivity as well as the concentration of biomass 
production was evaluated. The maximum values of average productivity (0.092 g.L-1.d-1) and 
biomass concentration (8.37 g) were found in the assay with cell concentration cutoff set at 
1.6 g.L-1 and a renewal rate of 40% (v/v). This work proves the importance of setting a cell 
concentration cutoff, with theoretical biochemical and biotechnological basis. 
 
Keywords: growth kinetics, exponential phase of growth, renewal rate. 
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1INTRODUÇÃO 

 

Os processos biológicos são considerados como alternativas no combate a 

poluição e geração de novos produtos. O metabolismo microbiano degrada e remove 

poluentes, gerando produtos menos nocivos ao meio ambiente. Neste cenário, destacam-se as 

microalgas que têm sido estudadas no tratamento de efluentes, biossorção de metais tóxicos 

(DOTTO; CADAVAL; PINTO, 2012; DAL MAGRO; HEMKEMEIER; COLLA, 2011; 

MEZZOMO et al., 2010), biofixação de dióxido de carbono (CO2) (RADMANN et al., 2011), 

produção de biocombustíveis (XU; MI, 2011),  biopolímeros e nanofibras (MORAIS et al., 

2014; STEFFENS et al., 2014). 

A fim de aumentar a produtividade da biomassa microalgal e reduzir os custos de 

produção, diversas condições de culivo são estudadas. Cultivos semicontínuos oferecem 

vantagens em comparação aos processos descontínuo e contínuo. O processo semicontínuo 

consiste em substituir, periodicamente, parte do meio de cultivo contendo a microalga por 

meio de cultura novo (corte), de modo a manter constante o volume da cultura (HUANG; 

PLESHA; MCDONALD, 2010). Esse modo de cultivo pode ser utilizado para produção de 

biomassa em maior escala, mantendo o micro-organismo em elevadas velocidades de 

crescimento. O mesmo inóculo pode ser utilizado por longo período, evitando o tempo morto 

de colheita de biomassa formada, limpeza do fotobiorreator e início do processo. Segundo 

Reichert, Reinehr e Costa (2006), outra vantagem desse processo é o controle de parâmetros 

nutricionais e cinéticos. 

Pesquisas científicas relacionadas a cultivos semicontínuos de microalgas 

mencionam dois modos de conduzir o processo (BEZERRA et al., 2011; CHIU et al., 2008; 

HENRARD; MORAIS; COSTA, 2011; REICHERT; REINEHR; COSTA, 2006). Em ambos 

o corte inicial ocorre quando a microalga atinge a fase exponencial de crescimento. Contudo, 

nos demais cortes, em um modo é fixado a concentração celular de corte encontrada nessa 

fase e no outro, o período para realização dos cortes, independente da fase de crescimento. 

Para cultivos semicontínuos, é importante que as células sejam mantidas na fase exponencial 

de crescimento, em que a velocidade de crescimento se mantém máxima e constante. Nessa 

fase as células apresentarão estado fisiológico favorável, e fatores limitantes como condição 

nutricional, fotoinibição e fotolimitação não prejudicarão o processo.  

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi selecionar o modo de condução 

do cultivo semicontínuo da microalga Spirulina sp. LEB 18 que apresentasse as melhores 

respostas cinéticas 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Micro-organismos e condições de cultivo  

 

A microalga utilizada neste estudo foi Spirulina sp. LEB 18 (MORAIS et al., 

2008), mantida em meio Zarrouk (ZARROUK, 1966), no qual a composição é apresentada na 

Tabela 1.  

 

Tabela 1 - Composição do meio de cultivo Zarrouk para 1 L. 

Reagentes Massa (g) 

NaHCO3 16,8 

K2HPO4 0,5 

NaNO3 2,5 

K2SO4 1,0 

NaCl 1,0 

MgSO4.7H2O 0,2 

CaCl2 0,04 

FeSO4.7H2O 0,01 

EDTA 0,08 

Soluções Volume (mL) 

A5 1 mL 

B6 1 mL 

Solução A5: 2,86g/L de H3BO3; 1,81g/L de MnCl2.4H2O; 0,222g/L de ZnSO4.7H2O; 0,079g/L de CuSO4. 5H2O; 

0,015g/L de NaMoO4 

Solução B6: 22,96mg/L de NH4VO3; 96mg/L de K2Cr2(SO4)4.24H2O; 47,85mg/L de NiSO4.7H2O; 17,94mg/L de 

Na2WO4.2H2O; 61,1mg/L de TiOSO4.H2SO4.8H2O; 43,98mg/L de Co(NO3)2.6H2O  

 

Os cultivos foram realizados em duplicata, durante 55 d, sob condições 

controladas em câmara termostatizada a 30ºC, 41,6 umol/m².s e fotoperíodo 12 h claro/escuro, 

com iluminação provida por lâmpadas fluorescentes de 40 W. A concentração inicial dos 
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cultivo de Spirulina sp. foi 0,2 g.L-1. A microalga foi cultivada em fotobiorreatores tubulares 

verticais de 2 L (Figura 1), com volume útil de 1,5 L. 

 

Figura 1 - Configuração do fotobiorreator tubular vertical de 2 L. Todas as dimensões em 

mm. 

  

 
Fonte: MORAIS; COSTA (2007a). 

 

Para analisar a cinética dos cultivos e produção de biomassa, foram estudados 

dois modos de conduzir o processo (Tabela 2).  

 

Tabela 2 – Experimentos realizados para análise cinética dos cultivos semicontínuos da 

microalga Spirulina sp. LEB 18. 

Modo de condução de cultivo TR (%) 

Cortes na concentração celular fixa 20 

Cortes na concentração celular fixa 40 

Cortes a cada 3 d 20 

Cortes a cada 3 d 40 

TR: taxa de renovação de meio. 
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No primeiro modo a remoção de produto e adição de substrato (corte) foi 

realizada quando o cultivo alcançou o final da fase exponencial de crescimento. A 

concentração celular que o cultivo encontrava-se nessa fase foi fixada como concentração 

celular de corte. No outro modo, quando os cultivos alcançaram o final da fase exponencial de 

crescimento realizou-se o primeiro corte, seguido dos demais cortes a cada 3 d. As taxas de 

renovação estudadas para ambas condições foram 20 e 40% (v/v), sendo estas definidas com 

base em estudos anteriores (REICHERT; REINEHR; COSTA, 2006;  HENRARD; MORAIS; 

COSTA, 2011). 

 

2.2 Concentração de biomassa microalgal e monitoramento do pH 

 

Diariamente foram coletadas amostras para determinação da concentração de 

biomassa, calculada através da medida da densidade ótica a 670 nm (COSTA  et  al.,  2002) 

em espectrofotômetro (Q7980RM, Quimis, Brasil), utilizando curva de calibração 

relacionando densidade ótica e peso seco de biomassa de microalga. O pH também foi 

acompanhado diariamente, através de medida em pHmetro digital (Q400AS, Quimis, Brasil). 

 

2.3 Parâmetros cinéticos 
 

A partir da realização dos cortes, originavam-se ciclos de crescimento da 

microalga. Assim, os parâmetros cinéticos de velocidade específica de crescimento (μx, d-1) e 

produtividade de biomassa (Px, g.L.d-1) foram determinados para cada ciclo crescimento, 

sendo o valor final a média dos ciclos. A μx foi obtida por regressão exponencial na fase 

logarítmica de crescimento celular, de acordo com a Equação 1. 

 

dt
dx

Xx
1

               (1) 

 

A produtividade (Px) foi calculada segundo a Equação 2, em que X (g.L-1) é a 

concentração celular final, X0 (g.L-1) é a concentração celular inicial do cultivo, t (d) é o 

tempo final e t0 é o tempo inicial do cultivo.  
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2.4 Biomassa produzida 

 

A biomassa produzida (BP) foi calculada a partir da Equação 3, em que BCc1 é 

concentração de biomassa final (g.L-1) quando obtida a concentração de corte no primeiro 

ciclo de crescimento da microalga e BCc2, a do segundo ciclo. O Vc1 é o volume retirado (L) 

do primeiro corte, e Vc2, do segundo corte. A BCcn e Vf são a concentração de biomassa (g.L-1) 

e volume retirado (L) ao final do cultivo. 

 

BP = Ʃ [BCc1.Vc1 + BCc2.Vc2)...+ (BCcn*Vf)]        (3) 

 

2.5 Metodologia Estatística 

 

Para comparação das médias dos parâmetros cinéticos foi aplicado Análise de 

Variância (ANOVA), com nível de confiança de 99% (p ≤ 0,01), utilizando Teste de Tukey. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Em estudos sobre cultivo de microalgas tem que ser considerado seu ciclo 

reprodutivo. A fase lag ocorre após a inoculação do meio com o micro-organismo e é 

tipicamente observada como adaptação microbiana a uma súbita mudança no ambiente. Essa 

fase é um período de ajuste, em que os micro-organismos se adaptam a fim de obter as 

condições necessárias para crescer exponencialmente (SWINNEN et al., 2004). No entanto, 

essa fase não foi observada neste trabalho (Figuras 2a e 2b) porque as diferenças entre as 

condições de cultivo e a manutenção do inóculo antes do experimento foram discretas, em que 

o meio de cultivo, temperatura, iluminância e aeração foram mantidos iguais. Além disso, as 

microalgas foram mantidas na fase exponencial de crescimento, o que contribui para 

adaptação mais rápida às condições experimentais desejadas, pois nessa fase elas estão nas 

condições ideais de crescimento. 
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Figura 2 - Curvas de crescimento da microalga Spirulina sp. LEB 18 obtidas em cultivo 

semicontínuo com cortes na concentração celular fixa em 1,6 g.L-1 (a) e cortes a cada 3 d (b): 

 

 

(a) 

 

(b) 

 

 

No cultivo da microalga Spirulina sp. LEB 18 o final da fase exponencial de 

crescimento foi alcançado na concentração celular de 1,6 g.L-1. Observa-se que no cultivo 

semicontínuo, em que os cortes foram realizados a cada 3 d, a taxa de renovação de 40% (v/v) 

fez com que a concentração celular no momento do corte fosse diminuindo a cada renovação 

de meio. Com taxa de renovação de 20% (v/v), a concentração celular se manteve em média 

de 1,2 g.L-1. 

No cultivo semicontínuo da Spirulina sp. LEB 18, realizar a renovação de 40% 

(v/v) a cada 3 d pode ter ocasionado acúmulo de nutrientes e, conseqüentemente, aumento da 

salinidade no sistema. Fatores ambientais como temperatura, luz UV, irradiação e a salinidade 

0,0

0,4

0,8

1,2

1,6

2,0

0 10 20 30 40 50 60

C
on

ce
nt

ra
çã

o 
de

 
bi

om
as

sa
 (g

.L
-1

)

Tempo (d)

0,0

0,4

0,8

1,2

1,6

2,0

0 10 20 30 40 50 60

C
on

ce
nt

ra
çã

o 
de

 
bi

om
as

sa
 (g

.L
-1

)

Tempo (d)



53 
 

são conhecidos por afetar a fotossíntese em microalgas. Estudos têm sido realizados sobre a 

atividade do elétron transportador da fotossíntese tanto sob o estresse salino, como excesso de 

luz em células inteiras e nas membranas tilacóides. Em Spirulina platensis, o stress salino é 

pronunciado com a redução do transporte de elétrons para fotossistema II (PSII) através do 

aumento do número de quinonas B (QB) não redutoras (LU; VONSHAK, 1999; SUDHIR et 

al., 2005). De acordo com Vonshak et al. (1996), o estresse salino e a intensidade de luz 

moderada levam ao dano da proteína D1 e altera o perfil de emissão de fluorescência da 

clorofila a, que é uma proteína do complexo antena das membranas tilacóides, importante 

para a fotossíntese e que apresenta papel central no arranjo dos fotossistemas para a captação 

de energia luminosa. Sudhir et al. (2005) constataram que a exposição da Spirulina platensis 

ao estresse salino inibe a atividade PSII e afeta os processos de transferência de energia 

através da indução de alterações nas proteínas da membrana tilacóide.  

O declínio da concentração celular na curva de crescimento do cultivo 

semicontínuo da microalga Spirulina sp. LEB 18 com cortes a cada 3 d e taxa de renovação 

de 40% (v/v), também pode ser explicado devido ao tempo para realização dos cortes. Com o 

intervalo de 3 d o cultivo ficou diluído, chegando ao final do experimento com concentração 

celular de 0,4 g.L-1. Isso indica que a continuidade desse cultivo levaria a concentração celular 

a valores inferiores a concentração inicial. A microalga não conseguia uma adaptação 

suficiente para consumir os nutrientes de modo a evitar o aumento da salinidade. 

Essa suposição foi confirmada comparando os dois modos de condução dos 

cultivos, com a renovação de 40% (v/v). Para retomar a concentração celular fixa de 1,6 g.L-1, 

o intervalo correspondente a cada corte era, em média 8 d. O cultivo com cortes na 

concentração celular fixa e  taxa de renovação de 40% (v/v) apresentou a máxima 

produtividade média (0,092 g.L-1.d-1), pois em 8 d as células eram capazes de consumir os 

nutrientes, não permitindo que a salinidade prejudicasse o sistema. Isso demonstra que o 

modo de condução do cultivo semicontínuo influencia nesses parâmetros (Tabela 3). 
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Tabela 3 – Parâmetros cinéticos e biomassa produzida (BP) obtidos nos cultivos 

semicontínuos da microalga Spirulina sp. LEB 18 expostos a cortes realizados na 

concentração celular fixa de 1,6 g.L-1 ou cortes a cada 3 d. 

TR N Pmédia (g.L-1.d-1)* µmédio (d-1)* BP (g)* 

Cortes na concentração celular fixa (1,6 g.L-1) 

20 11 0,081 ± 0,005bB 0,060 ± 0,002cB 7,49 ± 0,04bB 

40 8 0,092 ± 0,003aA 0,079 ±0,003bA 8,37 ± 0,14aA 

Cortes a cada 3 d 

20 13 0,066 ± 0,003cC 0,069 ± 0,001bcD 6,07 ± 0,12cC 

40 13 0,061 ± 0,007cC 0,119 ± 0,013aC 6,11 ± 0,08cC 

TR: Taxa de renovação (%); N: Ciclo de crescimento; *: Valores são média ± desvio padrão; 

Letras minúsculas na mesma coluna comparam todos ensaio entre si; Letras maiúsculas na 

mesma coluna comparam cada modo de condução entre si; Letras iguais na mesma coluna 

não diferem estatisticamente (p>0,01) pelo teste de Tukey. 

 

Quando comparado separadamente para cada modo de condução de cultivo, nota-

se que o com concentração celular de corte fixa os máximos de Pmédio e µmédio foram obtidos 

com a renovação de 40% (v/v). Com essa taxa de renovação de meio houve produção 

fotossintética mais eficiente de ATP e NADPH, devido ao aumento de disponibilidade de luz, 

a redução de células, e a condição nutricional ideal, acelerando a velocidade específica de 

crescimento (µx). Também foi observado que, em ambos os ensaios, ao aumentar a taxa de 

renovação de 20 para 40% (v/v), obteve-se maiores µmédio. No cultivo em que os cortes foram 

realizados na concentração celular fixa, a diluição de 20% (v/v) reduzia a concentração de 

biomassa para, aproximadamente 1,3 g.L-1, enquanto a diluição de 40% (v/v), para 1,0 g.L-1. 

O valor de concentração celular apresentado pela renovação de 40% (v/v) após os cortes evita 

a fotolimitação causada pelo sombreamento entre as células, o que pode ter proporcionado a 

elevação de µmédio. 

Nota-se que os maiores µmédio foram encontrados nos cultivos com cortes a cada 3 

d. O máximo (0,119 d-1) foi alcançado nesse modo de condução através da taxa de renovação 

de 40% (v/v), diferindo significativamente (p<0,01) dos demais ensaios. De acordo com 

Borzani et al. (2001) a integração da equação µx = (1/X).(dX/dt) leva a ln(X/X0) = µx.t que, ao 

transformar para logaritmos decimais, pode-se projetar graficamente os valores de log “X” 

versus o tempo (t), obtendo-se uma reta.  Assim, o intervalo de 3 d pode ter interferido para se 

obter os maiores valores de µx. Enquanto a cada 3 d de renovação de meio geravam-se 3 
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dados, os cultivos com cortes na concentração celular fixa, geravam, em média, de 5 a 8 dados 

com as renovações de 20 e 40% (v/v), respectivamente. Com isso, a probabilidade do µx ser 

elevado pode ser maior, uma vez que, graficamente, poucos dados (pontos) podem se 

distribuir mais facilmente à reta, interferindo a correlação e, conseqüentemente, no valor de 

µx. Em algumas situações dos gráficos gerados no cultivo semicontínuo realizado com corte a 

cada 3 d, teve-se que retirar 1 ponto da reta, o que pode, de certa forma, equivocar o resultado 

de µx. 

Nos ensaios com cortes realizados na concentração celular fixa obtiveram-se 

elevadas velocidades específicas (µx) e produtividades (Px) no 1º ciclo de crescimento da 

microalga. Este fato é explicado porque no início do cultivo a quantidade de nutrientes em 

excesso é relativamente maior que no decorrer do cultivo. O maior consumo desses nutrientes 

para o metabolismo da microalga possibilitará elevadas µx e Px. Os valores encontrados foram 

para µx 0,099 d-1 com taxa de renovação de 20% (v/v) e 0,113 d-1 com 40% (v/v). Com 

relação às Px, foram obtidos 0,110 e 0,120 g.L-1.d-1 com as renovações de 20 e 40% (v/v), 

respectivamente. Contudo, em geral, pode-se afirmar que em ambos modos de condução do 

cultivo semicontínuo não foi observada redução na µx e Px a cada ciclo de crescimento, como 

pode ser observado no Apêndice 1, devido a reposição periódica de meio de cultivo novo. 

Com a renovação de 40% (v/v), no decorrer do cultivo em que os cortes eram 

realizados a cada 3 foi observada adaptação em 54% dos cortes realizados, enquanto que no 

ensaio com cortes na concentração celular de corte fixa foi observado 38%. Isso pode ter 

interferido nos menores valores de produtividades para o ensaio com corte a cada 3 d. Neste 

ensaio, os cortes não foram necessariamente realizados na fase exponencial de crescimento, 

pois o tempo foi fixo, com exceção do primeiro corte que foi realizado ao final dessa fase. 

Segundo Lourenço (2006), na fase exponencial de crescimento, as células apresentam melhor 

estado fisiológico. Após curto período de aceleração, a velocidade de crescimento se mantém 

máxima e constante. Por isso, é importante que os cortes sejam realizados nessa fase. Assim, 

não haverá fase de adaptação, estimulando um processo contínuo de produção de biomassa 

(BORZANI et al., 2001). A condução de cultivo semicontínuo a partir da concentração celular 

fixa em 1,6 g.L-1 foi embasada nessa teoria, o que garantiu as melhores respostas cinéticas.  

Cultivos semicontínuos da microalga Spirulina platensis, com reposição de meio, 

foram realizados por Reichert, Reinehr e Costa (2006) em fotobiorreatores fechados. Esses 

autores observaram 13 ciclos de crescimento no cultivo e máxima µx de 0,111 d-1, utilizando 

taxa de renovação de meio de cultivo de 50%. Os valores foram semelhantes aos encontrados 

no ensaio, em que a renovação de 40% (v/v) foi realizada a cada 3 d (13 ciclo e 0,119 d-1). 
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Radmann, Reinehr e Costa (2007) em 8 ciclos de crescimento observaram que com 

concentração celular de corte 0,8 g.L-1, 20% (v/v) de renovação e meio Zarrouk obteve µx de 

0,039 d-1 e Px de 0,029 g.L-1.d-1. Com a mesma taxa de renovação, porém o dobro da 

concentração celular de corte (1,6 g.L-1) foi encontrado 0,060 d-1 e 0,081 g.L-1.d-1. Assim, 

constata-se que essas diferenças cinéticas obtidas entre Radmann, Reinehr e Costa (2007) e o 

presente trabalho, pode ser devido ao fotobiorreator utilizado e a concentração celular de corte 

estudada. Os fotobiorreatores tubulares tem superfície de contato maior do que os reatores do 

tipo raceway e erlenmeyer, aumentando a incidência de luz e a taxa fotossintética. A maior 

concentração celular de corte (1,6 g.L-1) reduz os possíveis problemas relacionados a excesso 

de intensidade luminosa, como o fenômeno de fotoinibição. Fotoinibição é a perda da 

capacidade fotossintética devido a danos causados por intensidades luminosas acima da 

requerida para realização da fotossíntese. Esse fenômeno ocorre quando o fluxo de fótons 

absorvido pelos cloroplastos é tão alto que a concentração de elétrons de alta energia na célula 

é excessiva para ser consumida pelo ciclo de Calvin. Estes elétrons de alta energia reagem 

com a água, formando peróxido de hidrogênio que é tóxico as células (CHOJNACKA; 

NOWORYTA, 2004; GRIMA et al., 1996).  

Como os cortes eram realizados a cada 3 d, nestes cultivos houve 13 ciclos de 

crescimento no decorrer dos 55 d. Quando os cortes foram realizados na concentração celular 

fixa, houve redução do número de ciclos de crescimento da microalga, contudo maiores 

concentrações de biomassa foram produzidas. O valor máximo de biomassa produzida foi 

com a taxa de renovação de 40% (v/v) (8,37 g).  A cada ciclo de crescimento da microalga 

são necessários mão de obra para realização dos cortes e gastos com nutrientes. Por isso, é 

importante que cultivos semicontínuos com menores ciclos de crescimento produzam maiores 

concentração de biomassa e produtividade, como ocorreu neste estudo. Com essa taxa de 

renovação foi produzido 0,152 g.d-1 no cultivo com concentração celular de corte fixa e 0,136 

g.d-1 no cultivo com cortes a cada 3 d. Segundo Camacho  et  al.  (1999),  a taxa  de  diluição  

ou  renovação,  influencia  diretamente  na densidade celular  da  cultura.  Quanto maior a 

taxa de renovação, menor a concentração de biomassa e consequentemente maior a 

disponibilidade de luz. Altas taxas de diluição são apropriadas para células de crescimento 

rápido. Baixas taxas de renovação originam culturas com crescimento limitado pelo 

sombreamento provocado pelas próprias células. Analisando os valores de biomassa obtidos 

nos ensaios, concluiu-se que este fenômeno pode ter acontecido no cultivo semicontínuo com 

cortes realizados na concentração celular fixa, quando estudada a renovação de 20% (v/v). 

Este ensaio apresentou menor quantidade de biomassa (7,49 g) quando comparado à 
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renovação de 40% (v/v). A influência do sombreamento não foi observada nos cultivos com 

cortes a cada 3 d, pois as renovações de meio eram realizadas seguidamente. Assim, para os 

cultivos com cortes a cada 3 d pode-se constatar que a taxa de renovação não influenciou na 

quantidade de biomassa produzida, visto que entre estas não houve diferença significativa 

(p>0,01). 

O acompanhamento do pH durante os cultivos de microalgas é  essencial para que 

os componentes do meio de cultivo possam ser efetivamente absorvidos, afetando diretamente 

a disponibilidade de vários elementos químicos (LOURENÇO, 2006). Ao longo do cultivo, o 

pH apresentou comportamento semelhante entre os ensaios (Figura 3). No cultivo com os 

cortes realizados a cada 3 d os valores ficaram entre 9,87 e 10,64 ao utilizar taxa de renovação 

de 20% (v/v) e, 9,90 a 10,65 foi alcançado para o cultivo com taxa de renovação de 40% 

(v/v). Nos cultivos com cortes realizados na concentração celular fixa a faixa de pH foi 

superior (9,74 a 11,36 e 9,76 a 11,20 para os cultivos com taxa de renovação de 20 e 40% 

(v/v), respectivamente). 

O valor ótimo para o crescimento da microalga Spirulina está entre 9,5 e 10,5. 

Valores menores que 9,5 podem facilitar a contaminação dos cultivos com outras microalgas, 

como Chlorella. Entretanto, valores maiores de pH podem limitar o crescimento, devido a 

concentração de carbonatos (CO3
2-) e limitação de CO2 no meio de cultivo. Em cultivos da 

microalga Spirulina geralmente é necessária uma fonte externa de carbono, na forma de 

bicarbonato (HCO3
-). Embora a Spirulina possa crescer fotoautotroficamente, a captação de 

CO2 atmosférico depende do pH do meio de cultivo. Quanto maior o pH do meio, mais 

facilmente o CO2 é assimilado e convertido em  CO3
2- (BINAGHI et al., 2003; VONSHAK, 

1997).  
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 Figura 3 - Acompanhamento do pH ao longo do cultivo semicontínuo da Spirulina sp. LEB 

18, cortes com concentração celular fixa em 1,6 g.L-1 e taxa de renovação de 20% (v/v) (a) e 

40% (v/v) (b); cortes a cada 3 d e taxa de renovação de 20% (v/v) (c) e 40% (v/v) (d).  
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justificar os valores de pH dos cultivos com cortes a cada 3 d não apresentarem variações 

bruscas, pois o intervalo correspondente aos cortes era menor.   

  

4 CONCLUSÃO 

 

O melhor modo de condução de cultivo semicontínuo para a microalga Spirulina 

sp. LEB 18 foi fixar a concentração celular de corte. Nessa condução de cultivo foi 

encontrada máxima produtividade média e maiores concentrações de biomassa produzida, 

uma vez que o processo semicontínuo foi conduzido com embasamento bioquímico e 

biotecnológico. 
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5.2 ARTIGO 2 - “BIORREFINARIA MICROALGAL: A POTENCIALIDADE DA 

BIOMASSA COMO MATÉRIA-PRIMA”  
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BIORREFINARIA MICROALGAL: A POTENCIALIDADE DA BIOMASSA COMO 

MATÉRIA-PRIMA 

 

RESUMO 

A biomassa microalgal é matéria-prima potencial para produção de bioprodutos de alto valor 
agregado, biocombustível, biopolímero ou energia, de forma isolada ou integrada. A 
biorrefinaria microalgal é um conceito de produção de bioprodutos utilizando a biomassa de 
forma maximizada, com redução dos impactos ambientais e custos com nutrientes. O objetivo 
deste trabalho foi verificar a potencialidade da biomassa microalgal na concepção de uma 
biorrefinaria. Os cultivos com Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111 foram 
conduzidos em modo semicontínuo, com 10 % (v/v) de CO2. A concentração celular de corte 
foi 1,6 g.L-1, sendo 20 e 40% (v/v) as taxas de renovação estudadas. Os cultivos com duração 
de 55 d foram mantidos a 30ºC, 41,6 µmol.m-².s-1 e fotoperíodo 12 h claro/escuro, em 
fotobiorreatores tubulares verticais. A microalga Spirulina sp. LEB 18 apresentou melhores 
resultados cinéticos e máxima concentração de biomassa e rendimento em biopolímero 
quando cultivada com CO2 como fonte de carbono. Nesta mesma condição (10% (v/v) de 
CO2) as microalgas Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111 apresentaram teores 
máximos de proteínas, carboidratos e lipídios. A biomassa da microalga Spirulina sp. LEB 18 
apresentou potencial para uso como matéria-prima em biorrefinarias. Por meio do processo 
semicontínuo, com a taxa de renovação de 20% (v/v), o cultivo dessa microalga com CO2 
como fonte de carbono proporciona redução de custos do processo. 

 
Palavras Chave: bioprodutos, processo semicontínuo, sustentabilidade. 
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ABSTRACT 

Microalgal biomass is a potential raw material for the production of high value-added 
bioproducts, biofuels, biopolymers or energy, in an isolated or integrated form. The 
microalgal biorefinery is a concept of producing bioproducts using biomass in a maximized 
form, with a reduction in environmental impacts and in the costs of nutrients. The objective of 
this study was to assess the potential of microalgal biomass in the design of a biorefinery. 
Spirulina sp. LEB 18 and Chlorella fusca LEB 111 were cultivated in semi-continuous mode, 
with 10% (v/v) CO2. The cut-off cell concentration was 1.6 g.L-1, and 20 and 40% (v/v) 
renewal rates were studied. The cultures with 55 d duration were maintained at 30 °C, 41.6 
μmol.m-2.s-1 and a 12 h light/dark photoperiod, in vertical tubular photobioreactors. The 
Spirulina sp. LEB 18 produced best kinetic results, maximum biomass concentration and 
biopolymer yield when grown with CO2 as the carbon source. Under the same conditions 
(10% (v/v) of CO2), the microalgae Spirulina sp. LEB 18 and Chlorella fusca LEB 111 had 
maximum levels of protein, carbohydrates and lipids. The Spirulina sp. LEB 18 biomass 
showed potential for use as a raw material in biorefineries. Using the semi-continuous 
process, with a 20% renewal rate, the cultivation of this microalga using CO2 as a carbon 
source reduces the production costs. 
 
Keywords: bioproducts, semi-continuous process, sustainability. 
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1INTRODUÇÃO 

 

O crescente preço dos combustíveis fósseis, o impacto ambiental causado pelas 

emissões gasosas, o descarte inadequado de polímeros de origem petroquímica e o 

desperdício de matéria-prima têm conduzido à procura de recursos renováveis e tecnologias 

que atendam às necessidades do mercado mundial (ANTUNES; SILVA, 2010). 

Neste contexto, as biorrefinarias surgem como alternativas promissoras para 

substituir as refinarias tradicionais. Segundo Ree e Annevelink (2007), o conceito de 

biorrefinaria consiste em processamento sustentável, que integra os processos de extração de 

biocompostos da biomassa para produzir biocombustíveis, produtos de valor agregado e 

energia, visando a utilização otimizada dos recursos disponíveis. A utilização de microalgas 

na produção de biodiesel, bioetanol, hidrogênio, metano, biopolímeros, biopeptídeos, ácidos 

graxos essenciais e outros bioprodutos com elevado potencial de sustentabilidade, a fixação 

de CO2 e a possibilidade de biotratamento de águas residuais,  apontam o grande potencial das 

microalgas em biorrefinarias. 

As microalgas são consideradas um sistema biológico eficiente para a captação de 

energia solar e produção de componentes orgânicos. A produção de microalgas pode ser 

realizada durante todo o ano, necessitando de pouca água quando comparada a plantas 

terrestres. A composição bioquímica das microalgas pode ser manipulada, através da alteração 

das condições de cultivo e estresses ambientais (HU et al., 2008), sendo induzidas a 

produzirem altas concentrações de biocompostos de importância comercial (BRENNAN; 

OWENDE, 2010). 

Cultivos semicontínuos são alternativas para produção de biomassa microalgal em 

biorrefinarias. Esse processo mantém o micro-organismo em elevadas velocidades de 

crescimento, favorecendo a sustentabilidade.  A retirada de produto e adição do substrato 

periodicamente, evita o tempo estagnado de colheita da biomassa produzida e limpeza do 

fotobiorreator. Além disso, para uma biorrefinaria baseada em microalgas ser sustentável e 

ambientalmente correta é necessário o uso de fontes alternativas de carbono originadas de 

efluentes industriais (CO2) para redução dos custos de produção, bem como a obtenção de no 

mínimo três bioprodutos da biomassa. 

O objetivo deste trabalho foi verificar a potencialidade da biomassa microalgal na 

concepção de uma biorrefinaria. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Microalgas e condições de cultivo  

 

As microalgas utilizadas neste estudo foram Spirulina sp. LEB 18 (MORAIS et 

al., 2008) e Chlorella fusca LEB 111 isolada de lagoas próximas à região da Usina 

Termelétrica Presidente Médici, Candiota-RS (MORAIS; DUARTE, 2012). Os cultivos da 

microalga Spirulina sp. LEB 18 foram conduzidos em meio Zarrouk (ZARROUK, 1966) e 

Zarrouk modificado substituindo a fonte original de carbono (16 g.L-1 de NaHCO3) por 10 % 

(v/v) de CO2. A microalga Chlorella fusca LEB 111 foi cultivada em meio BG-11 (RIPPKA 

et al., 1979) modificado (sendo acrescentado 0,4 g.L-1 de NaHCO3). Cultivos de Chlorella 

fusca LEB 111 também foram estudados, em que as fontes de carbono (Na2CO3 do meio BG-

11 e NaHCO3) foram substituídas por 10 % (v/v) de CO2. 

Os cultivos foram realizados em duplicata, sob condições controladas em câmara 

termostatizada a 30ºC, 41,6 umol/m².s e fotoperíodo 12 h claro/escuro, com iluminação 

provida por lâmpadas fluorescentes de 40 W. A concentração inicial de biomassa nos cultivos 

das microalgas Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111 foi de 0,2 g.L-1. As 

microalgas foram cultivadas em fotobiorreatores tubulares verticais de 2 L, com volume útil 

de 1,5 L.  

A aeração foi realizada por aspersão, utilizando pedra porosa, por meio de ar 

comprimido misturado ao CO2 disposto em cilindro industrial (White Martins). A vazão de 

entrada da mistura nos cultivos foi 0,3 vvm, controlada através de válvula solenóide. A 

injeção de 10% (v/v) de CO2 foi realizada diretamente nos fotobiorreatores, a cada 2 h, 

durante 10 min, no período claro. 

Os cultivos foram conduzidos em modo semicontínuo, sendo definida a condução 

de cultivo de acordo com o Artigo 1. Assim, a concentração celular de corte foi fixa em 1,6 

g.L-1 e as taxas de renovação estudadas foram 20 e 40% (v/v). Os experimentos realizados 

estão apresentados na Tabela 1. 
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Tabela 1 – Experimentos realizados para análise cinética e caracterização da biomassa das 

microalgas Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111. 

Microalga TR (%) Meio de cultivo 

Spirulina sp. LEB 18 20 Zarrouk (controle) 

Spirulina sp. LEB 18 40 Zarrouk (controle) 

Spirulina sp. LEB 18 20 Zarrouk modificado (10% (v/v) CO2) 

Spirulina sp. LEB 18 40 Zarrouk modificado (10% (v/v) CO2) 

Chlorella fusca LEB 111 20 BG-11 modificado (controle) 

Chlorella fusca LEB 111 40 BG-11 modificado (controle) 

Chlorella fusca LEB 111 20 BG-11 modificado (10% (v/v) CO2) 

Chlorella fusca LEB 111 40 BG-11 modificado (10% (v/v) CO2) 

TR: taxa de renovação de meio. 

 

2.2 Concentração de biomassa microalgal e monitoramento do pH 

 

Diariamente foram coletadas amostras para determinação da concentração de 

biomassa, calculada através da medida densidade ótica a 670 nm (COSTA  et  al.,  2002) em 

espectrofotômetro (Q7980RM, Quimis, Brasil) com curva de calibração relacionando 

densidade ótica e peso seco de biomassa da microalga. O pH também foi acompanhado 

diariamente, através de pHmetro digital (Q400AS, Quimis, Brasil). 

 

2.3 Parâmetros cinéticos 

 

Os parâmetros cinéticos determinados foram velocidade específica de crescimento 

(μx, d-1) e produtividade de biomassa (Px, g.L.d-1). A μx foi obtida por regressão exponencial 

na fase logarítmica de crescimento celular, de acordo com a Equação 1. 

 

dt
dx

Xx
1

            (1) 

 

A produtividade (Px) foi calculada segundo a Equação 2, em que X (g.L-1) é a 

concentração celular final, X0 (g.L-1) é a concentração celular inicial do cultivo, t (d) é o 

tempo final e t0 é o tempo inicial do cultivo.  
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Esses parâmetros foram calculados para cada ciclo de crescimento da microalga, e 

posteriormente, realizou-se a média dos valores para cada ensaio. 

 

2.4 Biomassa produzida 

 

A biomassa produzida (BP) foi calculada a partir da Equação 3, em que BCc1 é 

concentração de biomassa final (g.L-1) quando obtida a concentração de corte no primeiro 

ciclo de crescimento da microalga e BCc2, a do segundo ciclo. O Vc1 é o volume retirado (L) 

do primeiro corte, e Vc2, do segundo corte. A BCcn e Vf são a concentração de biomassa (g.L-

1) e volume retirado (L) ao final do cultivo. 

 

BP = Ʃ [BCc1.Vc1 + BCc2.Vc2 +...) + (BCcn*Vf)]       (3) 

 

2.5 Caracterização da biomassa microalgal  

 

A partir de cada corte realizado no cultivo semicontínuo, a biomassa microalgal 

foi recuperada por centrifugação a 16920 g, 20ºC por 20 min para separá-la do meio de 

cultivo. Posteriormente, foi realizada lavagem com água destilada, para eliminação de 

resíduos de sais do meio e foi realizada nova centrifugação. Em seguida, a biomassa 

microalgal foi armazenada sob refrigeração a -20ºC. Ao final do cultivo semicontínuo, juntou-

se a biomassa obtida em cada corte e as amostras foram liofilizadas. A biomassa liofilizada 

foi submetida a um pré-tratamento em sonda ultrassônica. Esse procedimento consistiu em 

adicionar 10 mL de H20 destilada em 5 mg de biomassa microalgal e sonicar por 10 min em 

ciclos de 59 s (59 s ligada e 50 s desligada). O extrato obtido foi homogeneizado em agitador 

magnético para posterior realização das análises de caracterização. 

 

2.4.1 Composição centesimal  
 

As biomassas obtidas dos cultivos semicontínuos das microalgas Spirulina sp. 

LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111 foram caracterizadas quanto ao teor de carboidratos pelo 

método fenol-sulfúrico (DUBOIS et al., 1956), proteínas pelo método colorimétrico de Lowry 



70 
 

(LOWRY et al., 1951), e lipídios por Folch, Less e Stanley (1957), adaptado por Colla 

(2002). O teor de umidade e cinzas foi determinado segundo a metodologia da AOAC (2000). 

As análises foram realizadas em triplicata e os resultados, apresentados em base seca. 

 

2.4.2 Rendimento em biopolímero 
 

A extração do biopolímero foi realizada na microalga Spirulina sp LEB 18, 

através de digestão diferencial. A biomassa liofilizada foi agitada em agitador magnético 

(753A, Fisatom, Brasil) com hipoclorito de sódio (NaOCl) 10% (v/v) e água destilada. Após, 

foi submetida à centrifugação (14100 g, 20ºC por 20 min). O precipitado foi submetido a 

lavagem, e agitado durante 10 min com água destilada, repetindo-se o processo de 

centrifugação. Posteriormente, realizou-se a lavagem do precipitado com acetona, sob 

agitação, seguido de centrifugação (14100 g, 15ºC por 20 min) e secagem em estufa (35ºC) 

por aproximadamente 48 h (MORAIS, 2008). 

O rendimento em biopolímeros (η ) foi calculado, a partir da Equação 4, em que η 

é o rendimento de biopolímeros em relação a biomassa microalgal (%), mb é a massa final de 

biopolímeros (g) e m é a biomassa microalgal (g). 

 

η = 
𝑚𝑏∗100

𝑚
           (4) 

 

A extração de biopolímeros foi realizada na biomassa obtida a partir do cultivo 

com meio Zarrouk e também nos ensaios com 10% (v/v) de CO2, em ambas taxas de 

renovação, 20 e 40% (v/v). 

 

2.5 Análise Estatística 

  

Para comparação das médias dos resultados de cinética de crescimento, bem como 

de caracterização da biomassa de cada microalga, foi aplicado Análise de Variância 

(ANOVA), com nível de confiança de 99% (p ≤ 0,01), utilizando Teste de Tukey.  
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A Spirulina  sp. LEB 18 apresentou final da fase exponencial em 

aproximadamente 10 d, enquanto a microalga Chlorella fusca LEB 111, em 15 d. Os cultivos 

com CO2 e renovação de meio de 20% (v/v) de ambas as microalgas apresentaram maiores 

números de ciclos de crescimento que nos ensaios com NaHCO3 como fonte de carbono 

(Figuras 1e 2),  favorecendo a produção de biomassa microalgal. 

 

Figura 1 - Curvas de crescimento da microalga Spirulina sp. LEB 18 com taxa de renovação 

de 20% (a) e 40% (b): meio Zarrouk ();10% (v/v) de CO2 (•). 

 

(a) 
 

 
(b) 

 
 

Nos cultivos das microalgas Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111 não 

houve fase de adaptação. A fase de adaptação ou fase lag ocorre pela necessidade das células 
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se adaptarem ao novo meio, até que possam dar início ao seu desenvolvimento (AGUIRRE et 

al., 2013). Essa fase pode ser evitada quando células em crescimento exponencial avançado 

são usadas como inóculo. Além disso, se as células forem adaptadas previamente às condições 

do experimento, o tempo referente ao fenômeno de indução pode ser reduzido ou não existir 

(SHIMIDELL et al., 2001). 

 

Figura 2 - Curvas de crescimento da microalga Chlorella fusca LEB 111 com taxa de 

renovação de 20% (a) e 40% (b): meio BG-11 modificado (); 10% (v/v) de CO2 (•). 

 

(a) 

 
(b) 

 
 

Entre as microalgas estudadas, a Spirulina sp. LEB 18 apresentou maiores valores 

em produtividade, velocidade específica de crescimento e biomassa produzida (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Parâmetros cinéticos e biomassa produzida (BP) obtidos dos cultivos 

semicontínuos das microalgas.  

TR N Pmédia (g.L-1.d-1)* µmédio (d-1)* BP (g)* 

Spirulina sp. LEB 18 (Meio Zarrouk - controle) 

20 11 0,081 ± 0,005bcC 0,060 ± 0,002dC 7,49 ± 0,04bcB 

40 8 0,092 ± 0,003bB 0,079 ±0,003bB 8,37 ± 0,14abcAB 

Spirulina sp. LEB 18 (Meio Zarrouk - controle) 

20 18 0,105 ± 0,004aA 0,091 ± 0,005aA 10,46 ± 0,12Aa 

40 9 0,108 ± 0,004aA 0,092 ± 0,001aA 9,81 ± 0,62abA 

Chlorella fusca LEB 111 (Meio BG-11 modificado - controle) 

20 10 0,060 ± 0,002dC 0,058 ± 0,001dB 6,92 ± 0,21cA 

40 7 0,075 ± 0,010cAB 0,058 ± 0,001dB 7,42 ± 0,72cA 

Chlorella fusca LEB 111 (10% (v/v) CO2) 

20 12 0,062 ± 0,002dBC 0,057 ± 0,002dB 7,45 ± 0,50cA 

40 7 0,079 ± 0,009bcA 0,071 ± 0,002cA 8,08 ± 0,56bcA 

TR: Taxa de renovação (%); N: Ciclo de crescimento; *: Valores são média ± desvio padrão; 

Letras minúsculas na mesma coluna comparam todos ensaio entre si; Letras maiúsculas na 

mesma coluna, cada microalga entre si; Letras iguais na mesma coluna não diferem 

estatisticamente (p>0,01) pelo teste de Tukey. 

 

Devido a reposição periódica do meio de cultivo, não foi observado decréscimo 

dos valores dos parâmetros cinéticos nos ensaios com as microalgas Spirulina sp. LEB 18 e 

Chlorella fusca LEB 111 no decorrer dos 55 d. Os resultados encontrados em cada ciclo de 

crescimento do ensaio controle da microalga Spirulina sp. LEB 18 podem ser visualizados no 

Apêndice 1,  e os obtidos nos ensaios com ambas microalgas cultivadas com 10% (v/v) CO2, 

assim como o ensaio controle da  microalga Chlorella fusca LEB 111, no Apêndice 2. Nos 

cultivos com 10% (v/v) de CO2 foi constatado que a taxa de renovação de meio não 

influenciou nos resultados de cinética da microalga Spirulina sp. LEB 18, contudo influenciou 

nos obtidos pela microalga Chlorella fusca LEB 111. Desta forma, o cultivo semicontínuo da 
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microalga Spirulina sp. LEB 18 pode proporcionar redução de custos dos nutrientes durante o 

processo, com a menor taxa de renovação de meio utilizada (20% v/v). 

Para ambas as microalgas foi observado que os cultivos com 10% (v/v) de CO2 

apresentaram valores mais baixo de pH. Os máximos e mínimos valores de pH foram 

encontrados nos ensaios com taxa de renovação de 40% (v/v). Contudo, no decorrer dos 

cultivos os valores de pH tenderam a ser mais estáveis, em torno de 9,0. Zeng et al. (2012) 

também observaram que a alta aeração de CO2 resultou em redução do pH da cultura durante 

o cultivo. No entanto, os experimentos controle apresentaram perfis de pH estáveis. De 

acordo com Barsanti e Gualtieri (2006), a inserção de CO2 no meio de cultivo é alternativa 

utilizada para diminuir o pH do meio e prevenir mudanças bruscas. O CO2 se dissolve no 

meio e o ácido carbônico formado evita o aumento do pH durante o crescimento de 

microalgas.  

No cultivo da microalga Spirulina sp. LEB 18 com meio Zarrouk o máximo pH 

foi 11,20 e no cultivo da Chlorella fusca LEB 111 com meio BG-11 modificado, 11,59. 

Segundo Cuaresma et al. (2006) o aumento do pH em cultivos fotossintéticos ocorre devido à 

atividade biológica das células que produz redução no conteúdo de carbono inorgânico 

dissolvido através do consumo direcionado ao crescimento celular. Desta forma, proporciona 

deslocamento do equilíbrio carbonato-bicarbonato no sistema tampão. O pH do meio de 

cultivo irá determinar as formas de carbono inorgânico (CO2, CO3
-2 ou HCO3

-) dissolvida na 

fase líquida.  

A influência da concentração de CO2 nos cultivos das microalgas Spirulina sp. 

LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111 foi observada, uma vez que com 10% (v/v) de CO2 foram 

apresentadas as melhores respostas cinéticas. Para microalga Spirulina sp. LEB 18 o 

incremento de CO2 nos cultivos proporcionou aumento da concentração de biomassa 

produzida em 39,7% (p/p), com a taxa de renovação de 20% (v/v). Zeng et al. (2012) também 

observaram que as culturas microalgais de Spirulina platensis com CO2 apresentaram melhor 

crescimento de microalgas em comparação com o controle realizado sem esse gás.  

As respostas cinéticas obtidas nos cultivos microalgais com 10% (v/v) de CO2 

podem ser explicadas pela assimilação desse gás realizada através do Ciclo de Calvin. A 

reação inicial do ciclo de Calvin é a fixação de CO2 na ribulose, que é catalizada pela enzima 

ribulose 1,5 bifosfato carboxilase/oxigenase, denominada Rubisco. Considerando que as 

características cinéticas da rubisco exijam concentrações elevadas de CO2 no seu sítio ativo 

para manter a atividade carboxilase e inibir a oxigenasse (SCHENK  et  al.,  2008), é 
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justificado que a adição de CO2 em cultivos de microalgas proporcione melhores resultados 

de parâmetros cinéticos.  

 Para uma biorrefinaria microalgal, o processo semicontínuo e CO2 como fonte 

de carbono são pontos favoráveis na sustentabilidade. No cultivo semicontínuo, a colheita de 

produto e renovação do substrato periodicamente, evita o tempo de colheita de toda biomassa 

formada, limpeza do fotobiorreator e início do processo. Além disso, esse regime de cultivo 

mantém a célula em seu estado exponencial de crescimento, onde a condição nutricional não 

proporciona limitação e todas as células encontram-se em sua máxima velocidade específica 

de crescimento. O uso de CO2 reduz os custos do processo, pois é o nutriente em maior 

requerimento na cultura microalgal. O CO2 pode ser obtido sem custos a partir da queima do 

carvão, proporcionando benefício ambiental com a redução da emissão desse gás para 

atmosfera. 

A cada ciclo de Calvin completo são produzidos carboidratos, mas ácidos graxos, 

aminoácidos e ácidos orgânicos também podem ser sintetizados na fixação fotossintética de 

CO2 (SCHENK et al., 2008). A microalga Chlorella fusca LEB 111 produziu o teor máximo 

de carboidratos quando cultivada com 10% (v/v) de CO2 e taxa de renovação de 40% (v/v) 

(Tabela 3). 

As maiores concentrações protéicas foram obtidas para a microalga Spirulina sp. 

LEB 18 nos ensaios com CO2 como fonte de carbono. A Chlorella fusca LEB 111 obteve 

máximo conteúdo protéico no ensaio com 10% (v/v) de CO2 e taxa de renovação de 40% 

(v/v), não diferindo estatisticamente (p>0,01) do maior valor de Spirulina sp. LEB 18. 

Segundo Lourenço et al. (2004), se o suprimento de nitrogênio é abundante em cultivos, 

verifica-se tendência de aumento nas concentrações de proteínas e de clorofila nas células. De 

acordo com a literatura, o teor de proteínas é maior durante a fase exponencial de crescimento 

(SETTA et al., 2014). Isso também pode justificar os teores de proteínas relativamente 

elevados obtidos nas biomassas das microalgas Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 

111. 
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Tabela 3 - Determinação de proteínas, carboidratos, lipídios e cinzas em biomassa 

microalgal. 

TR 

(%v/v) 

Carboidratos 

(%, p/p) 

Proteínas 

(%, p/p) 

Lipídios 

(%, p/p) 

Cinzas 

(%, p/p) 

Spirulina sp. LEB 18 (Meio Zarrouk) 

20 19,1 ± 0,97cA 42,9 ± 4,50dB 9,2 ± 0,65bcA 28,1 ± 1,90Aa 

40 18,8 ± 1,00cA 47,8 ± 2,25cB 9,3 ± 1,39bcA 22,7 ± 0,97Bb 

Spirulina sp. LEB 18 (10% (v/v) CO2) 

20 13,7 ± 0,45dB 60,1 ± 1,18aA 9,8 ± 0,61abcA 14,4 ± 0,94Cc 

40 14,4 ± 0,35dB 59,7 ± 1,66aA 8,8 ± 1,01Ca 13,8 ± 0,92cC 

Chlorella fusca LEB 111 (Meio BG-11 modificado) 

20 27,4 ± 1,37bB 51,3 ± 1,91bcAB 11,8 ± 1,38abcA 5,3± 0,30dA 

40 30,1 ± 1,32aA 49,5 ± 0,81cB 12,9 ± 1,62abA 5,7 ± 0,28dA 

Chlorella fusca LEB 111 (10% (v/v) CO2) 

20 29,4 ± 0,59abAB 51,03 ± 2,49bcAB 13,3 ± 1,46aA 3,5 ±0,05dB 

40 30,2 ± 1,10aA 56,1 ± 3,60abA 11,6 ± 1,72abcA 4,0 ± 0,43dB 

Resultados em base seca. TR: Taxa de renovação; *: Valores são média ± desvio padrão; 

Letras minúsculas na mesma coluna comparam todos ensaio entre si; Letras maiúsculas na 

mesma coluna comparam cada microalga entre si; Letras iguais na mesma coluna não diferem 

estatisticamente (p>0,01) pelo teste de Tukey. 

 

Quando analisada a composição química da microalga Spirulina sp. LEB 18 nota-

se que houve relação inversa no teor de proteínas e carboidratos.  Os maiores teores de 

proteínas e menor de carboidratos foram os obtidos quando a microalga foi cultivada com 

10% (v/v) de CO2. Derner (2006) constatou que a utilização de CO2 causou aumento no 

conteúdo de proteínas, especialmente em culturas de Thalassiosira fluviatilis.  Castro Araújo 

e Garcia (2005) verificaram que a concentração de carboidratos foi menor com o emprego de 

CO2 nas culturas de Chaetoceros cf. weighamii.  

As microalgas Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111 apresentaram 

máximos teores de lipídios nos ensaios com 10% (v/v) de CO2 e renovação de 20% (v/v). O 

acúmulo de lipídios ocorre quando o acetil-CoA é convertido em malonil-CoA seguido por 

ácidos graxos após ciclos contínuos, catalisada pela acetil-CoA carboxilase (ACCase). O 

acúmulo de lipídios ocorre no cloroplasto e ACCase exerce intensa regulamentação da síntese 
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de ácidos graxos em microalgas (LV et al., 2010). Nos cloroplastos, dependendo do estágio de 

desenvolvimento da célula, a atividade da piruvato desidrogenase é frequentemente baixa. Por 

outro lado, acetil-CoA sintetase nos cloroplastos possui alta afinidade pelo acetato e consome 

ATP para converter a acetil-CoA (HELDT, 2005). Assim, a adição de CO2 nos cultivos das 

microalgas Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111, proporcionou rapidamente a 

síntese de ATP para converter a acetil-CoA e iniciar a biossíntese de lipídios.  

Relacionado ao teor de cinzas, para a microalga Spirulina sp. LEB 18 foi 

observado que os ensaios com NaHCO3 como fonte de carbono apresentaram os máximos 

valores de cinzas, sendo justificada pela elevada concentração desse nutriente no meio 

Zarrouk (16,8 g.L-1). Nos ensaios de Spirulina sp. LEB 18 com CO2 sendo a fonte de carbono, 

os teores de cinzas foram menores, uma vez que o NaHCO3 do meio Zarrouk foi substituído 

por 10% (v/v) de CO2. Os ensaios de Chlorella fusca LEB 111 apresentaram teores de cinzas 

menores que os obtidos nos ensaios da Spirulina sp. LEB 18. No meio BG-11, utilizado no 

cultivo de Chlorella fusca LEB 111, a concentração de nutrientes é menor quando comparada 

a do meio Zarrouk. Além disso, observou-se que o NaHCO3 também pode ter influenciado no 

teor de cinzas dos ensaios da Chlorella  fusca LEB 111. Os ensaios desta microalga, com 

meio BG-11 modificado continham 0,4 g.L-1 de NaHCO3 e apresentaram maiores teores de 

cinzas. Nos ensaios de Chlorella fusca LEB 111 com CO2 os teores de cinzas foram menores 

devido a substituição da fonte de carbono do meio por 10% (v/v) de CO2. 

O conhecimento dos parâmetros cinéticos para a síntese de biopolímeros é 

importante, uma vez que é desejado que as cepas tenham velocidades específicas de 

crescimento e produtividades elevadas, que possam utilizar substratos de baixo custo e que 

apresentem concentração elevada de biopolímero em relação a massa total  seca. Isso 

demonstra que os custos de produção de biopolímeros estão diretamente ligados a seleção do 

tipo do micro-organismo e do substrato (CHEN, 2009; KHANNA; SRIVASTAVA, 2005). 

O valor máximo de rendimento em biopolímero, 7,1% (p/p) obtido pela microalga 

Spirulina sp. LEB 18 foi no ensaio com 10% (v/v) de CO2 e taxa de renovação de 40 % (v/v), 

diferindo estatisticamente dos demais ensaios (p<0,01). Com a taxa de renovação de 20% 

(v/v) foi encontrado 3,9% (p/p). O cultivo com CO2 estimulou a síntese de biopolímeros pela 

microalga, pois este nutriente foi disponibilizado durante todo o cultivo, não permitindo que 

ocorresse limitação.  

No cultivo de Spirulina sp. LEB 18 com NaHCO3 (16,8 g.L-1) como fonte de 

carbono obteve-se rendimento em biopolímero de 3,7% (p/p) em ambas taxas de renovação. 

Em estudos anteriores realizados por nossa equipe, observou-se que a concentração ideal de 
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NaHCO3 para Spirulina na síntese de biopolímeros é 8,4 g.L-1. Khanna e Srivastava (2005) 

sugerem o excesso de carbono para produzir PHB. Entretanto, concentrações superiores a 8,4 

g.L-1 para a Spirulina produzem altas concentrações de NADPH, inibindo a enzima citrato 

sintase, responsável pela entrada do acetil-CoA no ciclo dos ácidos carboxílicos, onde ela fica 

disponível para a 3-β-cetatiolase. A 3-β-cetatiolase liga duas moléculas de acetil-CoA 

formando acetoacetil-CoA, o qual é reduzido a (R)-3-hidroxibutiril-CoA. Assim, o PHB é 

sintetizado pela polimerização de moléculas de (R)-3-hidroxibutiril-CoA pela enzima PHA 

sintase (KHANNA; SRIVASTAVA, 2005). 

Os ensaios com NaHCO3 como fonte de carbono proporcionaram a microalga 

Spirulina sp. LEB 18 condições necessárias à multiplicação celular. De acordo com Lima et 

al. (2001), em  condições  balanceadas  de  crescimento,  onde  todos  os  nutrientes 

necessários  à  multiplicação  celular  estão  disponíveis espera-se que os níveis de coenzima 

A (CoA) livre sejam altos. Assim, é possível suprir às grandes demandas por grupos acetil 

pelo ciclo de Krebs para formação de esqueletos carbônicos e a geração de energia. A CoA 

livre tem efeito inibitório sobre a enzima β-cetotiolase, impedindo deste modo a síntese de 

PHB. Por isso, os rendimentos em biopolímeros apresentados neste trabalho, nos ensaios com 

NaHCO3 como fonte de carbono foram baixos em comparação aos ensaios com CO2. 

O incremento de biopolímero em cultivo semicontinuo da microalga Spirulina sp. 

LEB 18 pode ser realizado com posteriores estudos relacionados à limitação de nutrientes no 

cultivo dessa microalga, como nitrogênio e fósforo. Miyake et al. (1996) estudaram o cultivo 

da microalga  Synechococcus  sp.  MA19 com CO2 e sem nitrogênio e encontraram 30% (v/v) 

de PHB.  Nishioka et al. (2001) alcançaram 66% de  PHB  com  a  mesma  cepa  cultivada  

com  CO2,  porém  o  diferencial  foi  utilizar  meio  de  cultivo  livre de fosfato. A limitação 

de fosfato altera a formação equilibrada de ATP e NADPH através da fotossíntese, 

produzindo a redução potencial responsável pela mudança metabólica a síntese de PHB 

(MARZAN; SHIMIZU, 2011). Sob limitação de nitrogênio, as células não produzem mais 

proteínas e ocorre o acúmulo de ATP. Excesso de ATP provoca diminuição da fosforilação 

oxidativa, e assim, o acúmulo de coenzimas reduzidas (NADH), que levam a formação de 

PHB (CARLSON; WLASCHIN; SRIENC, 2005).  

Em uma biorrefinaria microalgal nas condições realizadas neste estudo, as 

proteínas poderiam ser utilizadas para alimentação humana ou obtenção de peptídeos 

bioativos. Os carboidratos, utilizados para produção de bioetanol e os lipídios, para produção 

de biodiesel, biossurfactantes ou ácidos graxos essenciais. As cinzas poderiam retornar ao 

cultivo como fonte de minerais e o biopolímero, aplicado como revestimento de nanocápsulas 
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de peptídeos bioativos ou outra aplicação destinada a polímeros de origem petroquímica. 

Possíveis resíduos que viessem a surgir da matéria-prima ou dos processos poderiam ser 

utilizados para digestão anaeróbia. 

Assim, a partir das biomassas de Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111 

é possível obter no mínimo cinco bioprodutos: biopeptídeos, bioetanol, ácidos graxos 

essenciais, biopolímeros, biogás, reduzindo ainda as emissões de CO2 para a atmosfera. 

 

4 CONCLUSÃO 

 

No cultivo semicontínuo da microalga Spirulina sp. LEB 18 com CO2 como fonte 

de carbono e taxa de renovação de meio de 20% (v/v) foi encontrada produtividade média de 

0,105 ± 0,004 g.L-1, velocidade específica de crescimento de 0,091 ± 0,005 d-1, 10,46 ± 0,12g 

de biomassa produzida, 13,7 ± 0,45% (p/p) de carboidratos, 60,1 ± 1,18% (p/p) de proteínas, 

9,8 ± 0,61% de lipídios e 14,4 ± 0,94% de cinzas. Essa condição é favorável, pois menores 

taxas de renovação proporcionam menos custos nutricionais a cada corte realizado. Além 

disso, o uso de CO2 reduz custos com a fonte de carbono que é o nutriente em maior 

requerimento no cultivo, bem como os problemas ambientais com a emissão desse gás para 

atmosfera. 
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6 CONCLUSÃO GERAL 

 

O melhor modo de conduzir o cultivo semicontínuo de microalgas foi fixar a 

concentração celular de corte. Essa condução de cultivo, possibilitou à microalga Spirulina sp. 

LEB 18 elevadas produtividades e concentração de biomassa produzida. Com a taxa de 

renovação de 40% (v/v) a produtividade média encontrada foi 0,092 g.L-1.d-1 e a biomassa 

produzida, 8,37 g. Ao aumentar a taxa de renovação de meio de 20 para 40% (v/v) foi obtido 

maior velocidade específica de crescimento (0,079 d-1). 

Os cultivos com 10% (v/v) de CO2 como fonte de carbono conferiu as microalgas 

Spirulina sp, LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111, as melhores respostas cinéticas e 

concentrações de biomassa produzida. O incremento de CO2 nos cultivos da microalga 

Spirulina sp. LEB 18 proporcionou aumento de 39,7% (p/p) na produção de biomassa. Nos 

cultivos com CO2 foi constatado que a taxa de renovação de meio não influenciou nos valores 

de parâmetros cinéticos obtidos pela microalga Spirulina sp. LEB 18, contudo, influenciou 

nos obtidos pela microalga Chlorella fusca LEB 111.  

A biomassa de Spirulina sp. LEB 18 apresentou 13,7% (p/p) de carboidratos, 

60,1% (p/p) de proteínas e 9,8% (p/p) de lipídios após ser cultivada com 10% (v/v) de CO2 e 

renovação de 20% (v/v). A biomassa da microalga Chlorella fusca LEB 111 apresentou teores 

máximos de carboidratos (30,2%, p/p), proteínas (56,1%, p/p) e lipídios  (13,3%, p/p) quando 

a microalga foi cultivada com CO2 como fonte de carbono. Com isso, foi verificado que com 

o cultivo dessas microalgas é possível a obtenção de bioprodutos como biopeptídeos, 

bioetanol, ácidos graxos essenciais, biopolímeros e biogás.   

Além disso, a possibilidade do uso de CO2 nos cultivos de microalgas juntamente 

com a favorável composição química e utilização otimizada das biomassas produzidas, torna a 

biorrefinaria microalgal uma alternativa bastante promissora, ambientalmente correta e 

autossustentável.  
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APÊNDICE 1 

Quadro 1 - Parâmetros cinéticos obtidos em cada ciclo de crescimento da microalga 

Spirulina sp. LEB 18, em ambos modos de condução de cultivo semicontínuo 
(continuação) 

Microalga/Ensaio TR (%) Ciclo de 
crescimento Px (g.L-1.d-1) μx (d-1) 

Spirulina sp. LEB 
18/Cortes na concentração 

celular de 1,6 g.L-1 

20 

1 0,110 0,099 
2 0,094 0,063 
3 0,100 0,054 
4 0,095 0,082 
5 0,104 0,082 
6 0,062 0,044 
7 0,061 0,022 
8 0,073 0,047 
9 0,059 0,051 
10 0,086 0,073 
11 0,050 0,099 

40 

1 0,120 0,113 
2 0,089 0,067 
3 0,104 0,074 
4 0,111 0,081 
5 0,094 0,073 
6 0,085 0,068 
7 0,061 0,090 
8 0,068 0,070 

Spirulina sp. LEB 18/ 
Cortes a cada 3 d 

20 

1 0,074 0,100 
2 0,056 0,054 
3 0,042 0,035 
4 0,037 0,045 
5 0,044 0,042 
6 0,093 0,090 
7 0,040 0,051 
8 0,122 0,120 
9 0,061 0,057 
10 0,074 0,069 
11 0,036 0,042 
12 0,078 0,081 
13 0,105 0,108 

TR: taxa de renovação de meio; Px: Produtividade de biomassa; µx,: velocidade especifica de 
crescimento.  
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Quadro 1- Parâmetros cinéticos obtidos em cada ciclo de crescimento da microalga Spirulina 

sp. LEB 18, em ambos modos de condução de cultivo semicontínuo 

(conclusão) 

Microalga/Ensaio TR (%) Ciclo de 
crescimento Px (g.L-1.d-1) μx (d-1) 

Spirulina sp. 
LEB 18/ Cortes a 

cada 3 d 
40 

1 0,080 0,079 
2 0,042 0,078 
3 0,053 0,068 
4 0,076 0,120 
5 0,062 0,114 
6 0,079 0,163 
7 0,042 0,075 
8 0,092 0,205 
9 0,055 0,133 
10 0,068 0,152 
11 0,043 0,106 
12 0,048 0,121 
13 0,053 0,136 

TR: taxa de renovação de meio; Px: Produtividade de biomassa; µx,: velocidade especifica de 
crescimento.  
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APÊNDICE 2 

Quadro 2 - Parâmetros cinéticos obtidos em cada ciclo de crescimento das microalgas 

Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111, quando cultivadas com 10% (v/v) CO2  

(continuação)  

Microalga/Ensaio TR (%) Ciclo de 
crescimento Px (g.L-1.d-1) μx (d-1) 

Spirulina sp. LEB 
18/10% (v/v) CO2 

20 

1 0,133 0,143 
2 0,164 0,109 
3 0,145 0,092 
4 0,063 0,043 
5 0,108 0,093 
6 0,115 0,131 
7 0,113 0,135 
8 0,025 - 
9 0,130 0,095 
10 0,083 0,055 
11 0,073 0,050 
12 0,111 0,073 
13 0,137 0,158 
14 0,125 0,084 
15 0,099 0,068 
16 0,087 0,094 
17 0,103 0,069 
18 0,075 0,054 

40 

1 0,120 0,109 
2 0,135 0,105 
3 0,094 0,062 
4 0,092 0,076 
5 0,114 0,095 
6 0,090 0,076 
7 0,121 0,122 
8 0,122 0,099 
9 0,081 0,084 

Chlorella fusca 
LEB 111/ 10% 

(v/v) CO2 
20 

1 0,082 0,070 
2 0,030 0,060 
3 0,051 0,054 
4 0,087 0,077 
5 0,088 0,058 
6 0,087 0,092 
7 0,036 0,052 
8 0,105 0,073 
9 0,039 0,020 
10 0,053 0,038 
11 0,038 0,038 
12 0,050 0,046 

TR: taxa de renovação de meio; Px: Produtividade de biomassa; µx,: velocidade especifica de crescimento.  
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Quadro 2 - Parâmetros cinéticos obtidos em cada ciclo de crescimento das microalgas 

Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111, quando cultivadas com 10% (v/v) CO2  

(conclusão) 

Microalga/Ensaio TR (%) Ciclo de 
crescimento Px (g.L-1.d-1) μx (d-1) 

Chlorella fusca 
LEB 111/ 10% 

(v/v) CO2 
40 

1 0,085 0,085 
2 0,102 0,063 
3 0,085 0,054 
4 0,056 0,048 
5 0,081 0,073 
6 0,094 0,078 
7 0,008 0,006 

Chlorella fusca 
LEB 111/ BG-11 

modificado 

20 

1 0,105 0,123 
2 0,031 0,050 
3 0,073 0,054 
4 0,051 0,040 
5 0,054 0,032 
6 0,040 0,060 
7 0,054 0,046 
8 0,086 0,090 
9 0,035 0,038 
10 0,068 0,045 

40 

1 0,085 0,085 
2 0,102 0,063 
3 0,085 0,054 
4 0,056 0,048 
5 0,081 0,073 
6 0,094 0,078 
7 0,008 0,006 

TR: taxa de renovação de meio; Px: Produtividade de biomassa; µx,: velocidade especifica de crescimento.  

 

 

 

 

 

 

 


