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RESUMO

As microalgas, organismos microscOpicos fotossintetizantes, tém atraido bastante ateng¢do de
pesquisadores devido seu potencial biotecnoldgico, pois sua biomassa pode ser explorada
como fonte de biocombustiveis, além de compostos com alto valor nutricional e comercial,
como proteinas, dcidos graxos e vitaminas. No presente estudo, foi utilizada a microalga
Chlorella vulgaris, sendo feito um ensaio em cultivo ndo-aerado, comparando-se trés
diferentes formulacdes de fertilizante inorganico NPK (nitrogénio:fésforo:potdssio) 19:19:19,
16:08:32 e 12:43:12, como teste preliminar ao cultivo aerado. O cultivo em meio NPK
16:08:32 obteve melhor desempenho no teste preliminar, sendo escolhido para comparagdo
com meio sintético WC no cultivo com uso de aeracdo. Assim, foi comparado o crescimento
da microalga Chlorella vulgaris em meio de cultura sintético WC e em fertilizante inorganico
NPK 16:08:32, em escala de bancada e utilizando aeracdo. Observou-se, portanto, um melhor
crescimento microalgal neste ultimo. Além disso, foi analisado o crescimento da microalga
em cultivo aberto, também utilizando fertilizante inorganico (NPK 19:19:19), o qual
apresentou um bom crescimento durante o tempo de cultivo, viabilizando o uso da biomassa
tanto para indculo de cultivos maiores, quanto para obtencdo de compostos de alto valor

produzidos por esta microalga.

Palavras-chave: Chlorella vulgaris. Microalga. Cultivo.



ABSTRACT

Microalgae, photosynthetic microscopic organisms, have attracted much attention from
scientists due to its biotechnological potential, because its biomass can be explored as source
of biofuels, and also, substances with high nutritional and commercial value, like proteins,
fatty acids ans vitamins. On this study, the microalgae Chlorella vulgaris was utilized. A
preliminary assay was performed on non-aerated conditions, where three different
formulations of the inorganic fertilizer NPK (nitrogen:phosphorus:potassium) 19:19:19,
16:08:32 and 12:43:12 were compared. The culture which grew in NPK 16:08:32 medium
showed the best results (higher cellular densities), being chosen to be compared with WC
synthetic medium on aerated conditions. When the cultures cultivated on aerated conditions,
with the different medium (WC and NPK 16:08:32), were analyzed, a better microalgae
growth was observer with the inorganic fertilizer. Moreover, the microalgae was also
cultivated in an open system, with the utilization of inorganic fertilizer (NPK 19:19:19),
which showed acceptable growth during the cultivation time, enabling the use of the obtained
biomass as inoculum to higher scale cultivation, as well as extraction of high value

compounds produced by this microalgae.

Keywords: Chlorella vulgaris. Microalgae. Cultivation.
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1. INTRODUCAO

Algas sdo organismos taldfitos (plantas desprovidas de raizes, folhas e caule) que
possuem clorofila @ como seu pigmento fotossintético primério (LEE, 2008). As microalgas s@o
um grupo em que estdo contidas as bactérias fotossintéticas aerdbias, as cianobactérias (algas
azuis) e as algas microscopicas (RICHMOND, 2004).

Estes microrganismos representam uma enorme biodiversidade da qual cerca de
40.000 ja foram descritas ou analisadas. As espécies do género Chlorella possuem grande
importancia a nivel econdmico e comercial devido a facilidade em seu cultivo e seu alto valor
nutricional. Além disso, estas microalgas tém amplos intervalos de tolerdncia em relacdo a
valores de pH, temperatura, niveis de salinidade, e luminosidade (YAMAMOTO et al;
MORONTA, MORA e MORALES, 2006). Uma das microalgas mais utilizadas é a Chlorella
vulgaris. Esta € classificada taxonomicamente da seguinte forma (GUIRY e GUIRY, 2014):
Reino: Plantae

Filo: Chlorophyta
Classe: Trebouxiophyceae
Ordem: Chlorellales
Familia: Chlorellaceae
Género: Chlorella
Espécie: Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris € uma microalga unicelular que cresce em dgua doce e esta
presente na Terra desde o periodo pré-Cambriano (2.5 bilhdes de anos atrds) e desde entdo, sua
integridade genética se manteve constante (DITFURTH, 1972).

No comecgo do século passado, o contetdo de proteina de Chlorella (>55% do peso
seco) atraiu a atencao de cientistas alemaes como uma fonte de alimento ndo-convencional. Hoje
em dia, o Japdo € o lider mundial em consumo de Chlorella e a utiliza para tratamento médico,
pois esta mostrou ter propriedades imunomoduladoras e anti-cancer. Além disso, C. vulgaris é
capaz de acumular quantidades significativa de lipidios, especialmente quando o suprimento de
nitrogénio € interrompido, tendo um perfil de 4acidos graxos adequado para a produgdo de

biodiesel (ZHENG et al., 2011; KITADA et al., 2009).



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da Chlorella vulgaris e fotossintese

A microalga Chlorella vulgaris ¢ uma célula microscopica, esférica, a qual tem
tamanho que varia de 2-10 pm. E formada por parede celular, citoplasma contendo nicleo,
vacuiolos, mitocOndria, cloroplasto e complexo de Golgi. Pode acumular pigmentos como
clorofila a e b, B-caroteno e xantofilas. O seu produto de reserva de carbono intracelular € o
amido. C. vulgaris se reproduz assexuadamente por autoesporulacdo. Assim, cada célula-mae é
capaz de gerar quatro novas células (YAMAMOTO et al., 2004).

Pelo fato destes organismos realizarem fotossintese, estes ttm um papel ecoldogico
importante na reciclagem de nutrientes, produgdo de O; e fixacdo de CO2. O mecanismo pelo
qual as microalgas realizam fotossintese pode ser comparado ao das plantas superiores, porém,
devido a sua estrutura (mais simples) e ao meio em que vivem (liquido), as microalgas
apresentam trocas mais eficientes de dgua, nutrientes e CO; do que as plantas, algo que
favorece maiores taxas de conversdo de energia solar em biomassa (SALISBURY e ROSS,
1985; CARLSSON et al., 2007). A produtividade marinha de fotossintese (micro e macroalgas)
contribui com 50% da produtividade primdria total do planeta , sendo responsdvel por metade da
fixacdo de carbono e ajudando a reduzir as consequéncias da acumulacio de CO: na

atmosfera e o aquecimento global (CHUNG et al.,2011).

2.2 Curva de crescimento

Considere-se um cultivo estanque (no qual, apds o indculo no meio, ndo ha adicio de
qualquer outro nutriente durante o desenvolvimento do microrganismo), em que um meio de
cultura € iluminado com fonte de energia adequada, contendo nutrientes necessarios, condi¢des
quimicas e fisicas favordveis. Se, nesse meio, for inoculada uma populacdo de organismos
conhecida e seu crescimento for acompanhado ao longo do tempo, é possivel obter uma curva
que mostra as vdrias fases caracteristicas do crescimento de populagdes de microorganismos
(RICHMOND, 2004). Dessa forma, uma curva de crescimento tedrica tem a seguinte forma

(Figura 1):



Figura 1 - Curva de crescimento
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Fonte: (FEUP)

1. Fase de adaptacdo (Fase Lag) - Periodo de adaptacdo das células extraidas de
uma cultura para um meio novo. A fase de adaptacdo pode durar apenas algumas horas, ou
mesmo dias, dependendo das diferencas entre o cultivo preexistente € 0o novo (quanto mais
diferentes, teoricamente, mais tempo essa fase ird durar). Esta fase também pode ser extensa na
presenca de compostos toxicos, nutrientes dificilmente metabolizdveis ou se indculo for de
reduzida dimensao ou inadequado (in6culo em fase de morte, por exemplo).

2. Fase de crescimento exponencial (Fase log) - Fase de crescimento acelerado,
quando a taxa de crescimento torna-se maior. Geralmente sucede a fase de adaptacdo, mas pode
ser iniciada logo apds o indculo, em determinadas situacdes. Ao término dessa fase, a biomassa
tende a ser maior que no inicio dos cultivos. Deve-se utilizar in6culos que estejam,
preferencialmente, nesta fase, pois as células apresentam melhor estado fisiolégico, contribuindo
para uma adaptagcdo mais rdpida ao novo meio de cultura.

3. Fase estaciondria — As populagdes raramente conseguem manter um crescimento
exponencial a altas velocidades durante um largo periodo de tempo, visto que o
crescimento estd limitado pelo esgotamento dos nutrientes ou pela acumulacdo de produtos
inibitérios do metabolismo. Consequentemente, a taxa de crescimento diminui e se iguala a

taxa de morte (caracterizando a fase estacionaria).



4. Fase de morte — Nessa fase, hd o esgotamento de nutrientes da cultura de
microrganismos. Essa fase ¢ marcada pela morte e lise de muitas células, além da presenca de
substincias autoinibidoras de crescimento, como metabdlitos. A taxa de crescimento é negativa,
pois na populacdo pouquissimas células ainda podem crescer e um nimero maior de individuos

morre (LOURENCO, 2006).

2.3 Condicoes de cultivo das microalgas

O crescimento das microalgas depende de diversos fatores, os quais devem ser
observados antes de se comecar o cultivo, sendo os mais importantes: temperatura, pH,
luminosidade, nutrientes, condi¢Oes fisiolégicas da microalga e concentragdo de COz e O
disponiveis para cada microalga. Para que haja crescimento microalgal, € necessario que alguns
nutrientes estejam presentes no meio, pois sao essenciais para o crescimento e manutencdo da
cultura. S3o necessdrios macronutrientes (nitrogénio, carbono, fésforo, oxigénio, cdlcio,
magnésio, enxofre e potdssio) e micronutrientes (manganés, cobre, molibdénio, cobalto e zinco),
entre outras substancias, dependendo da espécie a ser cultivada (GRAHAM, GRAHAM e
WILCOX, 2009; GUILLARD, 1975).

O nitrogénio é essencial pois é componente fundamental de proteinas, &acidos
nucléicos e pigmentos fotossintetizantes. Dessa forma, por fazer parte da estrutura de substancias
do metabolismo primério da microalga, o nitrogénio tem importancia acentuada para estas. Em
relagdo ao fésforo, sua importancia se deve a sua participagdo em processos que envolvem trocas
energéticas nas células, bem como estruturacio da membrana celular, por compor os
fosfolipidios. O potdssio, apesar de ndo ser um nutriente limitante para as microalgas, tem
funcdes relacionadas a regulacdo osmotica, controle de pH interno e a conformacao e estabilidade

de proteinas (LOURENCO, 2006).



2.4 Aplicacoes

2.4.1 Biocombustiveis

A dependéncia de fontes de energia estd crescendo rapidamente, principalmente
devido ao aumento da demanda, o que acarreta em consequéncias dramadticas para o ambiente.
O biocombustivel obtido de algas ou microalgas é considerado como uma das alternativas as
culturas de biocombustiveis atuais, tais como soja, milho e matérias-primas lignoceluldsicas,
pois ndo compete com comida e ndo requer terras ardveis para crescer (SINGH, NIGAM e
MURPHY, 2011).

No entanto, o biocombustivel de microalgas € promissor apenas a longo prazo, pois
atualmente o custo de producio € alto e ainda ndo pode competir com combustivel convencional.
(DEMIRBAS, 2011).

Como mencionado anteriormente, C. vulgaris tem o potencial de acumular altas
quantidades de lipideos, especialmente quando cultivadas em condi¢des mixotropicas. O perfil de
acidos graxos dessa microalga se mostrou adequado para produc¢do de biodiesel, com estabilidade
oxidativa depois de transformado em biodiesel, e tem propriedades que obedecem o Padrao
Americano (ASTM 6751), Padrao Europeu (EM 14214), Agéncia Nacional do Petréleo, Gas
Natural e Biocombustiveis (ANP 255) e o Padrao Australiano para biodiesel (FRANCISCO et
al.,2012).

Além disso, C. vulgaris tem alto teor de amido, o qual se mostrou uma boa fonte para
producdo de bioetanol. Hirano et al. (1997) extrairam amido de C. vulgaris e obtiveram uma taxa
de conversdo de etanol de 65% depois da sacarificacdo e fermentacdo com levedura. Apesar
disso, atualmente , o custo de producdo de biocombustivel algal ainda € alto, inviabilizando sua
producdo e tornando dificil a competicdo com combustiveis fdsseis, além de levantar
questionamentos quanto a sustentabilidade da sua producdo, o que leva pesquisadores a estudar

alternativas mais sustentaveis para o cultivo em massa de microalgas.

2.4.2 Nutri¢gdo humana



C. vulgaris é uma das poucas microalgas que podem ser encontradas no mercado
como suplemento ou aditivo alimentar, corante (depois de carotenogénese) e emulsdo alimentar
(FERNANDES et al., 2012). Esses produtos sdo vendidos de diferentes formas, como cépsulas,
tabletes, extratos e p6 (LIANG e LIU, 2004). A Chlorella, assim como a Spirulina, possui
certificado GRAS (Generally Recognized As Safe) emitido pelo FDA (Food and Drug
Administration) podendo ser utilizada como alimento sem apresentar risco a saude. A biomassa
microalgal produzida pode ser explorada como fonte de biocompostos com alto valor nutricional
e comercial, como proteinas, dcidos graxos e vitaminas, ou na formulacdo de alimentos
(ANDRADE e COSTA, 2008). As diversas classes de microalgas apresentam diferencas na
composi¢do de proteinas, carboidratos e lipidios. A Tabela 1 apresenta uma compara¢do da
composi¢cdo quimica de algumas microalgas (C. vulgaris destacada) com alimentos
convencionais.

Tabela 1 - Composicao de diferentes fontes de alimento e microalgas, expressas em
porcentagem de matéria seca.

Fonte Proteinas  Carboidratos  Lipidios
Fermento de padaria 39 38 1
Carne 43 1 34
Leite 26 38 28
Arroz 8 77 2
Soja 37 30 20
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliella salina 57 32 6
Scenedesmus obliqus 50-56 10-17 12-14
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7

Fonte: BECKER (2004)

Uma das substancias presentes em Chlorella ¢ o B-1,3-glucano, o qual atua como
imunoestimulador ativo, eliminador de radicais livres e redutor de lipidios no sangue. Além
disso, vdrios outros efeitos promotores de saide humana tém sido apontados: eficicia sobre
ulceras, feridas e constipacdes gastricas; agdo preventiva contra a arteriosclerose e

hipercolesterolemia; a¢do antitumor (LOURENCO, 2006).



Em experimentos com ratos, camundongos e coelhos, na qual estes foram
alimentados com a alga em forma de pd, foi constatada protecdo contra doencgas relacionadas a
idade, como doencgas cardiovasculares, hipertensdo e catarata (SANO et al., 1988). Também ha
diminuic¢do do risco de aterosclerose e estimulagdo da sintese de coldgeno para a pele (SANO,
1987).

Apesar disso, mesmo com todos os beneficios a saide que C. vulgaris e outras
microalgas podem prover, devido a sua riqueza em proteinas, lipidios, polissacarideos, pigmentos
e vitaminas muitas vezes até presentes em maiores concentracdes do que em alimentos
convencionais, elas ainda sdo consideradas como suplemento alimentar ao invés de produtos
devido a falta de legislacdes oficiais claras em termos de qualidade e requerimentos em relacao a

microalgas (GROBBELAAR, 2003).

2.4.3 Racdo animal

As proteinas representam a principal fonte de nitrogénio e aminodcidos para animais
cultivados. Elas tendem a ser a classe de substancias mais abundante na maioria das espécies de
microalgas utilizadas em alimento na aquicultura. Como as microalgas sdo capazes de sintetizar
todos os aminodcidos, elas tornam-se boas fontes de aminodcidos essenciais para animais
(SPOLAORE, 2006).

Em relacdo aos acidos graxos em microalgas, os poliinsaturados, como o 4cido
eicosapentanoico (20:5 ®-3), araquidonico (20:4 ®-6) e docosahexaendico (22:6 ®-3), sdo de
grande importancia, pois sdo essenciais para muitos animais marinhos e sdo necessdrios para o

crescimento e a metamorfose de larvas de muitas espécies (BECKER, 2004).

2.4.4 Tratamento de efluentes

Muitos estudos demonstraram o potencial de C. vulgaris de fixar até 74% de didxido
de carbono quando cultivada em um fotobiorreator, e de absorver 45-97% de nitrogénio, 28-96%
de fésforo e de reduzir a Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) (quantidade de oxigénio

necessdria para oxidacdo da matéria organica de uma amostra por meio de um agente quimico)



em 61-86% de diferentes tipos de efluentes, tais como téxteis, esgoto municipal, provenientes da
agricultura e recalcitrantes (KEFFER e KLEINHEINZ, 2002; ASLAN e KAPDAN, 2006).

Microalgas provéem uma via para a remo¢do de nutrientes vitais (nitrogénio e
fosforo), didxido de carbono, metais pesados e patdgenos presentes em efluentes, os quais sio
necessarios para seu crescimento. Além do mais, um dos principais fatores que comandam a
producdo de microalgas como parte do processo de tratamento de efluentes € a possibilidade de
reduzir custos na producdo de biomassa microalgal pela minimiza¢do do uso de dgua doce e
meios de cultura sintéticos. Assim, uma maior taxa de crescimento microalgal acompanhada da
elimincdo dos niveis de contaminagdo na 4gua € um processo vantajoso e promissor (BRENNAN
e OWENDE, 2010).

Além disso, a producido de Chlorella vulgaris utilizando meios sintéticos € muito
cara, 0 que se torna um entrave para producdo em larga escala (OKAUCHI, 1991). Dessa forma,
sempre deve haver a procura por fontes nutricionais mais baratas, sendo essas nio apenas
efluentes, mas também fertilizantes inorganicos, por exemplo, os quais vém sendo utilizados por
alguns autores como alternativa aos meios tradicionais (ASHRAF et al., 2011) (MUNOZ-
PENUELA et al., 2012).

Como visto anteriormente, cultivos de microalgas tém sido realizados visando a
producdo de biomassa para obtencdo de uma diversidade de produtos, como biocombustiveis e
compostos naturais com alto valor no mercado mundial. Assim, as microalgas revelam um grande
potencial de aplicacdo biotecnoldgico. Porém, é necessdrio que se explore meios de cultura de
baixo custo, para que a obten¢do destes produtos ndo se torne cara.

Desta forma, neste trabalho, se buscou analisar o crescimento da microalga Chlorella
vulgaris em diferentes meios e sistemas de cultivo, de modo a se determinar alternativas mais

baratas em relacdo aos meios de clutura sintéticos.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o crescimento da microalga Chlorella vulgaris em meios de cultura distintos

3.2 Objetivos especificos

- Conhecer o crescimento da Chlorella vulgaris em diferentes composi¢cdes do meio com
fertilizante inorganico NPK como teste pré-liminar em cultivo ndo-aerado;

- Comparar o crescimento da referida microalga em meio WC e no meio NPK contendo a razao
de nutrientes que apresentar melhor resultado nos ensaios prévios;

- Conhecer o crescimento da microalga em estudo em sistema aberto utilizando meio de cultivo
NPK 19:19:19;

- Obter as curvas de crescimento da Chlorella vulgaris em diferentes meios e sistema de cultivos;
- Realizar atividades de monitoramento de pH e densidade otica, relacionados a curva de
crescimento dos cultivos aerados de bancada;

- Obter os parametros de crescimento em relacao a contagem de células nos cultivo aerados de

bancada;



4 METODOLOGIA

O experimento desenvolveu-se no Laboratério de Desenvolvimento de Produtos e
Processos (LDPP), situado no Parque de Desenvolvimento Tecnolégico (PADETEC), na
Universidade Federal do Ceard (UFC). Foi utilizada a microalga Chlorella vulgaris, a qual

compde o banco de cepas do laboratério. O estudo foi realizado entre os meses de agosto e

outubro de 2014.

4.1 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados nesse estudo foram os meios WC (Guillard and
Lorenzen 1972), e fertilizante inorganico NPK nas razdes 19:19:19, 16:08:32 e 12:43:12. Os
meios NPK utilizados nos experimentos em bancada foram preparados na concentracido de 0,7

g/L. e no cultivo em cubas (NPK 19:19:19) na concentragdo de 1,4g/L.. A composi¢do do meio

WC é mostrada na Tabela 2.

Tabela 2 - Meio de cultura WC.

Reagentes Solucéo-estoque (g 100 mL") Meio de cultura
CaCl,.2H,0 36,8 lmL
MgSO,.7H,0 37,0 ImL
Na HCO, 12,6 ImL
K,HPO,.3H,0 114 ImL
NaNO, 85,0 ImL
Na,SiO,.5H,0 21,2 ImL
Solugéo de Ferro (g 1000 mL-! de 4gua destilada); Na,EDTA = 4,36; FeCl,.H,O = 3,15 ImL
W T, (g 1000 mL" de agua destilada)
irientes C11SQ4.5H30 =0,01; ZnSO4.?H.30 =0,022; CoCl,.H,0 =0,01; MnCl, 4H,0 ImL

=0,18; Na,MoO,.2H,0 = 0,006; H,BO = 1,0
Solucdo de vitami- {g lUpU mL! de éguahdehsti]ada) ImL
nas Tiamina HCI= 0,1; Biotina= 0,0005
Agua destilada 1000mL

* Modificado de Guillard e Lorenzen (1972). Fonte: (OHSE, DERNER, et al., 2008)

Apbs a preparacdo, todos os meios utilizados para a escala de bancada foram

autoclavados. Ja para o cultivo de 75 L em cubas, foram preparados e autoclavados 1 L de um



11

meio concentrado de NPK 19:19:19, os quais foram posteriormente adicionados as cubas ja
contendo 74 litros de dgua, assim obtendo a concentragdo de 1,4 g/L.. A 4gua utilizada nas cubas
passa por um filtro de carvao ativado antes de ser utilizada para o cultivo, pois o tratamento de

grandes volumes de d4gua em autoclave torna o processo caro e dispendioso.

4.2 Ensaio preliminar (cultivo nao-aerado)

O ensaio preliminar foi realizado com o objetivo de se determinar qual dos meios
NPK (19:19:19, 16:08:32 ou 12:43:12) seria utilizada para compara¢do com o meio definido WC
em posterior cultivo aerado. Assim, o cultivo foi iniciado com uma concentracdo de 1 x 10°
células.ml”’ em 100 mL de meio, contido em frascos Erlenmeyer de 250 mL. Os frascos ndo
foram providos de aeracdo nem agitacdo. O cultivo (Figura 2), feito em duplicatas, foi mantido
em bancadas adaptadas com lampadas fluorescentes de 40 W, reguladas para um fotoperiodo de
12h claro/12h escuro, com iluminéancia de 7000 Lux sobre os frascos. A temperatura do ambiente
durante os cultivos foi mantida entre 25 e 30 °C. O pH foi ajustado para 7 apds a preparacao dos
meios. Em dias alternados (durante 9 dias), foram retiradas aliquotas de 5 ml para posterior
contagem de células e leituras de absorbancia. As leituras de absorbancia foram feitas utilizando
DO de 680 nm, em espectrofotdmetro SPECTRONIC 20 (GENESIS). Este comprimento de onda
¢ utilizado recorrentemente por pesquisadores para avaliacdo do crescimento desta microalga

(GRIFFITHS et al., 2011).
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Figura 2 - Cultivo preliminar nao-aerado

Fonte: o autor.

4.3 Cultivo aerado

O meio com fertilizante o qual apresentou o melhor resultado no ensaio preliminar
(NPK 16:08:32) foi utilizado para o cultivo com aera¢do. Também foi utilizado meio sintético
WC, para efeito de comparagio. As culturas foram iniciadas com densidade celular de 1 x 10°
células.ml”! em frascos Erlennmeyer de 1 L contendo, inicialmente, 600 mL de meio. O pH foi
ajustado para 7 apds a preparacdo dos meios. Foram mantidos os mesmos parametros de
fotoperiodo, iluminancia e temperatura do ensaio preliminar. Os frascos foram providos de
aeracdo através de bombas de ar mantidas em bancadas adaptadas. O experimento foi realizado

em triplicata, como pode ser visto na Figura 3.
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Figura 3 - Cultivo aerado

Fonte: o autor

Em dias tteis (durante 11 dias), foram retiradas aliquotas de 15 mL, a fim de se
realizar leituras de absorbincia a 680 nm (GRIFFITHS et al., 2011), contagem de células e

monitoramento do pH.

4.4 Cultivo em sistema aberto por meio de cubas

O objetivo de se crescer microalgas em cubas ou tanques € utilizar o conteido como
in6culo para cultivos em maior quantidade, no caso para produ¢do em piscina com volume util de
4.700 L, bem como utilizar a biomassa de acordo com a finalidade do cultivo (extracdo de
substancias, alimentacdo de animais, etc) (LOURENCO, 2006). O experimento, realizado em
duplicata, foi conduzido em uma planta externa ao Laboratério de Desenvolvimento de Produtos

e Processos (Figura 4).
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Figura 4 - Vista parcial das cubas utilizadas para o crescimento de microalgas

Fonte: o autor.

Primeiramente as cubas foram higienizadas com sabao e 12 de ago e lavadas com dgua
filtrada em filtro de carvao ativado. Apds esse procedimento, houve a desinfec¢do com adicao de
solucdo de hipoclorito de sédio 2-2,5%, e, novamente, lavagem com &gua filtrada. Para obter
concentracdo de 1,4g/L. de meio nas cubas, foram pesados 105 g de meio NPK 19:19:19, o qual
foi solubilizado em 1L de 4gua destilada para posterior autoclavagem em frascos Erlenmeyer.
Ap6s o esfriamento dos meios concentrados, estes foram adicionados a 74 L de dgua filtrada ja
contidos em cada uma das duas cubas (com volume util de 140 L), para posterior indculo da
microalga. As cubas tém formato esférico, o qual garante ocupagdo 6tima do espaco e maior
aproveitamento da radiagdo luminosa (LOURENCO, 2006).

O cultivo foi iniciado com uma densidade celular de 1 x 10° células.ml’!, sob
luminosidade natural. Nao houve fornecimento de di6xido de carbono nem controle do pH. Em
dias uteis (durante 14 dias), foram retiradas aliquotas de 20 mL para realizacdo de leituras de

absorbancia a 680 nm e contagem de células.

4.5 Contagem de células

Para se determinar a densidade celular dos cultivos foram feitas contagens de células

em camara de Neubauer. A camara de Neubauer (Figura 5) consiste de uma lamina de
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microscopia, mais alta do que uma lamina normal, com marcagdes em quadrantes de medidas

conhecidas.

Figura 5 - Camara de Neubauer

Fonte: (DIGILAB, 2012)
Ao observd-la no microscopio, é possivel perceber que existem trés tipos de
quadrantes denominados A, B e C, que juntos formam um quadrado maior, como mostrado na
Figura 6.

Figura 6 - Quadrantes observados na camara de Neubauer.
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Fonte: (CLINICA, 2011)
Nota-se que cada quadrante (A, B e C) tem sub-divisdes diferentes, fazendo com que
o critério para escolha do quadrante onde serdo contadas as células seja o tamanho das células a
serem quantificadas. Assim, células muito pequenas sdo contadas no quadrante C, as de tamanho
intermedidrio no quadrante B, enquanto células grandes sdao contadas no quadrante A.
A drea total compreendida pelos 9 quadrantes é de 9 mm? sendo que cada quadrante

(A, B e C) sdo quadrados de 1 x 1 mm. Ao ser colocada a laminula (especial para ser usada na
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camara de Neubauer) a distancia da laminula até a lamina (profundidade) mede 0,1 mm, o que
permite se obter um volume de 0,1 mm?> em cada quadrante.

Pelo fato de C. vulgaris ter tamanho pequeno (2—10 um), foi utilizado o quadrante C
para contagem de células, sendo adotado o padrdo de contagem mostrado na Figura 7 a seguir:

Figura 7 - Padrao de contagem de células na cimara de Neubauer.
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Fonte: (ROUGE, 2012)

Sendo feitas as contagens de 5 quadrantes, foi utilizado um fator de multiplicacio de
50.000 para se determinar a densidade celular (ndmero de células por ml) dos cultivos
(LOURENCO, 2006). As contagens foram feitas com o microscépio 6ptico Modelo MA 107
(MARCONI).

4.6 Parametros de crescimento

4.6.1 Taxa instantdnea de crescimento (ou taxa intrinseca de aumento)

A taxa instantanea de crescimento se aplica a culturas que apresentam variagcdes
numéricas relevantes ao longo do tempo, fornecendo uma expressdo instantdnea da mudanca
numérica a partir de um dado ponto (LOURENCO, 2006). Pode ser calculada a partir da Equacgdo
I:

r = In(N¢/No)/(t2-t1), (1)

onde:

r = taxa instantanea de crescimento
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In = logaritmo natural
N; = nimero de células no final do intervalo de tempo
No = niimero de células no inicio do intervalo de tempo

(t-t1) = intervalo de tempo em dias

4.6.2 Duplicacdes por dia

A taxa de crescimento instantdneo pode ser convertida em duplicagcdes por dia (ou
velocidade de crescimento), representada por k. Assim, a velocidade de crescimento k foi

determinada através da Equacao 2 citada por Stein (1973):

k = (3,322/(T2— T1).(Log N2/Ny), ()

onde:

k= velocidade de crescimento;

3.322 = fator de conversdo do logaritmo base 2 a base 10;
(T2 —T1) = intervalo de tempo em dias;

N1 = densidade celular inicial;

N> = densidade celular final;

Log = Logaritmo em base 10.

4.6.3 Tempo de duplicacdo

O tempo de duplicag@o (T2), ou tempo de geragdo, nos permite calcular o tempo
necessario para a duplicacdo da cultura, ou seja, para que ocorra a formacdo de uma geracao
inteira de células no cultivo. E calculado através da divisdo da constante In 2 (0,6931) pela taxa

instantinea de crescimento r (LOURENCO, 2006). E expresso pela Equacio 3:

T2 =0,6931/r, (3)



4.6.4 Anadlise Estatistica

Para comparagdo das médias aritméticas das DCMs, empregou-se andlise de
variancia (ANOVA) e o teste Tukey, usando o Minitab 17 Statistical Software, adotando-

se o nivel de significincia de 5% de probabilidade.

18
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Bancada

5.1.1 Ensaio preliminar

Nas Figuras 8 e 9 estdo representadas as curvas de crescimento obtidas a partir das
contagens de células em camara de Neubauer, bem como das leituras de absorbancia dos cultivos

a 680 nm.

Figura 8 - Curvas de crescimento de Chlorella vulgaris nos ensaios com meios NPK em
diferentes razoes de nutrientes (densidade celular).
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Fonte: o autor.
* Os valores de densidade celular representam a média de duas réplicas.
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Figura 9 - Curvas de crescimento de Chlorella vulgaris nos ensaios com meios NPK em
diferentes razoes de nutrientes (absorbancia).
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Fonte: o autor.
*Qs valores de absorbancia representam a média de duas réplicas.

Diante das Figuras 8 e 9, € possivel notar maiores valores de densidade celular e
absorbéncia para o meio NPK com razdo entre os nutrientes de 16:08:32, em um periodo de
tempo comum aos outros meios. Portanto, foi o meio escolhido para comparacao com o meio
definido WC em cultivo aerado.

Em estudo no qual foi feita a comparacdo do efeito das razdes entre os nutrientes do
fertilizante NPK na densidade celular da microalga C. vulgaris, pOde-se perceber que as
combinagdes que continham 50% de fésforo em relacdo a nitrogénio (8:4:2, 8:4:4, 12:6:4, 16:8:6
e 12:6:4), apresentavam maiores densidades de microalgas do que os outros grupos (18:8:4,
6:8:4, 8:8:4 e 12:8:4). Além disso, quando a concentracio de fésforo € equivalente a de

nitrogénio, houve supressdo do crescimento (ASHRAF et al., 2011).

5.1.2 Cultivos aerados
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Nas Figuras 10 e 11 estdo representadas as curvas de crescimento obtidas a partir da
contagem de células e leituras de absorbancia, respectivamente, dos cultivos com meios WC e
NPK 16:08:32, o qual apresentou melhores resultados nos ensaios prévios.

Figura 10 - Curvas de crescimento obtidas nos ensaios com meios WC e NPK 16:08:32
(densidade celular).
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Fonte: o autor
* Os valores de densidade celular representam a média de trés réplicas e o desvio padrdo.
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Figura 11 - Curvas de crescimento obtidas nos ensaios com meios WC e NPK 16:08:32
(absorbancia).
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Fonte: o autor.
*Qs valores de absorbancia representam a média de trés réplicas e o desvio padréo.

E possivel notar que o meio WC apresentou uma fase lag de dois dias (Figura 10),
atingindo a fase de crescimento exponencial no terceiro dia. J4 o meio NPK apresentou uma fase
lag mais rdpida, de apenas um dia, entrando na fase de crescimento exponencial no segundo dia.
Percebe-se também que, a partir do sétimo dia de cultivo, ambos os meios entraram em fase de
morte.

Nas Tabelas 3 e 4, estdo presentes os dados de densidade celular e os parametros de
crescimento do meio WC calculados a partir das Equacdes 1, 2 e 3.

Tabela 3 - Densidades de células de Chlorella vulgaris no tratamento com meio WC.

Meio WC

Dia 0 1 2 3 4 7 8 9 10 11
Nuimero
de células 1 2.33 20 93.33 114 315 296.66 242.33 219.66 200
(x10%)*

Fonte: o autor.
*média de trés réplicas.
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Tabela 4 - Parametros de crescimento em meio WC (taxa de crescimento - r, divisoes por
dia - k e tempo de duplicacio - T2) .

Intervalo
detempo 0-1 1-2 2-3 3-4 4-7 7-8 8-9 9-10 10-11 11-0
(dias)

r 0.84 2.15 1.54 0.2 0.33 -0.05 -0.2 -0.09 -0.09 0.481

k 1.211 3.102 2.221 0.288 0.476 -0.072 -0.288 -0.129 -0.129  0.693

T2 0.825 0.322 0.450 3.465 2.100 -13.86 -3.465 -7.701 -7.701 1.440

Fonte: o autor
*Parametros calculados com base nas medidas de densidade das células apresentadas na Tabela 3.

A partir dos dados da Tabela 4 € possivel perceber que a microalga realizou mais de
uma duplicagdo por dia nos 3 primeiros dias de cultivo, precisando de menos de um dia para
completar uma duplicacao. A partir do sétimo dia se inicia a fase de morte, quando os valores dos
parametros se tornam negativos. Os valores de r e k obtidos ao final dos onze dias de cultivo
foram 0,481 e 0,693, respectivamente. No sétimo dia de cultivo a populacdo algal atingiu sua
densidade celular médxima, de 315 x 10° células/ml (Tabela 3).

Nas Tabelas 5 e 6, estdo presentes os dados de densidade celular e os parametros de

crescimento do meio NPK calculados a partir das Equacdes 1, 2 e 3.

Tabela 5 - Densidades de células de Chlorella vulgaris no tratamento com meio NPK
16:08:32.

Meio NPK
Dia 0 1 2 5 6 7 8 9 11
Numero de
células 1 2 90.66 345 393.33 417 396.66  377.33 361.66
(x10%)*

Fonte: o autor.
*média de trés réplicas.

Tabela 6 - Parametros de crescimento em meio NPK 16:08:32 (taxa de crescimento - r,
divisoes por dia - k e tempo de duplicacao - T2).

Intervalo
de tempo 0-1 1-2 2-5 5-6 6-7 7-8 8§-9 9-11 11-0
(dias)
r 0.7 3.81 0.445 0.13 0.05 -0.05 -0.05 -0.02 0.535
k 1.009 5.497 0.642 0.187 0.072 -0.072 -0.072 -0.028 0.771
T2 0.990 0.181 1.557 5.331 13.862 -13.862 -13.862 -34.655 1.295

Fonte: o autor
*Parametros calculados com base nas medidas de densidade das células apresentadas na Tabela 5.
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Na Tabela 6, nota-se que, do primeiro para o segundo dia de cultivo, a cultura
crescendo em meio NPK 16:08:32 realizou mais de 5 duplicagdes, resultado superior a qualquer
dos valores de k obtidos com o meio WC. Também € possivel perceber que a fase de morte se
inicia a partir do sétimo dia, como também aconteceu com o cultivo em meio WC. Os valores de
r e k obtidos ao final dos onze dias de cultivo foram 0,535 e 0,771, respectivamente, os quais
foram superiores aos valores obtidos no cultivo com meio WC durante o0 mesmo periodo de
cultivo. Nota-se, também, que o valor de tempo de geracdo (T2) no cultivo com meio NPK
(1,295) € menor que o do meio WC (1,440), o que indica que, no primeiro, as microalgas
necessitam de menos tempo para formacao de novas geragoes. Também no meio NPK, no sétimo
dia de cultivo a populacdo algal atingiu sua densidade celular maxima, de 417 x 10° células/ml.

Realizou-se a comparagdo entre as médias das densidades celulares maximas (DCM)
para os meios WC e NPK 16:08:32 e avaliou-se se as médias foram ou ndo significativamente

diferentes.

Tabela 7 — Médias de Densidades Celulares Maximas para o Meio WC e para o Meio NPK
16:08:32.

Parametro Meio WC Meio NPK 16:08:32

Densidades celulares 315x 10° a 417x 10°b
maximas (DCM)

*Médias que ndo compartilham uma mesma letra sdo significativamente diferentes.

Percebe-se, pela tabela, que cada o cultivo com o meio NPK 16:08:32 apresenta, no
sétimo dia de cultivo, densidade celular maxima significativamente superior ao meio WC.

O maior crescimento de C. vulgaris no meio NPK 16:08:32 pode ser explicado pelo
fato de que hd maiores concentracdes de nitrogénio disponivel para o consumo da microalga
neste meio (0,112 g/L) em relagdo ao meio sintético WC (0,085 g/L).

Muioz-Pefiuela et al. (2012) quando comparando o crescimento de C. vulgaris entre
cultivos em meio com o fertilizante NPK e o meio sintético chujo, obteve valores de DCMs de
109 + 1.6 x 10° cel/mL e 2.2 + 0.6 x 10° cel/mL, respectivamente, também obtendo melhor

crescimento em meio com fertilizante em relagdo a meio sintético.
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Na Tabela 8, estdo contidos os valores médios de pH para ambos os cultivos, em

relagc@o ao primeiro (1) e dltimo dia (11):

Tabela 8 - Variacao de pH nos meios WC e NPK entre o primeiro e ltimo dia de cultivo

Dias Meio WC Meio NPK
1° 6.9 7
11° 7.6 8

Nota-se que houve um aumento nos valores de pH em relacdo ao primeiro e tltimo
dia, o qual estd relacionado com o consumo de CO> dissolvido no meio pelas microalgas através
da fotossintese (ROCHA, GARCIA e HENRIQUES, 2003). Em estudo sobre o efeito do pH no
crescimento da C. vulgaris fol constatado que a microalga apresenta melhor crescimento na faixa

de pH entre 5,5 a 8,0, na qual os cultivos desse estudo se mantiveram (MAYO e NOIKE, 1994).

5.2 Cultivo em sistema aberto por meio de cubas

Nas Figuras 12 e 13 estdo representadas as curvas de crescimento obtidas a partir da

contagem de células e leituras de absorbancia, respectivamente.
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Figura 12 - Curva de crescimento de Chlorella vulgaris obtida no cultivo aberto em cubas
(densidade celular).
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Fonte: o autor.
*Qs valores de densidade celular representam a média de duas réplicas e o desvio padrio.

Figura 13 - Curva de crescimento de Chlorella vulgaris obtida no cultivo aberto em cubas
(absorbancia).
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Fonte: o autor
* Os valores de absorbancia representam a média de duas réplicas e o desvio padrao.
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E possivel observar que, durante os trés primeiros dias de cultivo, houve um rpido
crescimento da microalga (crescimento exponencial), ndo havendo um aumento de células
significativo nos dias posteriores, periodo em que se caracteriza a fase estaciondria. A fase de
morte se inicia no décimo dia. E importante ressaltar que ocorreu contaminagdo por rotiferos
(animais aqudticos e microscopicos que consomem a microalga) (PEREDO-ALVAREZ et al.,
2003) em uma das cubas, a qual foi detectada no décimo dia de contagem.

A falta de cobertura nas cubas (mostradas na Figura 14), torna os cultivos alvos féceis
de pequenos insetos, os quais, assim como os rotiferos encontrados, podem prejudicar o
crescimento algal. Portanto, deve-se considerar o uso de cobertura para se diminuir a
probabilidade de contaminacdes, de forma que tal cobertura ndo prejudique a incidéncia de raios
solares sobre o cultivo, o que prejudicaria a realizacdo de fotossintese pela microalga e,

consequentemente, a producio de biomassa.

Figura 14 - Cubas utilizadas para o cultivo da microalga Chlorella vulgaris.

Fonte: o autor.

Ressalta-se ainda, que, se o objetivo do crescimento da microalga em cubas for a
inoculacdo em cultivos maiores, as células deverdo estar na fase exponencial do crescimento (no
caso, entre o segundo e terceiro dias de cultivo), pelo fato de esta fase apresentar células em
melhor estado fisioldgico, facilitando, assim, sua aclimatacdo no novo meio. Se o objetivo for

aproveitamento de biomassa, o dia para coleta de células pode ocorrer depois da fase
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exponencial, para que ocorra maior densidade de células e maior obtencdo de biomassa, devendo-
se porém, atentar para o fato de que, quanto mais tempo se leva para a coleta, mais tempo o
cultivo estd exposto ao meio ambiente, podendo haver contaminagdes indesejadas (LOURENCO,

2006).
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6 CONCLUSOES

No presente estudo, ao se comparar o crescimento da microalga Chlorella vulgaris
em meio de cultura sintético com fertilizante inorganico de baixo custo em escala de bancada,
observou-se um melhor crescimento microalgal neste dltimo. Além disso, foi analisado o
crescimento da microalga em cultivo aberto, também utilizando fertilizante inorganico, o qual
apresentou crescimento durante o tempo de cultivo, viabilizando o uso da biomassa tanto para

in6culo de cultivos maiores, quanto para obten¢do de compostos produzidos por estas microalgas.
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