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RESUMO

As microalgas sdo organismos unicelulares aquaticos, de bastante interesse
biotecnolégico. Possuem altos teores de proteinas, lipideos e carboidratos se
comparados a outras fontes de alimentos, aléem de um alto teor de pigmentos,
importantes para a industria. Apresentam ainda grande potencial producdo de
biocombustiveis, em substituicdo aos combustiveis fésseis. O cultivo de microalgas
apresenta grande versatilidade, entretanto, requer o controle de diversos fatores
como intensidade luminosa, temperatura, pH e concentracdo de nutrientes no meio.
Neste estudo, foram avaliados o crescimento da microalga Scenedesmus sp. em
quatro diferentes meios de cultivo, em bancada e com aeracdo continua, por meio
da construcdo da curva de crescimento baseada nos parametros de densidades
celular e dptica. Observou-se que os meios WC e NPK (16:08:32) apresentaram
crescimento mais expressivo, tendo também a maior variacdo de pH dentre os meios
testados, em decorréncia do maior consumo de CO, devido a uma maior taxa de
atividade fotossintética. Os meios NPK (19:19:19) e NPK (12:43:12) ndao
apresentaram crescimento satisfatorio. O presente trabalho permitiu a compreensao
dos processos do cultivo de microalgas em bancada, e contribui para o
desenvolvimento de novas estratégias visando um melhor aproveitamento das
potencialidades das microalgas.

Palavras-chave: Microalgas, Cultivo, Biotecnologia.



ABSTRACT

Microalgae are aquatic unicellular organisms, which have attracted much
biotechnological interest. This organisms have high protein, lipids and carbohydrates
content if compared to other food sources, besides a high pigment content, which are
important to the industry. They also show much potential regarding biofuel
production, which are to replace fossil fuels. Microalgae cultivation show versatility,
but it requires the control of parameters like light intensity, temperature, pH and
nutrient concentration on medium. On this study, the growth of Scenedesmus sp.
was evaluated in four different culture media, on bench scale and continuous
aeration, through the construction of the growth curve, based on cellular and optical
density. It was observed that WC and NPK 16:08:32 showed better growth,
compared to the other media. WC and NPK 16:08:32 also showed the biggest pH
variation between the tested media due to its higher CO,, which happens due to
higher photosynthetic activity rates. NPK (19:19:19) and NPK (12:43:12) didn't show
satisfatory growth. This study allowed the comprehension of the processes related to
the bench scale cultivation of this microalgae, and also contributes to new strategies

development in order to achieve a better exploration of microalgae potential.

Key words: Microalgae, Cultivation, Biotechnology.
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1 INTRODUCAO

A industrializacdo e o uso descontrolado dos recursos naturais tém
levantado sérias preocupacdes sobre meio ambiente terrestre. Estas atividades vém
contribuindo com o drastico aumento da concentragdo de CO, na atmosfera,
tornando urgente a necessidade de se neutralizar os efeitos deste composto no ar.
O aumento populacional e as mudancas no estilo de vida das pessoas torna a
reducdo do consumo de energia uma opgao praticamente inviavel.

Por isso, diversas outras alternativas para obtencdo de energia vém
sendo estudadas. Neste contexto, as microalgas surgem como uma alternativa para
a producdo de biocombustiveis, sobretudo devido a sua alta capacidade
fotossintética e ao seu rapido crescimento. Além disso, as microalgas constituem
importantes fontes de proteinas e carboidratos, além de pigmentos, como o
caroteno, de alto valor agregado para a inddstria.

Apesar dos cultivos de microalgas apresentarem uma grande
versatilidade, existem ainda importantes gargalos a serem solucionados para uma
melhor producdo de biomassa, e consequentemente, melhor aproveitamento das
suas vantagens. Os custos de producéo de biomassa algal ainda séo considerados
elevados, e as metodologias de extracdo de 6leos usuais atualmente também séo
dispendiosas e demoradas.

Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar o crescimento da
microalga Scenedesmus sp. em diferentes meios de cultivon nomeadamente 0s
meios WC, NPK (16:08:32), NPK (19:19:19) e NPK (12:43:12), identificando as
diferentes fases do crescimento.

Para a otimizacdo do cultivo de microalgas € necessario, portanto,
conhecer as todas etapas do seu crescimento, e os fatores que afetam seu

crescimento.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Algas

Alga é um termo utilizado para denominar um grupo de organismos
heterogéneos, com enorme variedade morfoldgica, fisiolégica e reprodutiva. Estao
presentes em ambientes de 4gua doce, tais como lagos e rios, onde existem como
microorganismos, sendo visiveis apenas com o auxilio de um microscoépio éptico.

Constitui um grupo de organismos simples, sem diferenciacdo em raizes,
caules e folhas. Em termos de fisiologia, sdo fundamentalmente autotroficos e
sintéticos. Algumas algas tornaram-se, posteriormente, heterotroficas.

O Termo Algae ndo apresenta significado taxonémico, mas € utilizado
mundialmente para designar os diversos filos que se encaixam na descricdo acima,

podendo ser organismos tanto procariontes, como eucariontes. (LOURENCO, 2006)

2.1.1 Microalgas

As microalgas s&o organismos unicelulares, de estrutura celular
procaribtica, tais como os representantes das divisdes Cyanophyta (cianobactérias)
e Prochlorophyta, ou eucariética, como os representantes das Divisbes Chlorophyta,
Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta (Prymnesiophyta), Heterokontophyta
(Bacillariophyceae, Chrysophyceae, Xantophyceae etc.), Cryptophyta e Dinophyta.
(HOEK et al., 1995) divididos em diferentes grupos com base em sua taxonomia,
incluindo azul-verde, verde, verde-amarelo, vermelho, marrom e algas douradas.

Elas existem tanto na forma de células individuais como também podem
agrupar-se em cadeias de células. As varias espécies de microalgas apresentam
diferencas estruturais e morfolégicas entre si. Entretanto, séo fisiologicamente
similares e apresentam um metabolismo analogo aquele das plantas (ABALDE et al.,
1995).

As diversas espécies de microalgas podem viver em ambientes de agua
doce, agua salgada ou em aguas residuais. Elas também podem ser classificadas
com base no fornecimento de carbono. As microalgas que usam carbono inorganico
como o CO, sao denominadas autotroéficas, sendo capazes de realizar a fotossintese

usando a luz como fonte de energia. Ja as microalgas heterotréficas utilizam
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carbono organico (GIDDEY et.al., 2012; HO et. al., 2012). As espécies que utilizam
ambas as fontes de carbono, organicos e inorganicos, sdo chamadas mixotréficas
(OGAWA et.al., 1981).

2.1.1.1 AplicacGes Biotecnologicas das Microalgas

As microalgas tém sido amplamente utilizadas na aquicultura, sendo
importantes fontes de alimentacdo de algumas espécies de peixes, moluscos,
crustaceos e de diversos outros organismos que possuem notavel interesse
econdmico.

Elas sdo capazes de aumentar o valor nutritivo de alimentos
convencionais, influenciando de maneira positiva a saude de seres humanos e
animais. O teor de lipideos, proteinas e carboidratos merecem destaques,
principalmente quando comparados a alimentos usualmente consumidos. A Tabela 1
apresenta uma comparacao entre as composicoes gerais de fontes alimentares para
humanos com diferentes espécies de algas. Os teores de proteinas e carboidratos
chegam a aproximadamente 60% em algumas espécies de microalgas, o de lipideos
a 22% (BECKER, 1994).

Tabela 1 — Composicao geral entre fontes usuais de alimentagcdo humana e algas
(% biomassa seca)

Fontes de alimentos/Microalgas | Proteinas Carboidratos Lipideos
Fermento bioldgico 39 38 1
Carne 43 1 34
Leite 26 38 28
Arroz 8 77 2
Soja 37 30 20
Anabaena cilyndrica 43-56 25-30 4-7
Chlamydomonas reinhardii 48 17 21
Chlorela vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliela salina 57 32 6
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7
Synechococcus sp. 63 15 11

Fonte: Adaptado de BECKER (1994).
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a. Proteinas

Segundo Becker (1994), algumas espécies de microalgas apresentam
teor de proteinas de até 71%, e teor de lipideos de até 22% de biomassa seca.O
elevado teor de proteinas de varias espécies de microalgas € uma das principais
razBes para considera-las como uma fonte ndo convencional de proteina (CORNET,
1998; SOLETTO et al. 2005). Ao passo que as células sdo capazes de sintetizar
todos os aminoéacidos, podem fornecer 0os que sao essenciais para 0S seres
humanos e os animais (GUIL GERRERO et al. 2004).

b. Lipideos

As microalgas possuem alta capacidade de acumulo de lipideos sob
condi¢gbes especificas, como em meios com alto teor de carbono e nitrogénio, e
também sob condicfes de estresse. Os lipideos obtidos a partir das microalgas séo
classificados em dois tipos, de acordo com seus respectivos niumeros de carbono:
acidos graxos contendo entre 14 e 20 carbonos, que sao utilizados para a producao
de biodiesel, e acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) com mais de 20 carbonos,
utilizado como suplementos alimentares. Dois parametros sdo geralmente
considerados para a avaliacdo da acumulacdo de lipidos para a producdo de
biocombustiveis: um é o teor de lipidos (porcentagem de lipideo por peso seco da
biomassa), e a outra € a produtividade de lipideos (quantidade de lipideo produzido
por litro de volume de trabalho por dia). Tanto a velocidade de produgcdo quanto o
teor de lipideos da biomassa devem ser examinados em simultaneo para garantir
uma producdo de lipideos de microalgas mais eficiente (VOLKMAN et al., 1989;
ZHUKOVA & AIZDAICHER, 1995; ROBLES MEDINA et al., 1998)

Em contraste, os acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) com mais de 20
atomos de carbono sdo compostos de alto valor agregado para a producdo de
alimentos funcionais, pois sdo nutrientes essenciais que nao podem ser sintetizados
pelos organismos eucariotos superiores. Dentre todos os PUFAs microalgais
disponiveis comercialmente, o acido eicosapentaenoico (EPA, 20: 5, w-3) e acido
docosahexaenoico (DHA, 22: 6, w-3) possuem altos niveis de bioatividade e

portanto, sdo de particular interesse. Estudos tém demonstrado que as microalgas
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podem conter grandes quantidades de EPA e de DHA de alta qualidade e portanto,
sdo considerados uma excelente fonte destes compostos de elevado valor
(VAZHAPPILLY;CHEN, 1998; SPOLAORE et al., 2006).

Diversos cultivos de microalgas tém sido feitos visando a obtencédo de
compostos nutracéuticos, tais como 0s acidos graxos poliinsaturados (&cido
araquidonico - ARA, é&cido eicosapentaendico — EPA e 4cido docosahexaendico —
DHA, por exemplo) e pigmentos carotenoides (astaxantina, betacaroteno, luteina,
cantaxantina etc.), que apresentam propriedades terapéuticas (GILL; VALIVETY,
1997; TRIPATHI et al., 1999). Atualmente, produtos derivados de algas sao
comercializados como alimentos naturais ou suplementos alimentares, estando
disponiveis formulacbes em pd, em tabletes, em capsulas ou em extratos. Sao
também incorporados em produtos da industria alimenticia no geral, tanto como
suplemento nutricional quanto como corantes naturais (BECKER, 2004; PULZ;
GROSS, 2004).

c. Carboidratos

As algas tém elevada taxa de acumulo de carboidratos, podendo chegar a
50% do seu peso seco. (HO et al., 2012). De maneira geral, os carboidratos contidos
nas microalgas sdo compostos principalmente de amido, celulose,
glicose/hemiceluloses e diversos tipos de polissacarideos. Destes, amido e glicose
de microalgas s&o convencionalmente utilizados para a produgcdo de
biocombustiveis, especialmente o bioetanol (JOHN, 2011) e hidrogénio.
(CHOCHOIS et al., 2009).

Ja os polissacarideos desempenham func¢des importantes como as de
armazenamento e também atuam como moléculas de protecdo e estruturais.
Recentemente, polissacarideos de microalgas tém chamado a atencdo pelo
potencial para serem utilizados como novos materiais bioativos, devido as suas
estruturas e funcdes bioldgicas distintas.Estes polissacarideos constituem, portanto,
uma classe de compostos de alto valor agregado, com muitas possibilidades de
aplicagbes em industria de alimentos, cosméticos, produtos téxteis, estabilizantes,
emulsificantes, lubrificantes, agentes espessantes e drogas clinicas (ARAD; LEVY-
ONTMAN, 2010).
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Embora o mecanismo farmacéutico dos polissacarideos de algas ainda
seja alvo de pesquisas, os mecanismos basicos de seus efeitos terapéuticos sao
baseados na estimulacdo de macrofagos e na sua modulacéo. Por via de regra, a
atividade bioldgica de polissacarideos sulfatados muda com a sua composicao de
acucar e grau de sulfatacdo. Polissacarideos sulfatados de algas tém exibido uma
vasta gama de atividades farmacoldgicas, incluindo a atuacdo como antioxidantes,
antitumorais, anticoagulantes, antiinflamatorios, antivirais e agentes

imunomoduladores (KIM et al., 2012).

d. Pigmentos

Os trés principais grupos de pigmentos encontrados na biomassa de
microalgas sdo as clorofilas, os carotendides e as ficobilinas (ficobiliproteinas)
(ABALDE et al., 1995). E possivel, por meio da inducdo de algum tipo de estresse,
por exemplo, incrementar a producdo de alguns desses trés tipos de pigmentos
(BOROWITZKA, 1993).

Os carotendides atuam como fotoprotetores e como pigmentos
fotossintéticos secundérios. Cada espécie de microalga pode conter entre 5 e 10
tipos de um universo de aproximadamente 60 diferentes carotendides presentes nas
células de microalgas. Diversas espécies podem acumular grande concentracdo de
betacaroteno, astaxantina ou cantaxantina, os quais tém uma ampla aplicagdo como
corantes naturais e como antioxidantes combatendo a formacao de radicais livres e
consequentemente, prevenir doencas degenerativas, combatendo a formacao de
radicais livres e funcionando como agentes antitumorais e estimulantes do sistema
imunoldgico. (OROSA et al.,1997; BAKER; GUNTER, 2004; PULZ; GROSS, 2004),

Os corantes naturais obtidos as partir das microalgas sédo mais resistentes
a presenca de acido ascoérbico, ao calor, aos processos de congelamento e
apresentam eficiéncia mesmo quando aplicados nos alimentos em pequenas
quantidades (SKULBERG, 2004). A rigida regulamentacdo para a aplicagdo de
corantes sintéticos, na industria de alimentos, estimula pesquisas visando o
desenvolvimento produtivo e ao uso de carotendides microalgais como aditivo
alimentar (CAMPO et al., 2000).
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e. Biodiesel

A alta eficiéncia fotossintética faz das microalgas excelentes fontes para a
producdo de biodiesel. Através da fotossintese, as plantas usam o CO, como fonte
de carbono e o converte em carboidratos. Estes carboidratos podem, por sua vez,
serem convertidos em biocombustiveis, por meio de processos quimicos ou
bioquimicos. Esse alto rendimento fotossintético faz com que o cultivo de microalgas
seja menos competitivo com a producdo de alimentos, requerendo menos terra para
o cultivo como se observa na Tabela 2, além de apresentar um melhor controle das
emissOes de gases terrestres, fazendo das microalgas uma excelente alternativa

frente a fontes de biodiesel que requerem mais areas de terra (CHISTI, 2007).

Tabela 2 — Comparacao entre rendimento de 6leo e demanda de terra para cultivo
de algumas fontes de biodiesel

Rendimento do Area de terra
Cultura 6leo (L/ha) requerida (M /ha)
para o cultivo®
Milho 172 1540
Soja 446 594
Canola 1190 223
Jatropha 1892 140
Coco 2689 99
Oleo de palma 5950 45
Microalga® 136,900 2
Microalga® 58,700 45

 para atender a 50% de todas as necessidades de combustivel de transporte dos Estados Unidos
® 70% de 6leo na biomassa

¢ 30% de 6leo na biomassa

Fonte: Adaptado de CHISTI (2007).

Além disso, as microalgas requerem menos agua e nutrientes em
comparacao com as culturas terrestres e podem crescer tanto em aguas residuais
domeésticas como industrial, utilizando nitrogénio e fosforo como fontes de nutrientes.
Em termos de rendimento de 6leo, apresentam produtividade vinte vezes maior do
gue plantas oleaginosas. Elas podem crescer rapidamente e o seu tempo de
duplicacao varia entre 3,5 horas durante o periodo de crescimento exponencial a 24
horas, resultando em elevada producdo de biomassa em curto espaco de tempo.
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O teor de 6leo contido nas microalgas pode ser superior a 80% em peso
de biomassa seca. Niveis de Oleo entre 20% e 50% sdo bastante comuns em
diversas espécies de microalgas, conforme se observa na Tabela 3. A taxa de
produtividade de 0leo, que é a massa de 6leo produzida por unidade de volume do
caldo de cultura de microalgas, por dia, depende da taxa de crescimento de algas, e
o teor de Oleo da biomassa (SPOLAORE et al., 2006).

Tabela 3 — Teor de 6leos de algumas microalgas

Microalga Teor de 6leo (% peso seco)
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Cylindrontheca sp. 16-37
Crypthecodinium cohnii 20
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Monallanthus salina >20
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45-47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium sp. 50-77
Tetraselmis sueica 15-23

Fonte: Adaptado de Lourenco (2006).

Diante disso, ressalta-se que os biocombustiveis a base de microalgas
tém sido reconhecidos como a terceira geracdo de energia de biomassa e a Unica
fonte renovavel atual de dleo que pode de fato, atender a demanda global por

combustiveis para transporte.

2.1.1.2 Cultivo de Microalgas

Alguns aspectos devem ser levados em consideracdo no que diz respeito
ao cultivo de microalgas. A correta interacdo entre intensidade luminosa,
temperatura, agitagcdo e concentragdo de nutrientes pode contribuir para a
otimizagdo do cultivo, pois o crescimento de microalgas deriva de diversas reacdes

bioguimicas e biolégicas (DUARTE, 2001). O pH do meio também é importante no
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processo de cultivo, variando de neutro a alcalino para a maioria das espécies de
microalgas (MIAO; WU, 2004; RAVEN, 1990).

Um fator limitante quando se trata de meio de cultura sintético € o alto
custo dos nutrientes. No caso de cultivos em meios alternativos (residuos industriais
ou agricolas), os fatores condicionantes para a producdo de biomassa séo luz,
temperatura e agitagdo da cultura e merecem ser controlados de acordo com a
espécie cultivada (DUARTE, 2001). A luz é fundamental para o crescimento das
microalgas, pois atua como a principal fonte de energia no processo de producao de
biomassa (LACAZ-RUIZ, 1996). A luminosidade induz a atividade enzimética,
influenciando a sintese de proteina (RUYTERS, 1984; UMINO; SATOH; SHIRAIWA,
1991). Entretanto, luminosidade em excesso pode ser letal para as células devido a
formacdo de peroxido de hidrogénio, que é toxico para as microalgas na presenca
de oxigénio. Tal reacdo é denominada foto-oxidagcdo ou morte foto-oxidativa
(HIRAYAMA; UEDA; SUGATA, 1996).

Quanto aos métodos de cultivos de microalgas, eles podem ser realizados
em sistemas abertos, tais como lagos, tanques ou piscinas, ou ainda em sistemas
fechados como fotobiorreatores. Um fotobiorreator € um reator em que organismos
fotossintetizantes sdo cultivados ou utilizados para realizar uma reacdo biologica.
Propiciam um maior controle das condi¢bes, além de necessitarem de menos
espaco que os sistemas abertos e serem mais eficientes (MATA; MARTINS;
CAETANO, 2010).

2.1.1.3. Necessidades Nutricionais

Os ambientes aquéaticos sdo ricos em diversos nutrientes, mas apesar de
haverem diversos elementos quimicos dissolvidos nas aguas de mares e rios, a
distribuicdo dos mesmos ndo ocorre de maneira homogénea. Assim, enquanto
muitos componentes estdo presentes de maneira abundante, outros apresentam
baixa disponibilidade. A utilizagdo de meios de cultivo pode contornar esse
problema, uma vez que a concentracdo de nutrientes pode ser controlada. A Tabela
4 apresenta os principais macronutrientes que devem estar dissolvidos nos meios de
cultivos de microalgas (LOURENCO, 2006).
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Tabela 4 — Macronutrientes e suas respectivas funcdes bioldgicas

Componente Funcéao bioldgica
Carbono Componente estrutural das macromoléculas
Nitrogénio Componente estrutural das macromoléculas
Fosforo Realizagcdo de processos de troca energética (ATP)
Potéssio Regulacdo osmotica
Magnésio Constituinte da molécula de clorofila
Enxofre Estruturacéo de proteinas, como cisteinas e metioninas
Ferro Participacéo na via de biossintese da clorofila

Fonte: Adaptado de Lourengo (2006).

2.1.1.4 Scenedesmus sp.

A microalga Scenedesmus sp. (Figura 1) é a mais comum e cosmopolita
dentre as algas verdes (Chlorophytas). Costumam formar colénias com 4, 8 ou até
16 células. E uma microalga bastante presente nos plancton de agua doce. Sua
reproducdo ocorre por esporulamento, através de esporos sem mobilidade
(autésporo) (BICUDO; MENEZES, 2005).

Figura 1 — A microalga Scenedesmus sp. vista em
microscépio optico. (400x)

) y
. L ¢
o Vi ¢

Fonte: Autor

S&o muito ricas em 0Oleo, com algumas espécies podendo chegar a 55%
de teor de lipideos em sua composi¢cao. Apresentam elevadas taxas de duplicacao,
sendo por isso 6timas candidatas a producéao de biocombustiveis (AMARO; GUEDE;
MALCATA, 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Realizar cultivos de uma espécie de microalga do género Scenedesmus
sp. em meios diversos, determinando as respectivas curvas de crescimento de modo

a conhecer as etapas (fases) do seu crescimento, comparando-as entre si.

3.1 Objetivos Especificos

e Avaliar o crescimento da microalga Scenedesmus sp. em meios de cultura
diferentes: WC, NPK (16:08:32), NPK (19:19:19) E NPK (12:43:21) em
sistema de bancada por meio da curva de crescimento;

e Determinar as fases de crescimento de Scenedesmus sp. pelos parametros
de densidade celular e densidade Optica;

e Realizar acompanhamento da variacdo de pH nas etapas da curva de
crescimento dos diferentes meios;

e Analisar as respectivas curvas de crescimento com base nos parametros de
densidade celular e densidade Optica, correlacionando com a reta de

regressao, no intuito de determinar um meio de cultivo mais eficiente.
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4 MATERIAIS E METODOS

Primeiramente, foi realizada a preparacdo do laboratorio e do local de
cultivo, além da desinfeccdo dos esquipamentos a serem utilizados. Os
experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Desenvolvimento de Produtos e
Processos, no Parque de desenvolvimento Tecnolégico (PADETEC) da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

Foram preparados o0s meios de culturaz WC e NPK
(Nitrogen:Phosphorus:Potassium) nas propor¢des massicas de 16:08:32, 19:19:19 e
12:43:12, cuja composi¢des estdo resumidas na Tabela 5. Os meios tiveram seus
respectivos pHs corrigidos para 7,0, ideal para o crescimento da microalga em

estudo. Os meios foram entdo desinfectados em autoclave a 121°C por 15 minutos.

Tabela 5 — Composicéo dos meios de cultura utilizados

Meio Reagentes Quantidade/L
wcC
CaCl, . 2H,0 1 mL
MgSO, . 7TH,0O 1mL
Na,HCO3 1mL
K;HPO, . 3H,0 1mL
NaNO; 1 mL
NaSiO3 1 mL
Solucéo de metais traco 1mL
Solucéo de 1mL
micronutrientes
Solugéo de vitaminas 1mL
NPK (16:08:32)
(NH3)2CO 16 g
Superfosfato simples 8¢
KzSO4 32 g
NPK (19:19:19)
(NH3)2CO 19 ¢
Superfosfato simples 199
KzSO4 19 g
NPK (12:43:12)
(NH3)2CO 12 g
Superfosfato simples 43 ¢
KzSO4 12 g

Fonte: Adaptado de OSHE (2009).
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As cepas utilizadas foram obtidas apartir do estoque do proprio
Laboratorio onde se deu o experimento. Para a inoculacéo, foi feita a contagem do
sistema-mae, e coletado um volume com concentracdo de 2,5 x 10° células/mm,

segundo Lourenco (2006):

CiV1=CyV;
onde:
C1 = concentragao do cultivo-mae.
V1 = volume a ser inoculado.
C, = concentragao pretendida

V, = Quantidade de meio pretendida.

O experimento foi realizado sob temperatura controlada de 25°C, com
fotoperiodo de 12 horas claro/12 horas escuro, garantido por lampadas
fluorescentes de 40W, totalizando uma iluminancia de 7000 lux (Figura 2). Os
cultivos foram realizados em erlenmeyers de 600 mL, em triplicata, com
fornecimento continuo de oxigénio (aerado). O experimento foi realizado de agosto a

novembro de 2014.

Figura 2 — Visao geral das condicfes de cultivo.

Fonte: Autor
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A avaliacdo do crescimento microalgal se deu pela construcdo da curva
de crescimento baseando-se na avaliagdo da densidade celular, e também pelo
monitoramento da densidade Optica. Para isso, aliquotas de 30 mL foram retiradas
diariamente, numa mesma faixa de horéario. Dessa aliquota, 3 mL foram retiradas e
submetidas a leituras das respectivas absorbancias em espectrofotdmetro
(SPECTRONIC®20 GENESYS) em comprimento de onda de 540 nandmetrospor ser
um comprimento de onda n&o absorvido pelas clorofilas a e b, presentes nas células
(MIRANDA, 2011, SANTOS, 2013).

A densidade celular foi determinada por contagem direta em microscépio
optico (OPTON TIM-108) utilizando uma camara de Neubauer, que consiste numa
espessa lamina de vidro para miscrocopia. Sua parte central € composta por
compartimentos divididos em 9 quadrados de contagem, de 1 mm? de &rea
cada.Uma pequena aliquota da cultura foi colocada entre a laminula e camara de
Neubauer, com cuidado para ndo haver transbordamento da amostra nos sulcos
existentes. A camara foi colocada no microscépio, em aumento de 400X. A
contagem foi realizada dos 4 quadrantes das pontas, e no quadrante
central,conforme metodologia descrita por Lourenco (2006).

A partir dos dados de densidade celular obtidos, foram investigados
outros parametros, tais como taxa de crescimento, niumero de divisdes por dia e
tempo de duplicacdo, segundo Lourenco (2006).

A taxa de crescimento € dada por r, e € definido pela férmula:

r = In(N¢/No)/At
onde:
r = taxa de crescimento;
Nt = nimero de células no final do intervalo de tempo;
NO = numero de células no inicio do intervalo de tempo;

At = intervalo de tempo (dias);

A taxa de crescimento pode ser convertida em numero de divisdes
binarias por dia, sendo representado por k e determinado pela formula, segundo
Lourenco (2006):

k =r/0,6931
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7

Para um melhor monitoramento do crescimento da cultura, também é
importante estimar o tempo necessario para que a populacdo de microalgas
dupligue a sua densidade, através do calculo de T, (tempo de duplicacdo) que se da

por meio da formula, segundo Lourenco (2006):
T,=0,6931/r
Foi realizada ainda uma analise estatistica dos dados de densidades

Opticas e celulares, por meio da correlagdo entre as variaveis obtidas, através da

construcdo de uma reta de regressao linear.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Crescimento da microalga Scenedesmus sp. em meio WCcom aeracgéao

Foi construida a curva de crescimento da microalga Scenedesmus em
meio WC, utilizando dados de densidade celular, a partir de contagens no
microscopio optico (Figura 3) e densidade Optica, obtidos a partir da medida da
absorbancias em espectrofotometro a 540 nm (Figura 4).

A maior densidade celular foi exibida pela cultura por no 15° dia
(Densidade méxima celular, DMC), quando registrou 185,8 x 10° células por mililitros
de meio. Apos uma fase de inducédo do cultivo (LAG), que dura um dia, observa-se
também um rapido crescimento entre o segundo e o sétimo dia, de 15,3 x 10° para
132,7 x 10° cel/mL, caracterizando a fase de crescimento exponencial da alga. Em
seguida, observa-se a fase de crescimento estacionario. Nao foi possivel observar a
fase de declinio e morte das microalgas antes do encerramento do cultivo, em
decorréncia do tempo destinado para tal, e do esgotamento do proprio meio de

cultura.

Figura 3 — Curva de crescimento de cultivo de
Scenedesmus sp. em meio WC aerado a partir da
densidade celular
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Fonte: O autor



Figura 4

Curva de crescimento de cultivo de

Scenedesmus sp. em meio WC aerado a partir da
densidade optica
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Fonte: O autor
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Conforme a equacado da reta de regressdo entre as densidades Opticas

das culturas e as densidades celulares de Scenedesmus sp. (Figura 5), houve um

grau de correlacdo positiva entre as duas variaveis estudadas no cultivo em meio

WC, pois a regressdo estava em torno de 0,9868, valor préximo de 1. Isso

demonstra que o experimento ocorreu em condi¢cdes controladas.

Figura 5 — Reta de regressdo entre a densidade 6ptica a
densidade celular da microalga Scenedesmus sp. em

meio WC.
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Fonte: O autor
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Os dados de densidade celular obtidos permitiram que a analise de outros

parametros de crescimento, resumidos na tabela 6.

Tabela 6 — Parametros de crescimento calculados com base nas medidas de
densidade celular da microalga Scenedesmus sp. cultivadas em meio WC, e nas
equacdes 1 a 3.

| 12 | 24 | 47 ] 78 | 89 |910] 10- | 11- | 14 | 15
Dias 11 | 14 | 15 | 16
No/Ns 1,66 | 3,86 | 2,25 | 1,03 | 1,06 | 1,08 | 1,02 | 1,14 | 1,03 | 1
In Na/Ns 0,51|1,35|0,81| 0,03 | 0,06 | 0,08 |0,02|0,13|003| 0
og(N/Ny) | 0:73| 1,94 | 1,17 | 0,04 | 0,09 | 0,12| 0,03 | 0,18 [ 0,04 | ©
At (dias) 1 13| 1] 1] 1] 1|3 |11
: 0,51 | 1,35 | 0,27 | 0,03 | 0,06 | 0,08 | 0,02 | 0,04 | 0,03| 0

" 0,73 | 1,94 | 0,39 | 0,04 | 0,00 | 0,12 | 0,03 | 0,06 | 0,04 | 0

- 1,36 | 0,51 | 2,57 |23,15|11,58 8,68 |34,73|17,36(23,15| 0

r — taxa de crescimento; k — nimero de divisdes por dia; T, — tempo de duplicacdo da populagéo
Fonte: Autor.

Até o sétimo dia, a cultura apresenta taxas de crescimento elevadas, bem
como altos valores de divisdes por dia. A partir do sétimo dia, esses valores tornam-
se mais baixos, ao passo em que se observa um aumento no tempo necessario para
gue haja a duplicacédo da populagéo, que atinge seu maximo valor nos intervalos 8 e
9,el4el5.

5.2 Crescimento da microalga Scenedesmus sp. em meio definido NPK

(16.08.32)com aeracéao

Foi construida também a curva de crescimento da microalga
Scenedesmus sp. em meio NPK nas concentracfes massais (16:08:32), utilizando
dados de densidade Optica (Figura 6) e de densidade celular (Figura 7).

Nota-se nos dois primeiros dias a fase de inducdo do crescimento, e apos
isso, a fase de crescimento exponencial é observada. A densidade celular maxima é
alcancada no Ultimo dia de cultivo, quando atinge o valor de 281,72 x 10° células por
mililitro. Foi possivel observar neste dia a excessiva deposicdo de material da

microalga nas paredes internas do erlenmeyer, resultantes do processo de
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autofloculacdo da mesma (Figura 8). Os valores de absorbancia a partir do décimo
dia de cultivo tornam-se muito instaveis, em decorréncia das particulas da microalga
em suspensao, que interferem na leitura. A deposicdo de biomassa acaba por
prejudicar o crescimento das microalgas, pois 0 que resulta na reducdo da
quantidade de luz que penetra no cultivo, acarretando assim prejuizos as células em
crescimento. (CORREA, 2013)

Figura 6 — Curva de crescimento de cultivo de
Scenedesmus sp. em meio NPK definido (16:08:32)
aerado a partir da densidade celular
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Fonte: Autor

Figura 7 — Curva de crescimento de cultivo de
Scenedesmus sp. em meio NPK definido (16:08:32)
aerado a partir da densidade éptica
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Figura 8 — Sedimentacédo de biomassa de Scenedesmus
sp. nas paredes internas do erlenmeyer, em decorréncia
do processo de autofloculacéo

Fonte: Autor

A equacao da reta de regressédo entre as densidades Opticas das culturas
e as densidades celulares de Scenedesmus sp.(Figura 9) neste cultivo mostra que
houve um grau de correlacédo entre as duas variaveis estudadas, pois a regressao

estava em torno de 0,9478.

Figura 9 — Reta de regressao entre a densidade o6ptica a
densidade celular da microalga Scenedesmus sp. em
meio NPK (16:08:32).
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Fonte: Autor

Na Tabela 7 encontram-se resumidos os dados de outros parametros
avaliados. As maiores taxas de crescimento (r) ocorrem nos primeiros 2 intervalos.
Apés isso, as taxas permanecem em valores mais ou menos estaveis, fato também
observado por Baumgartner (2014) em seu trabalho utilizando meio NPK (20:5:10).
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As divisGes binérias também diminuem apos o terceiro dia, enquanto se observa um

aumento do tempo necessario para a duplicagdo da populacao.

Tabela 7 — Parametros de crescimento calculados com base nas medidas de
densidade celular da microalga Scenedesmus sp. cultivadas em meio definido
NPK (16:08:32), e nas equacdes 1 a 3.

Dias 1-2 | 2-3 | 34 | 4-7 7-8 | 89 | 9-10 | 10-11 | 11-14 | 14 -15

Na/N; 701302111151 0,9 |1,13| 1,02 | 1,05 | 1,09 1,29
195(1,110,21|0,41| -0,04 |0,22| 0,02 | 0,05 | 0,09 0,25

In N2/N1
l0ga(N/Ny) | 281 | 1,59 | 0,15 | 0,59 | -0,06 | 0,18 | 0,03 | 0,07 | 0,12 | 037

Aias) | | 1| L[ 3 1 | 1] 1 1 3 1
R 1,95|1,11 | 0,11 | 0,14 | -0,04 | 0,12 | 0,02 | 0,05 | 0,03 | 0,25
K 2,81| 1,6 |0,16| 02 | -0,06 | 0,18 | 0,03 | 0,07 | 0,04 | 0,37

T, 0,35|0,62 | 6,3 | 4,95 |-17,32|5,77 | 34,73 | 13,86 | 23,1 | 2,77

r — taxa de crescimento; k — nimero de divisdes por dia; T, — tempo de duplicacéo da populagao

Fonte: Autor

5.3 Crescimento da microalga Scenedesmus sp. em meio definido NPK

(19:19:19)com aeracéao

As Figurasl0 e 11 mostram, respectivamente, a variacdo da densidade
celular e da densidade 6ptica em funcdo do tempo (dias).

Observa-se que o pico de crescimento (5° dia) desta cultura foi bem
inferior ao registrado nas curvas do meio WC e NPK (16:08:32). Isso indica baixa
adaptacao ao referido meio. A partir do segundo dia nota-se uma queda acentuada
da quantidade de células.

Nota-se também que o pico de densidade celular, no segundo dia, ndo
corresponde ao pico de absorbancia, que ocorre terceiro dia. Isso deve-se ao
processo de autofloculagcdo da alga, que ocorreu precocemente nesse cultivo, e
interferiu na leitura do terceiro dia.O grafico de regressao linear para este cultivo
(Figura 12) também demonstra isso, um vez que o valor de regressao ficou apenas

em 0,2572, muito baixo comparado aos cultivos anteriores.



Figura 10 — Curva de crescimento de cultivo de
Scenedesmus sp. em meio NPK definido (19:19:19)
aerado a partir da densidade celular
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Figura 11 - Curva de crescimento de cultivo de
Scenedesmus sp. em meio NPK definido (19:19:19)
aerado a partir da densidade 6ptica
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Figura 12 — Reta de regresséao entre a densidade Optica a
densidade celular da microalga Scenedesmus sp. em
meio NPK (19:19:19).
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Uma explicacdo para isso € a floculacdo precoce neste cultivo, que tem

inicio j& a partir de 3° dia, prejudicando a leitura precisa das absorbancias.

Na Tabela 8, sdo avaliados outros parametros desse cultivo. A taxa de

crescimento sé é considerada significativa no primeiro intervalo. A partir de entao,

verifica-se valores negativos, indicando a auséncia de multiplicacéo.

Tabela 8

NPK (19:19:19), e nas equagbes 1 a 3.

— Parametros de crescimento calculados com base nas medidas de
densidade celular da microalga Scenedesmus sp. cultivadas em meio definido

Dias | 1-2| 23] 36 ] 67| 7-8] 89 [9-10] 10-13] 13-14 |14-16
NN, | 544082062 089(083[093[087 | 1,22 | 0,98 | 07
InNy/N, | 169 | -0.2 |-0,47|-0,11|-0,18|-0,07|-0,13| 02 | -0,02 |-0,36

loga(No/Ny) | 244 |-0,29|-0,69-0,17|-0,27| -0,1 | -02 | 0,29 | -0,03 |-0,51

Atdias) | L | L | 3|3 | 1| 1] 1] 3 1 | 2

R 1,69 | -0,2 |-0,15|-0,11|-0,18 |-0,07 |-0,13| 0,07 | -0,02 |-0,18
K 2,43 |-0,29|-0,23(-0,16|-0,27| -0,1 |-0,19| 0,1 | -0,03 |-0,25
T, |041|-346|-462| -63 |-385|-99 |-533| 9,9 |-34,65|-3,85

r — taxa de crescimento; k — nimero de divisdes por dia; T, — tempo de duplicacdo da populagdo

Fonte: Autor
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5.4 Crescimento da microalga Scenedesmus sp. em meio definido NPK
(12:43:12)com aeracao

Por fim, observa-se nas Figuras 13 e 14a curva de crescimento da
microalga Scenedesmus sp., cultivada em meio NPK nas concentracdes massais
(12:43:12), utilizando dados de densidade celular e densidade Optica,
respectivamente, em sistema de bancada.

E possivel observar as fases de inducéo doc rescimento, entre o primeiro
e 0 segundo dia (Figuaras 13 e 14). A partir de entdo, observa-se um r4pido
crescimento até o quinto dia. A partir de entdo a cultura entra em declinio. Tanto o
pico de absorbancia quanto o pico de densidade celular ocorrem no quinto dia de
cultivo. A partir de entdo, a curva entra em declinio, até estabilizar-se em valores
bem abaixo do pico.

Em relacdo a equacédo da reta de regressao entre as densidades épticas
das culturas e as densidades celulares de Scenedesmus sp.(Figura 15), houve um
grau de correlacdo entre os dois parametros avaliados, uma vez que a regressao
estava em torno de 0,9094, embora mais baixos que os cultivos em meios WC e
NPK (16:08:32).

Figura 13 — Curva de crescimento de cultivo de
Scenedesmus sp. em meio NPK definido (12:43:12)
aerado a partir da densidade celular
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Fonte: Autor
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Figura 14 — Curva de crescimento de cultivo de
Scenedesmus sp. em meio NPK definido (12:43:12)
aerado a partir da densidade 6ptica
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Fonte: Autor

Figura 15 — Reta de regressao entre a densidade Optica a
densidade celular da microalga Scenedesmus sp. em
meio NPK (12:43:12).
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Fonte: Autor

Na Tabela 9, estdo outros parametros desse crescimento. Nos quatro
primeiros intervalos de tempo, observa-se uma elevada taxa de crescimento e um
alto numero de duplicacdes por dia. Apds o quinto dia, é observada a queda

acentuada desses valores
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Tabela 9 — Parametros de crescimento calculados com base nas medidas de
densidade celular da microalga Scenedesmus sp. cultivadas em meio definido
NPK (12:43:12), e nas equacdes 1 a 3.

Dias 1-2 | 2.3 | 34| 45 | 58 | 89 | 9-11 | 11-12 | 12-15| 15-16
Na/N 292 1515|151 |1,13|0,56|0,47| 0,78 1,14 1,6 0,67
106|164 041 -0,59(-0,59|-0,75| -0,25 | 0,13 | 0,47 -0,39
In Nz/Nl
l0ga(N/Ny) | 1:55 | 2,36 | 0,59 0,18 |-0,84|-1,09| -0,36 | 0,19 | 0,68 | -0,58
At(dias) | 1 | 1 | 1| 1|3 ] 1] 2 1 2 1
R 106|164 |041|0,13|-0,19|-0,74| -0,13 | 0,13 | 0,24 -0,39
K 154|236 |059|0,18 |-0,28|-1,08| -0,18 | 0,18 | 0,34 -0,57
T, 0,65{0,42|1,69|5,33|-2,47|-0,94| -5,33 | 5,33 | 2,89 -1,78

r — taxa de crescimento; k — nimero de divisdes por dia; T, — tempo de duplicacdo da populagéo

Fonte: Autor

5.5 Comparacéao entre os meios de cultura

As Figuras 16 e 17 apresentam a comparacdo entre os densidades

celularese opticas (respectivamente) obtidas pelos 4 cultivos em funcéo do tempo.

Figura 16 — Densidades celulares obtida pelos quatro
cultivos de Scenedesmus sp. em sistema aerado.
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Os meios de WC e NPK (16:08:32) demonstraram serem as melhores
opc¢Oes dentre os 4 testados, tendo apresentando crescimento superior inclusive a
outros meios disponiveis no mercado, como o meio CHU, testado por Mariano
(2013). Também obtiveram maior crescimento que em meio NPK (20:5:20) (HARDY,
2000).

Nota-se ainda que nos cultivos com meios WC e NPK (16:08:32) néo é
possivel observar com clareza a fases de declinio e morte, devido a interrup¢éo do
cultivo. Apenas as fases de inducdo (ou lag) e a fase exponencial (log) do
desenvolvimento microalgal sédo claras. A fase de declinio jA é bem evidente nos
outros cultivos testados: NPK (19:19:19) e NPK (12:43:12).

Figura 17 — Densidades Opticas obtida pelos quatro
cultivos de Scenedesmus sp.em sistema aerado
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Fonte: Autor

O baixo crescimento dos cultivos de meios NPK (19:19:19) e NPK
(12:43:12) podem ter sido em consequéncia da baixa concentracdo de potassio
nesses meios em comparagcdo com 0S outros, uma vez que este macronutriente é
indispensavel a regulacdo osmdética, além de ser cofator de varias enzimas e atuar
na conformacéao e estabilidade de muitas proteinas.

Os meios WC e NPK (16:08:32) exibiram maiores valores de absorbancia.
Com base neste parametro, € possivel indicar os meios acima citados como

melhores op¢des para o cultivo de Scenedesmus sp.
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5.6 pH

O meio de cultura, ap0s o seu preparo, teve o seu pH ajustado para
7.0,considerado o pH oOtimo de crescimento para a microalga Scenedesmus sp.
Entretanto, houveram variagdes no meio ao longo do experimento. A Tabela 10

resume as variacdes de pH ocorridas.

Tabela 10 — Variacao de pH registrado ao longo dos quatro cultivos

cultivo pH mais pH mais Variacao de
elevado baixo pH
wC 10.4 6.3 4.1
NPK (16:08:32) 9.0 6.8 2.2
NPK (19:19:19) 7.7 7.2 0.5
NPK (12:43:12) 7.9 7.1 0.8

Fonte: Autor.

Os cultivos em meio WC e NPK (16:08:32) foram os que tiveram maior
variagao no pH. Um maior pH do meio foi registrado ao 7° dia do cultivo em WC e ao
3° dia do cultivo com meio definido NPK (16:08:32).

Essa alcalinidade elevada do meio corresponde a fase de crescimento
exponencial, periodo de alta frequéncia de divisdes celulares e concentracdo celular.
Isso demanda um maior consumo de CO,, devido o aumento da atividade
fotossintética, o que causa um aumento do pH. (VOLTOLINA; GOMEZ-VILLA;
CORREA, 2005).

Os outros dois cultivos, NPK (19:19:19) e NPK (12:43:12), né&o tiveram
uma variagéo de pH significativa, refletindo o seu baixo crescimento em comparagao

aos outros meios investigados.
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6 CONCLUSAO

O meio WC e o meio definido NPK (16.08.32) foram os que atenderam
de modo mais adequado as necessidades nutricionais das microalgas, resultando
em um maior crescimento das mesmas. Os meios NPK (19:19:19) e (12:43:12) néo
apresentaram um crescimento satisfatério, e a concentragdo de nutrientes pode ter
sido um fator limitante nestes cultivos.

Os resultados obtidos foram suficientes para apontar um caminho para a
obtengcdo de um melhor rendimento de biomassa microalgal, necessario para
futuros estudos acerca do seu teor protéico, importantes para um melhor

aproveitamento das aplicabilidades biotecnoldgicas das microalgas.
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