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Resumo

Neste trabalho foram desenvolvidos estudos onde se objetivou estudar a fisiologia e o
crescimento de microalgas em diferentes condicGes de cultivo. O trabalho € apresentado
em quatro partes, sendo a primeira uma introducdo geral, seguida pelos capitulos onde
foram divididos em trés artigos e avaliadas diferentes estratégias de estudo. A primeira
avaliacdo, capitulo dois, teve por objetivo conhecer a biodiversidade local de
microalgas, foi realizado a bioprospeccdo de microalgas dulcicolas no municipio de
Bonito-MS. A partir das amostras coletadas isolou-se sete taxons de microalgas. A
segunda avaliacdo, capitulo trés, objetivou-se estudar o crescimento da microalga
Chlorella vulgaris em condi¢des heterotréficas de cultivo, utilizando meio Basal Bold e
NPK (nitrogénio, fosforo e potassio), suplementados com diferentes fontes de carbono.
Dentre todos os tratamentos analisados o maior valor de velocidade especifica maxima
de crescimento encontrado foi de 0,030 h™* no tratamento utilizando meio Basal Bold
suplementado com glicose. A terceira avaliacdo, capitulo quatro, teve por objetivo
estudar o crescimento da microalga Chlorella sorokiniana em meio Basal Bold em
diferentes formas de cultivo. Dentre todos os tratamentos analisados o tratamento com
concentracdo triplicada de sais de meio Basal Bold apresentou maior concentracdo
celular. Devido a vérios fatores que influenciam no crescimento das microalgas, estas
apresentam diferentes comportamentos de acordo com a forma em que sdo cultivadas. A
escolha de qual o melhor sistema para producdo dependerd do objetivo do cultivo, o

produto que se deseja, da espécie utilizada bem como das caracteristicas da microalga.

Palavras-chave: Biodiversidade; Metabolismo; Cultivo heterotrofico.



Abstract

The aim of this work was to study the physiology and growth of microalgae in different
culture conditions. It is presented in four parts, the first one being a general
introduction, followed by the chapters where they were divided into three papers and
evaluated different study strategies. The first evaluation, chapter two, aimed to know
local microalgae biodiversity. Microalgae were prospected from freshwater in Bonito
city. Seven microalgae taxa were isolated from the collected samples. The second
evaluation, chapter three, aimed to study the growth of the microalgae Chlorella
vulgaris under heterotrophic conditions of cultivation using Bold Basal medium and
NPK (nitrogen, phosphorus and potassium), supplemented with different carbon
sources. Among all the treatments analyzed, the highest value of specific growth rate
found was 0.030 h in the treatment using bold basal medium supplemented with
glucose. The third evaluation, chapter four, aimed to study the growth of the microalga
Chlorella sorokiniana in Basal Bold medium in different forms of cultivation. Among
all the treatments analyzed, the treatment with triplicate concentration’s Basal Bold
medium salts presented higher cellular concentration. Due to several factors that
influence the growth of microalgae, these have different behaviors according to the way
in which they are cultivated. The choice of the best system for production will depend
on the purpose of the crop, the desired product, the species used as well as the

characteristics of the microalgae.

Keywords: Biodiversity; Metabolism; Heterotrophic culture.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Microalgas

As microalgas (Figura 1) e as cianobactérias estdo entre os seres vivos mais
antigos da Terra e sdo responsaveis por pelo menos 60% da produtividade primaria do
planeta, podendo ser encontradas em ambiente marinho, em &gua doce e no solo
(PORTUGAL, 2010).

Figura 1a,b - Microalgas

Fonte: o autor.

O termo microalgas é utilizado para definir seres unicelulares que possuem a
capacidade de crescer com pouca agua, poucos nutrientes e pouco didxido de carbono,
absorvendo a energia solar e utilizando fotossintese como mecanismo para adquirir
energia. Por meio da fotossintese sdo capazes de criar biomassa e potenciais nutrientes,
tais como proteinas, aminodcidos, lipidios, polissacarideos, carotenoides e outras
moléculas biologicamente ativas (ASHA et al., 2011; MULBRY et al., 2008).
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O mecanismo fotossintético das microalgas é compardvel ao das plantas
terrestres, mas devido a sua estrutura celular simples e ao meio liquido em que vivem,
apresentam trocas mais eficientes de agua, CO; e nutrientes com o meio do que as
plantas superiores, 0 que conduz a taxas mais elevadas de conversao de energia solar em
biomassa (CARLSSON et al., 2007).



1.2 Cultivo e Nutrientes

A facilidade de crescimento das microalgas permite que estas sejam cultivadas
em vérias formas de cultivo. Os principios basicos de cultivo microbiano geralmente
podem ser aplicados para microalgas. Chama-se de cultivo de organismos uma
populagdo que pode ser mantida viva em condicOes artificiais e controladas de
crescimento, com finalidades diversas, desde a mera manutengdo dos organismos Vivos
até o aproveitamento econdmico da biomassa formada. Para haver um cultivo de
microalga € fundamental o conhecimento dos fatores que influenciam seu crescimento.
Sendo assim, é necessario que o meio de cultura contemple as necessidades nutricionais
das microalgas, uma vez que, uma mesma espécie pode ter variacdo na sua composicao
celular de acordo com as condig¢des do cultivo (PORTUGAL, 2010).

A taxa de crescimento das microalgas € influenciada por varios fatores como a
intensidade luminosa, o fotoperiodo, a temperatura, o pH, a salinidade, a concentracao
dos nutrientes, a agitacdo do meio, o tamanho do inéculo, a natureza do meio de cultura,
a precipitacdo, a evaporacao e a contaminacdo (SOARES, 2000). De acordo com este
mesmo autor, dentre os parametros mais relevantes podemos destacar a luz como um
fator fundamental, sendo fonte de energia para a fotossintese. A radiacdo utilizada na
fotossintese pelos pigmentos fotossintetizantes presentes nas microalgas, esta dentro do
espectro visivel da luz (400-700 nm). A intensidade luminosa, o fotoperiodo e o
comprimento de onda tém influéncia direta sobre o crescimento das mesmas. Assim,
variagfes na intensidade luminosa influenciam as taxas de crescimento, o volume
celular, as necessidades nutritivas, a assimilacdo do nitrogénio, a atividade enzimatica e
a composicdo bioquimica. A temperatura minima para que ocorre a fotossintese é

variavel de acordo com cada espécie.

O tipo de meio, se estatico ou sob agitacdo também pode afetar as taxas de
crescimento. Cultivos realizados em meio sob agitacdo, em geral sdo benéficos ao
crescimento das microalgas, devido a distribuicdo homogénea de nutrientes e da luz, as
maiores trocas gasosas, e por evitar a formacdo de grumos e sedimentacdo das células.
As microalgas apresentam uma grande dependéncia do pH do meio de cultura. Cada
microalga apresenta um pH 6ptimo de cultura que se situa entre 7 e 8 (SOARES, 2000).

O crescimento das microalgas requer recursos minerais que estdo presentes no

meio. Nutrientes como carbono, nitrogénio, fdsforo, hidrogénio e oxigénio sao



necessarios para manutencéo e crescimento de culturas microalgais. Assim como calcio,
magnésio, enxofre e potassio, que devem estar presentes em quantidades relativamente
elevadas e por isso sdo chamados de macronutrientes. Ferro, manganés, cobre,
molibdénio e cobalto sdo exigidos em menor quantidade sendo assim chamados de
micronutrientes. A necessidade de cada nutriente varia de acordo com cada espécie
(GRAHAM, 2009).

As microalgas podem ser cultivadas de diferentes formas, divididos em dois
grupos: cultivos abertos e fechados. Os cultivos abertos podem ser subdividos em aguas
naturais (lagos e lagoas) e lagos artificiais. Enquanto os sistemas fechados sao
denominados fotobiorreatores. Os sistemas abertos sdo 0s que mais se assemelham com
0 habitat natural das microalgas realizados em tanques com 15 a 20 cm de profundidade
e com pas que promovem a aeracdo do cultivo. Esse modo de cultivar possui alguns
inconvenientes, como perdas por evaporacdo, contaminacdes e difusdo de CO,. Além
disso, necessita-se de grandes é&reas inundadas para que haja um crescimento
significativo de microalgas, uma vez que 0s tanques ndo podem apresentar grandes

profundidades, pois, isso dificulta a incidéncia luminosa (PULZ, 2001).

Os cultivos em fotobiorreatores fechados diferem dos cultivos abertos,
principalmente, pelo fato de tornar possivel o controle de diversos pardmetros
importantes, como temperatura, luminosidade, além da difusdo gasosa, a contaminacgao
e a evaporacao. Outra vantagem desse tipo de cultivo é a utilizacdo de fotobiorreatores

compactos, o que reduz as areas necessarias para o cultivo de microalgas (PULZ, 2001).

Os meios de cultura utilizados para a producdo de microalgas podem ser
completamente sintéticos, baseados em &guas naturais enriquecidas com minerais ou
aguas residuais, ricas em matéria organica e compostos azotados e fosfatados
(SOARES, 2000).

Dentre os modelos de cultivos existentes, na maioria das vezes & possivel
identificar as quatro fases de crescimento: 1) Fase lag ou adaptacdo; 2) Fase log ou
exponencial; 3) Fase estacionaria; 4) Fase de declinio ou morte celular (DERNER,
2006).



1.3 Aplicagdes de microalgas

Varios esforgos tem sido realizados na tentativa de melhorar os sistemas de
cultivo visando maior producédo de biomassa para aplicacdes industriais. Na aquicultura,
as microalgas sdo empregadas como fonte primaria de alimento para larvas, organismos
jovens e até de adultos de moluscos, bem como alimentos para crustaceos e peixes.
Também na aquicultura, a presenca das microalgas podem proporcionar a melhoria da
qualidade de &gua por meio da absorcdo de produtos nitrogenados tdxicos (amonia e
nitrito), desenvolvendo papel fundamental no balanco do oxigénio, do dioxido de

carbono e dos compostos nitrogenados, sobretudo a amonia (PORTUGAL, 2010).

Além de sua importancia na aquicultura, as microalgas também constituem
uma fonte de matéria prima para a industria farmacéutica. A espécie Dunaliella salina,
por exemplo, quando encapsulada é usada como fonte de producdo de B- caroteno,
glicerol e de proteinas e como medicamento por seus efeitos anticancerigenos
(SEBASTIEN; KLEIN, 2006).

As algas também sdo de grande valia dentro da inddstria alimentar,
farmacéutica e cosmética, podendo citar alguns exemplos, como o uso de algas
macroscopicas, que tém propriedades altamente nutritivas, possuindo altos teores de
vitaminas A, B1, B2, B6 e C, e ricas em potéassio, ferro, célcio e magnésio. Sdo também
utilizadas como suplementes nutritivos, como exemplo, Spirulina, Chlorella (vitamina
C) e Dunaliella (B-caroteno). Adicionalmente os pigmentos f-caroteno e astaxantina,
produzidos a partir da Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis, respectivamente,
substituem substancias quimicas e agentes corantes (SPOLAORE et al., 2006;
GOUVEIA et al., 2010).

Conforme dito anteriormente, as microalgas tem aplicacGes em diversas areas
da biotecnologia, além de serem altamente produtivas e apresentarem alta qualidade e
quantidade proteica. Desta forma, o cultivo de microalgas em larga escala em alguns
paises tem se estabelecido como atividade industrial, onde sua producgdo esta sob
responsabilidade de algumas empresas como Cyanothech (Figura 1.1), OceanNutrion e
InnovalG, as quais tem como objetivo a obtengédo de biomassa e extragéo de compostos
de interesse industrial (PORTUGAL, 2010). Também podemos citar o uso das
microalgas no tratamento de efluentes (DAL MAGRO et al., 2011) e na producdo de
bioetanol (COSTA; MORAIS, 2011).
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Figura 1.1 — Empresa Cyanothech

Fonte: Cyanothech, 2016.

As microalgas sdo também um recurso energético sustentdvel com um grande
potencial para fixacdo de CO,, producdo de biocombustiveis, produtos de extracdo
como carotenoides, acidos graxos poliinsaturados, biofertilizantes, vitaminas e enzimas.
Essas caracteristicas vantajosas e de grande interesse econémico destacam a
importancia de desenvolver pesquisas relacionadas a tecnologia de cultivo de
microalgas (PORTUGAL, 2010).

1.4 Chlorella

Dentre as microalgas mais estudadas, encontram-se as do género Chlorella. Este
género apresenta inumeras aplicagdes comerciais e podem ser cultivados em condi¢des

autotroficas, heterotréficas e mixotroficas (WAN et al., 2011).

O género Chlorella possui a capacidade de se adaptar a diversas condi¢Ges
ambientais e nutricionais. Podem ser encontrados em lagoas e lagos, colonizando o solo
ou como simbiontes em protozoarios ciliados (WEHR; BAINHA, 2003). Apresentam
forma de vida unicelular ou colonial (KLOCK, 2010).

De acordo com os estudos taxondmicos e bioquimicos, as microalgas podem
apresentar as seguintes formas de metabolismo (Figura 1.2): (1) autotréfico: quando a
energia é obtida de fonte luminosa e o carbono de fonte inorganica, pela fotossintese;
(2) heterotrofico: quando a energia e o carbono sdo obtidos de fonte organica externa,
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em geral pela oxidacdo de acuUcares; (3) mixotrofico: quando a fotossintese e a oxidacdo
de compostos organicos ocorrem concomitantemente (BUMBAK et al., 2011; PEREZ-
GARCIA etal., 2011).

Figura 1.2 - Metabolismos das microalgas

FONTE DE LUZ

")

’V; D,

METABOLISMO
MIXOTROFICO

METABOLISMO
AUTOTROFICO

Fonte: Adaptado de Mariano et al., (2010).

1.5 Objetivo Geral
Com o presente estudo objetivou-se: conhecer a biodiversidade local de espécies
de microalgas e avaliar o crescimento de microalgas em diferentes condi¢des de cultivo,

verificados por meio de pardmetros cinéticos e concentragdo celular.

1.5.1 Objetivos Especificos

Conhecer a biodiversidade e coletar informaces a respeito de espécies de

microalgas no municipio de Bonito-MS;

Estudar o metabolismo heterotréfico da microalga Chlorella vulgaris e o tipo

de fonte de carbono que contribui mais com seu crescimento;

Estudar o crescimento da microalga Chlorella sorokiniana em meio Basal Bold
sob diferentes formas de cultivo.
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2 BIOPROSPECCAO DE MICROALGAS DE AGUA DOCE NA
REGIAO DE BONITO, MS

2.1 Introducao

O municipio de Bonito, localizado no estado de Mato Grosso do Sul situa-se a
265 km da capital do Estado (Campo Grande), é o principal municipio que integra o
complexo turistico do Parque Nacional da Serra da Bodoguena. A vegetacdo do
municipio revela o dominio do Cerrado nas fisionomias arborea densa, gramineo-
lenhosa, e apresenta contato com Floresta Estacional e Floresta Estacional Decidual.
Conta com o Parque Nacional da Serra da Bodoquena, criado em novembro de 2000,
com 76.400 ha. O Municipio de Bonito pertence a Bacia Hidrografica do Paraguai, Sub-
bacia do Miranda. Os rios da regido tem origem em rochas calcérias. Em Bonito, 0s rios
possuem caracteristicas peculiares: como a transparéncia das aguas. As aguas cristalinas
ocorrem devido a geologia da regido rochosa e principalmente pela presenca do calcario
(COMTUR, 2016).

Uma longa e complexa combinacdo de processos geoldgicos e evolutivos
fizeram das nascentes da regido sistemas naturais de elevada biodiversidade, com alto
grau de unicidade e beleza cénica. A formacdo geoldgica do Planalto da Bodoquena
explica parte da plasticidade das surgéncias. Estudos mostram que o subsolo do planalto
é formado por rochas calcérias puras, originadas ha 550 milhdes de anos. A pureza e a
antiguidade das rochas tornam as aguas limpidas (BOGGIANI et al., 1999). O calcério
dissolvido na &gua absorve e decanta as poucas impurezas restantes, tornando a agua
mais cristalina ainda. Em alguns locais, a visibilidade debaixo da dgua chega a 60 m de
profundidade, uma das aguas mais transparentes do mundo (SABINO; ANDRADE,
2002).

O desenvolvimento geomorfoldgico associado a este terreno calcario €
conhecido como carste ou fenbmeno carstico. Esse fenbmeno caracteriza-se pela
dissolugdo das rochas calcérias expostas e a consequente formagdo de feicdes
diferenciadas de relevo. Destacam-se neste ambiente, cavernas, abismos, dolinas,
condutos subterraneos, sumidouros, ressurgéncias e olhos d’agua (ALMEIDA, 2005;
BOGGIANI, 1999).
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A rica biodiversidade da regido da Serra da Bodoquena € resultado de anos de
evolucdo bioldgica. Uma complexa combinacgdo de fatores naturais permite que plantas
aquaticas, peixes e toda sorte de invertebrados coexistam em nascentes de &guas
absolutamente cristalinas (Figura 2). Em conjunto, os organismos formam uma
intrincada trama de vida, que conecta desde uma alga unicelular até os grandes
predadores dos rios (SABINO, 2002).

Figura 2 - Nascente do rio Sucuri

Fonte: Sabino, 2002.

Este ambiente possui uma grande riqueza em recursos naturais, sendo o local de
moradia de diferentes espécies de animais, portanto & necessario preserva-lo para
manter suas caracteristicas e sua biodiversidade. A preocupacdo com as questdes
ambientais tem se tornado cada vez mais evidentes em funcdo da demasiada utilizacédo
de recursos naturais em processos produtivos, acarretando assim, a poluicdo desses
recursos pelas inddstrias (BARCELLOS et al., 2009). O uso de técnicas baseadas em
processos bioldgicos tornou-se uma alternativa interessante no combate a poluicdo e na
geracdo de novos produtos, uma vez que esses processos utilizam-se do metabolismo
microbiano para degradar e remover poluentes (GADD, 2009), bem como, para
transformar matérias primas gerando produtos menos nocivos ao meio ambiente. Nesses
processos, existe uma gama de micro-organismos atuantes, como bactérias (CHEN et
al., 2009), fungos (AKAR; TUNALLI, 2006) algas e microalgas (SARAVANAN et al.,

2009). Neste contexto, o destaque tem sido dado as microalgas de diversas especies,
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onde podemos citar alguns exemplos ja utilizadas no tratamento de efluentes e na
biossor¢cdo de metais toxicos (MEZZOMO et al., 2010; DAL MAGRO et al., 2011), na
biofixacdo de CO, (MORAIS; COSTA, 2007) e na producdo de biocombustiveis (XU;
MlI, 2011).

Neste sentido, as microalgas vém sendo isoladas do ambiente e cultivadas para
diversos fins, ndo s6 com objetivo de recuperacdo ambiental e ecolégica, como também
para fins comerciais. Além disso, a biomassa das algas pode ter aplicacGes de interesse
econémico. Por meio do cultivo é possivel avaliar a ecofisiologia de espécies, a qual
ndo poderia ser observada e acompanhada em campo, tais como o ciclo de vida, a
plasticidade e a resposta das algas a diferentes variaveis ambientais, permitindo

inclusive auxiliar na sistematica bioldgica dos grupos (LOURENCO, 2006).

Para que seja possivel a realizacdo de estudos com microalgas, € necessario que
se faca a coleta das mesmas. Ao realizarmos a busca e a coleta local nos ambientes
aquaticos disponiveis da regido, diminui-se gastos com a compra de cepas de
microalgas ja isoladas, além de contribuir com informacdes a respeito da biodiversidade
local. Neste sentido, a bioprospeccdo de microalgas locais, com capacidade de se
adaptarem ao cultivo in vitro € o primeiro passo para a realizacdo de estudos mais

complexos e obtencao de matéria-prima algacea efetivamente viavel.

Adicionalmente, a bioprospeccdo de espécies é fator preponderante para o
conhecimento da biodiversidade local e desenvolvimento sustentavel, além de evitar a
introducdo de espécies oriundas de outras localidades, com riscos de introducdo de
espécies aldctones. A bioprospeccdo também contribui para a criacdo de colecbes de
cultivo de microalgas para a regido, suprindo dessa forma a demanda de organismos nos
mais variados segmentos da pesquisa cientifica (MENDES et al., 2012). Dessa forma
este estudo foi realizado com o objetivo de conhecer a biodiversidade de espécies de

microalgas no municipio de Bonito-MS.
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2.2 Material e métodos

As coletas foram realizadas no municipio de Bonito-MS, em duas lagoas da
regido (21°02'18.9"S 56°3323.7"W) e (21°02'21.0"S 56°33'04.3"W). Ambas as lagoas
sdo cercadas por vegetacGes, gramineas, arbustos e arvores, o solo da regido € calcério e
pedregoso, as lagoas possuem vegetacdo em seu interior e agua variando de cristalina
para turva. As amostras foram coletadas em garrafas Pet de 500 mL e armazenadas em
uma caixa térmica para serem transportadas ao laboratério de bioengenharia da UFGD.
As amostras foram entdo plaqueadas em meio Basal Bold (BISCHOFF; BOLD, 1963),
polimerizados com Agar, previamente esterilizados em autoclave (121°C, 15 min).
Apbs o plagueamento foram mantidos em estufa BOD (MA 415 Marconi), a 25°C, com
iluminacdo de 8 klux. Depois do crescimento das colonias, as mesmas foram repicadas
em novas placas estéreis para isolamento. O isolamento foi feito em repiques
sucessivos, com uma al¢a de platina, por meio da técnica de esgotamento por estrias.
Foi utilizado um microscopio Gtico para observacdo das microalgas e para verificacdo
da pureza das coldnias. Apo6s o isolamento das col6nias, as amostras foram cultivadas
novamente em erlenmeyers com meio Basal Bold liquido (Tabela 1, anexo) para
identificacdo. As culturas isoladas foram colocadas em placas de petri, com meio Basal

Bold polimerizado com Agar e armazenadas em estufa BOD a 3°C.

As espécies foram identificadas de acordo com suas caracteristicas
morfolégicas, tendo como base os bancos de dados de microalgas, Algae base, Culture
collection of autotrophic organisms, Algario online, e, referéncias da literatura,
trabalhos como o de Comas Gonzalez (1996), Fanés et al., (2009), Koméarek e Marvan
(1992), Menezes e Bicudo (2006; 2008), Round (1990), Mendes et al., (2012), Godinho
et al., (2010), Ramos et al., (2012). As imagens foram obtidas com o auxilio do

microscopio otico.

2.3 Resultados e discussao

Como resultado da bioprospecc¢éo, a partir das amostras coletadas isolou-se sete
taxons de microalgas (Figura 2.1), quatro em nivel de género e trés em nivel de espécie,
sendo um da classe Trebouxiophyceae, cinco da classe Chlorophyceae e um da classe

Bacillariophyceae. As caracteristicas das microalgas sao descritas a seguir.
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Figura 2.1 — Microalgas bioprospectadas

Onde: 2.1A Chlorellasp; 2.1B Chlorococcum sp; 2.1C Coelastrum sp; 2.1D Desmodesmus brasiliensis; 2.1E
Desmodesmus communis; 2.1F Monoraphidium caribeum; 2.1G Nitzschia sp. Fonte: O autor.
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Classe Trebouxiophyceae

Familia Chlorellaceae

Chlorella sp (Fig. 2.1A)

Células jovens elipsoides e as adultas esféricas, isoladas ou em pequenos
aglomerados transitdrios. Cloroplasto Unico, parietal ocupando nem sempre a totalidade
da célula, presenca ou ndo de pirendide. Reprodugdo por 2-4-8 autdsporos. Autdsporos

elipticos.

Classe Chlorophyceae
Familia Chlorococcaceae

Chlorococcum sp (Fig. 2.1B)

Células esféricas com tamanhos variados, solitarias ou formando grupos, sem
mucilagem. Cloroplasto poculiforme ou em forma de uma esfera que preenche
internamente toda a célula. Com o aumento do material genético ocorre aumento no
tamanho e o cloroplasto assume a forma estrelar. Pirendide com capa de amido

descontinua. Vacuolos contrateis. Reproducao por zodsporos elipsoidais.

Familia Scenedesmaceae
Coelastrum sp (Fig. 2.1C)

Células esféricas, piramidal ou cubdide, pdlos conicos arredondados. Cendbios
esféricos, com células unidas diretamente por suas paredes. Cloroplasto Unico, parietal,
com pirendide. Reproducgdo assexuada. As células variam de forma desde esféricas,
elipsoides, tetraédricas até poligonais e podem possuir um nimero de apéndices mais ou
menos longos que as unem entre si. O Unico cloroplastidio existente em cada célula tem

a forma de copo (poculiforme) e um pirendide mais ou menos central.

Desmodesmus brasiliensis (Fig. 2.1D)

Células elipticas, pélos arredondados. Cendbios com quatro células alinhadas
linearmente. Parede celular com costelas longitudinais as vezes descontinuas.
Cloroplasto unico, parietal com pirenodide. Podem aparecer espinhos diminutos em volta

do cendbio ou nem aparecem.
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Scenedesmus quadricauda / Desmodesmus communis (Fig. 2.1E)

Cendbios com quatro ou mais células alinhadas linearmente, raramente 32
células dentro do cendbio. Células elipticas, polos arredondados obtusos/ truncados,
diferenciados pela presenga de espinhos, respectivamente em suas extremidades,
geralmente quatro espinhos.

Desmodesmus communis € mundialmente conhecida e amplamente distribuida
geograficamente sob a combinacdo Scenedesmus quadricauda (Turpin) Brébisson sensu
Chodat (1913, 1926), a qual foi substituida por Hegewald (1977) por S. communis
Hegewald e, posteriormente, por Hegewald (2000) por D. communis Hegewald.
Caracteristicas bastante variaveis nesta espécie sdo as dimensdes das células e dos
espinhos. Hegewald (2000) prop6s a nova combinacdo de D. communis e nela incluiu a
maior parte das variedades taxondmicas de S. quadricauda, onde permanece até os dias

atuais sem qualquer outra mudanga.

Familia Selenastraceae
Monoraphidium caribeum (Fig. 2.1F)

Células solitérias, arqueadas em um semicirculo, ligeiramente afilado nas
extremidades; cloroplasto parietal e sem pirenoides. A espécie € cosmopolita e é

encontrada principalmente no plancton e perifiton de ambientes aquéticos eutroficos.

Classe Bacillariophyceae
Familia Bacillariaceae

Nitzschia sp. (Fig. 2.1G)

Forma cilindrica com os é&pices arredondados. Dois plastidios dispostos

simetricamente, sendo um em cada lado do plano medial transapical.

As espécies aqui estudadas demoraram bastante tempo para se adaptarem as
condicGes de cultivo em laboratério, devido ao fato do meio de cultivo ndo representar
as condicOes especificas do habitat natural das microalgas, que por sua vez possui
caracteristicas proprias e que em laboratorio é dificil reproduzir fielmente as mesmas
condigbes. E importante também salientar que cada espécie tem suas exigéncias

nutricionais.
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Todas as espécies aqui apresentadas conseguiram se desenvolver no meio de
cultivo, porém, nem todas as espécies encontradas nas lagoas foram passiveis de

adaptacao as condices in vitro de cultivo.

As aguas da regido apresentam alta concentracdo de carbonato de célcio, estando
sujeitas a receber fragmentos de rochas existentes na superficie que sedimentam na
agua. Por outro lado, o pouco que entra em suspensdo, logo é depositado pela
precipitagdo do carbonato. Esta caracteristica torna a 4gua dos rios muito limpida, o que
favorece a atividade bioldgica (BOGGIANI, 1999).

Né&o sao relatados com frequéncia estudos envolvendo a coleta e identificacdo de
microalgas na regido do Mato Grosso do Sul, o que dificulta o conhecimento da
biodiversidade local no &mbito de espécies promissoras de microalgas, que podem ser
melhor estudadas para posteriores aplicacGes de interesse industrial. Mendes et al.,
(2012) relatam em seu trabalho a necessidade da criacdo de novas colecBes de
microalgas, visto que, regides como norte e centro-oeste Sdo as mais carentes neste

aspecto.

2.4 Conclusao

Foram isolados sete taxons de microalgas, quatro em nivel de género e trés em
nivel de espécie. Concluindo dessa forma que no municipio de Bonito-MS, existem

microalgas passiveis de cultivo em condigdes in vitro.
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3 CULTIVO HETEROTROFICO DE Chlorella vulgaris EM
DIFERENTES FONTES DE CARBONO

3.1 Introducéo

Uma das espécies de microalgas mais estudadas é a Chlorella vulgaris, sendo
cultivada desde 1960 no Japéo, sendo que, em 1980, ja existiam aproximadamente 26
fabricas de grande escala na Asia, produzindo cerca de 1000 Kg de biomassa por més
(SPOLAORE et al., 2006).

A Chlorella vulgaris tem composi¢do celular média de aproximadamente 20%
de gordura, 45% de proteina, 20% de carboidrato e 10% de minerais e vitaminas
(PHUKAN et al., 2011) e também pode acumular pigmentos como clorofila a e b, B-
caroteno e xantofilas. A sua forma de reserva de carbono intracelular é o amido (KLOK,
2010).

Segundo Azma et al., (2011), a capacidade de crescer heterotroficamente esta
presente em varios géneros de microalgas e tem relacdo principal com as seguintes
caracteristicas: (1) permeabilidade celular a fonte de carbono organica, (2) transporte
ativo da fonte de carbono organico e (3) fatores enzimaticos presentes no interior da

célula.

Além da capacidade de oxidar compostos organicos presentes no meio externo e
producdo em larga escala, de acordo com Bumbak et al., (2011) é desejavel que as cepas
apresentem caracteristicas como, capacidade de oxidar uma fonte de carbono organico
com baixo custo de producdo, se possivel, esterilizavel. Adaptar-se rapidamente as
condicdes de cultivo, ou seja, possuir fase lag curta, apresentar taxas de crescimento
especifico compativeis com a producdo em larga escala em curto espaco de tempo, pois,
cepas com altas taxas de crescimento especifico tendem a se sobrepor em relagdo a
outros microrganismos que possam contaminar o sistema de cultivo. Também é
necessario apresentar alta taxa de sobrevivéncia e conservar suas caracteristicas apos
cultivos sucessivos, ou apds periodos de armazenamento a baixas temperaturas. Outros
fatores importantes é a possibilidade de serem cultivadas em biorreatores
convencionais, ja desenvolvidos para outros microrganismos, como as leveduras.

Resistir aos estresses mecanicos (hidrodindmico) e quimicos impostos pelo sistema de
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producdo, resistir ao processo de colheita adotado durante a producdo e ndo serem

toxicas, no caso do produto ser um composto para fins alimentares.

Segundo Isleten-Hosoglu et al., (2012), microalgas do género Chlorella séo as
que apresentam maior potencial para a producdo heterotréfica em larga escala. Xu et al.,
(2006), também relatam a capacidade do género Chlorella de se adaptar as condi¢des do

cultivo, podendo crescer autotréfica, heterotréfica e mixotroficamente.

A utilizacdo do metabolismo heterotréfico é questionada no sentido de ser
necessaria a adicdo de uma fonte de carbono organica para o crescimento da microalga,
0 que pode acarretar custos adicionais (FENG et al., 2011; LIANG, 2013). A glicose, 0

acetato e o glicerol sdo as fontes de carbono mais utilizadas (BONINI, 2012).

O objetivo deste estudo foi conhecer o metabolismo heterotrofico da Chlorella

vulgaris e o tipo de fonte de carbono que contribui mais com o seu crescimento.

3.2 Material e métodos

A microalga utilizada foi a Chlorella vulgaris. Os testes foram realizados
utilizando-se dois meios de cultura para o cultivo da microalga, meio Basal Bold
(BISCHOFF; BOLD, 1963) (Tabela 1, anexo). E meio NPK (Tabela 2, anexo) de baixo
custo, preparado a partir do fertilizante quimico N:P:K (20:5:20) de acordo com

Sipauba-Tavares e Rocha (2003). Ambos esterilizados em autoclave (121°C, 15 min).

Os pré-inoculos foram preparados em frascos erlenmeyer de 250 mL, com 0s
dois meios de culturas citados anteriormente. Ap0s esterilizacdo foram mantidos em
estufa BOD (MA 415 Marconi) equipada com agitador rotatério orbital a 200 rpm e
fotoperiodo de 24 horas com 8 klux, durante 7 dias a 25°C. Os pré-inéculos sdo
necessarios para garantir a viabilidade das células e adaptacdo ao modo de cultivo. O
pH dos cultivos manteve-se em torno de 6-7, por ndo sofrem grande variacdo, nao

houve necessidade de ajuste.

As microplacas foram preparadas com os dois meios (250 pL) testados, sendo
adicionado nos pogos 50 uL do pré-indculo no meio Basal Bold e 0 mesmo valor para o

meio NPK. Foram avaliados 0s seguintes tratamentos com trés repeti¢Ges cada:
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- Meio BB (sem fonte de carbono);

Tratamento 01 = Meio BB + glicose (10 g.L™);
Tratamento 02 = Meio BB + frutose (10 g.L™);
Tratamento 03 = Meio BB + sacarose (10 g.L™);
Tratamento 04 = Meio BB + glicerol (10 g.L™);
Tratamento 05 = Meio BB + acetato de sédio (10 g.L™%).

- Meio NPK (sem fonte de carbono);

Tratamento 06 = Meio NPK + glicose (10 g.L™);
Tratamento 07 = Meio NPK + frutose (10 g.L™);
Tratamento 08 = Meio NPK + sacarose (10 g.L™);
Tratamento 09 = Meio NPK + glicerol (10 g.L™);
Tratamento 10 = Meio NPK + acetato de sodio (10 g.L™).

Os tratamentos foram organizados de acordo com a Figura 3.
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Figura 3 — Disposicdo dos tratamentos na microplaca
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Onde: (BB) = meio BB sem fonte de carbono; (1) = Meio BB + glicose; (2) = Meio BB +
frutose; (3) = Meio BB + sacarose; (4) = Meio BB + glicerol; (5) = Meio BB + acetato de sédio; (NPK) =
fertilizante NPK sem fonte de carbono; (6) = Meio NPK + glicose; (7) = Meio NPK + frutose; (8) = Meio
NPK + sacarose; (9) = Meio NPK + glicerol; (10) = Meio NPK + acetato de sédio.

A microplaca foi mantida dentro da leitora durante todo o experimento, evitando
contato com luz externa, para manter as condicdes heterotroficas. As leituras de
absorbancia foram feitas em leitora de microplacas Biochrom modelo Anthos Zenyth
200rt (Figura 3.1, anexo). A leitura foi realizada no comprimento de onda de 670 nm, a
cada 30 segundos, durante 65 horas a 25°C.

A fase exponencial de crescimento foi identificada pela regido linear sobre In da
absorbancia (ABSg70) em funcdo do tempo de cultivo. A partir dos dados de absorbancia
calculou-se a velocidade especifica maxima de crescimento (MUmax) € O tempo de
duplicacgéo (TD).

Os valores de absorbancia medidos foram convertidos em valores de
concentracdo celular, por meio de uma relacdo linear (unidades de densidade Optica por

concentracdo de células), obtendo assim um fator de converséo.
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3.3 Resultados e discussao

Comparando as velocidades especificas maximas de crescimento (Umax), €Ntre as
fontes de carbono estudadas (Tabela 2.1), pOde-se observar que os cultivos de
microalgas suplementados com glicose apresentaram maiores valores de pmax, sendo
observado no meio Basal Bold 0,030 h™, e no meio NPK 0,016 h™. As microalgas
crescidas em meio NPK apresentaram este mesmo valor 0,016 h™* quando suplementado
com sacarose. Outro estudo com microalgas cultivadas em diferentes fontes de carbono
também apresentou maiores velocidades méximas de crescimento em cultivos
heterotréficos suplementados com glicose, 0,042 h™* para Chlorella vulgaris e 0,09 h™
para Aphanothece microscopica Nagelil (BONINI, 2012). Gao et al., (2010) também
obtiveram em cultivos de Chlorella protothecoides suplementados com glicose

resultados de velocidade méxima especifica de crescimento de 0,033 h™.

Para a concentragdo celular o maior valor também foi observado nos cultivos

com glicose, cerca de 403,5 x 10% cél.mL™.

Tabela 2.1. Parametros cinéticos dos cultivos com Chlorella vulgaris em diferentes
fontes de carbono em meio Basal Bold e meio NPK.

Tratamento Umax (W) R? TD (h) ABS max. Conc. cel. (x 10* cél.mL™)
BB 0,020 0,968 34,145 0,31 164,61
BB+Glicose 0,030 0,090 23,260 0,76 403,56
BB+Frutose 0,015 0,041 45,304 0,71 377,01
BB+Sacarose 0,0202 0,0831 34,314 0,65 345,15
BB+Glicerol 0,0117 0,0825 50,243 0,51 270,81
BB+Acetato 0,013 0,986 53,319 0,53 281,43
NPK 0,012 0,0138 57,762 0,24 127,44
NPK+Glicose 0,0164 0,0461 42,265 0,52 276,12
NPK-+Frutose 0,0118 0,0828 58,741 0,5 265,5
NPK+Sacarose 0,0166 0,0835 41,756 0,5 265,5
NPK+Glicerol 0,0103 0,9774 67,296 0,42 223,02
NPK+Acetato 0,0154 0,0897 45,010 0,52 276,12

Onde: Pmax: Velocidade especifica maxima de crescimento; R?: regressdo linear; TD: tempo de duplicacio; ABS max: absorbancia
méxima alcangada; Conc. cel.: Concentracéo celular (Fator de conversdo = 531).

Os maiores valores de Wmax encontrados nos cultivos com glicose, séo
justificados pelo fato de que em condicbes heterotroficas, a glicose € metabolizada

principalmente pela via das pentose-fosfato, ao invés da glicolise (PEREZ-GARCIA et
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al., 2011). O maior fluxo metabodlico da via das pentose-fosfato pode explicar a maior
velocidade de crescimento das microalgas quando cultivadas heterotroficamente na
presenca de glicose. Yang et al., (2000) verificaram que o cultivo heterotrofico de
Chlorella pyrenoidosa gerou mais ATP a partir do fornecimento de glicose do que

cultivos autotréficos e mixotroficos com energia fornecida pela luz.

Pbde-se observar através da curva de crescimento (Figura 3.2) que as microalgas
cultivadas em meio BB contendo frutose e glicose como fonte de carbono apresentaram
uma taxa de crescimento inicial semelhante. No entanto, apos 35 horas de cultivo as
microalgas cultivadas em meio contendo glicose apresentaram maior taxa de
crescimento. Geralmente as taxas de respiracdo e crescimento celular tendem a ser
melhores em meios contendo a glicose, do que em relacdo a outras fontes de carbono.
Isto ocorre porque a glicose libera mais energia por mol do que outras fontes, por
exemplo, o acetato libera 0,8 kJ moL™, enquanto que a glicose libera 2,8 kJ moL™
(PEREZ-GARCIA et al., 2011).

Figura 3.2 — Cultivo de Chlorella vulgaris em meio BB com diferentes fontes de carbono.
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Seguido da glicose e frutose, os cultivos de microalgas com sacarose
apresentaram a segunda maior velocidade maxima especifica de crescimento, com 0,020

h™ em meio BB e 0,0166 h"t em meio NPK. Este resultado é semelhante ao encontrado
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por Gao et al., (2010), estes autores observaram pmax €m torno de 0,019 h™ em seus

ensaios com sacarose, porém a espécie utilizada foi a Chlorella protothecoides.

As microalgas cultivadas em meios suplementados com frutose apresentaram
valor de velocidade maxima especifica de crescimento de 0,015 h™ para o meio BB e
0,011 h™* para o meio NPK. Cerén et al., (2005), ao avaliar o crescimento heterotréfico
de Phaeodactylum tricornutum em diferentes substratos encontraram valor proximo ao
obtido neste experimento, cerca de 0,012 h™*. Utilizando a mesma fonte de carbono Gao

et al., (2010) encontraram valores de 0,017 h™ para Chlorella protothecoides.

Os cultivos de microalgas suplementados com glicerol e acetato apresentaram
valores de pmax de 0,011 h™ e 0,013 h%, respectivamente para 0 meio BB e 0,010 h e
0,015 h™ para 0 meio NPK. Bonini (2012) também encontrou em seus resultados
valores baixos para Chlorella vulgaris, 0,09 h™* cultivadas em glicerol e 0,007 h™ em
acetato. Ja Chen (2011), obteve um valor maior em seus cultivos de Chlorella
protothecoides em glicerol 0,029 h™. Lee (2001) encontrou um valor préximo ao
encontrado neste estudo, 0,014 h™* para Haematococcus pluvialis cultivada em acetato.

A utilizacdo de sacarose como fonte de carbono é uma alternativa para
diminuicdo do custo de producdo de biomassa, uma vez que a glicose, a principal fonte
utilizada possui alto valor comercial. Porém, é necessario que as microalgas possuam a
enzima invertase para a realizacdo da hidrélise da sacarose para posterior assimilacdo
(PEREZ-GARCIA et al., 2011). O glicerol é assimilado e convertido a piruvato pela via
glicolitica, o qual segue para o ciclo do &cido tricarboxilico. Logo, a assimilacdo de
glicerol esta condicionada a uma disponibilidade de oxigénio maior, devido a etapa de
fosforilacédo oxidativa, do que em cultivos com glicose, o que pode explicar em partes as
menores velocidades de crescimento. Além disso, a via das pentose-fosfato parece ser
inibida quando o glicerol é a Gnica fonte de carbono, o que sugere periodo de adaptacdo
e velocidades menores pela via glicolitica (BONINI, 2012). J& o acetato, carreado pela
coenzima A, é geralmente oxidado metabolicamente pelos ciclos do glioxalato e do
acido tricarboxilico, sendo que os principais intermediarios de ambas as vias sdo 0s
mesmos metabdlitos. O metabolismo via ciclo do glioxalato exige a sintese de
determinadas enzimas, como a isocitrato liase e malato sintase, o que pode explicar a
fase de adaptacdo verificada neste cultivo (PEREZ-GARCIA et al., 2011). Estas

afirmacdes explicam o fato das microalgas apresentarem um tempo mais longo durante
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a fase de adaptacdo (Figura 3.2), nos tratamentos com sacarose, glicerol e acetato, do
que em relacdo aos demais tratamentos. Porém, nos cultivos com meio NPK (Figura

3.3) ndo foi possivel observar estas fases de adaptacao.

Figura 3.3 — Cultivo de Chlorella vulgaris em meio NPK com diferentes fontes de carbono.
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Microalgas cultivadas em meio BB e NPK, sem adicdo de fonte de carbono
apresentaram um aumento no valor de absorbancia, explicado pelo fato de que os
flashes emitidos pelo equipamento nos momentos da leitura, provavelmente
desencadearam a fotossintese. No entanto, por algum outro fator limitante, ndo foi
observado crescimento continuo e as microalgas mantiveram seu crescimento em fase
estacionaria. Em um experimento realizado por Emerson e Arnold (1932), os autores
verificaram que flashes de luz de aproximadamente 0,1 s, s&o suficientes para que as
etapas enzimaticas do processo de fotossintese fossem completadas antes da chegada do

flash seguinte.

Levando em consideracdo que os flashes de luz sdo suficientes para desencadear
a reacdo de fotossintese através da emisséo da luz do equipamento, observou-se que as
microalgas ndo apresentaram taxas de crescimento superiores. Podemos supor entdo,

que ocorreu limitagdo de CO, necessario nas reacdes de fotossintese. A limitacdo de
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CO;, pode ter ocorrido devido ao equipamento possuir um pequeno espaco em seu
interior e este é mantido fechado durante todo o experimento, dificultando assim a
circulacdo de gases presentes no ambiente. De acordo com Ishida et al., (2000) a adi¢éo
de CO, no meio de cultivo pode aumentar em até sete vezes a multiplicacdo celular
enquanto que a reducdo da disponibilidade de carbono pode limitar o crescimento

microalgal.

Se compararmos o cultivo heterotréfico, com glicose como fonte de carbono,
com cultivos autotréficos encontrados na literatura, podemos observar que o valor aqui
encontrado, 403,5 x 10* cél.mL™, foi maior do que nos cultivos de Chlorella sp,
realizados por Silva (2011), que obteve uma valor de 198 x 10* cél.mL™ em meio Basal
Bold, e maior também que em Thalassiosira weissflogii encontrado por Portugal (2010),
que foi de 52 x 10* cél.mL™. J4 Ribeiro (2015), encontrou valores maiores, 743 x 10*
cél.mL™ com Chlorella sorokiniana, em meio Basal Bold. O cultivo heterotréfico
possui a desvantagem de um custo mais elevado, porém, quando comparado ao cultivo
autotrofico, induz as microalgas a sintetizarem maiores quantidades de lipideos e
carboidratos (MIAO; WU, 2006; XU et al., 2006).

Dentre os meios de cultivos aqui testados, as microalgas apresentaram nos
tratamentos do meio Basal Bold os maiores valores de velocidade especifica maxima de
crescimento, estes resultados concordam com os encontrados por Ribeiro (2015), que ao
estudar diferentes meios de cultivo, também obteve os melhores resultados nos cultivos
em que utilizou o meio Basal Bold. Segundo Perez Garcia et al., (2011), a adicdo de
moléculas organicas nos meios de cultivo, pode ser utilizada como estratégia para
aumentar as taxas de crescimento e obter altas concentracGes celulares de microalgas,

devido a sua incorporacdo no periodo escuro.

3.4 Concluséao

Concluiu-se que as microalgas apresentaram maior taxa de crescimento em meio
Basal Bold, suplementado com glicose. Em meio NPK, a maior taxa de crescimento

tambem ocorreu em meio suplementado com glicose.

Concluiu-se que, entre os dois meios utilizados para o cultivo da microalga
Chlorella vulgaris, o meio Basal Bold é mais eficiente, pois induziu maior valor de

velocidade especifica maxima de crescimento (0,030 h™).
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4 AVALIAQAO DA INFLUENCIA DOS SAIS DE MEIO BASAL
BOLD NO CRESCIMENTO DA MICROALGA Chlorella sorokiniana

4.1 Introducéo

O estudo do cultivo de microalgas é importante para incrementar o
conhecimento da biologia das diferentes espécies, favorecendo posterior producdo em
ambientes controlados. O desenvolvimento de formulagdes, meios de cultura
adequados, permitirdo a obtencdo de um crescimento 6timo de cada espécie. Neste
sentido, o objetivo de toda cultura de microalga é a maximizacdo da conversdo dos
produtos fotoassimilados para a producdo de material organico em larga escala
(SIPAUBA-TAVARES, 2009).

Uma das microalgas com grande potencial biotecnolégico é a Chlorella
Sorokiniana. O género Chlorella possui a capacidade de se adaptar a diversas condicdes
ambientais e nutricionais (WEHR; BAINHA, 2003). A sua forma de reserva de carbono
intracelular € o amido. No entanto, algumas espécies de microalgas podem acumular
lipidos, sob condi¢cBes ambientais adversas. Este fendmeno esta relacionado com o
stress nutritivo, geralmente caracterizado pela falta de nitrogénio ou fésforo (KLOK,
2010).

Estudos relacionados aos cultivos de microalgas em grande escala tém dado
énfase ao metabolismo autotréfico. No entanto, estes microrganismos apresentam
grande versatilidade metabdlica, a qual reflete as diversas condi¢Ges dos habitat onde
podem ser encontrados. Em muitas ocasifes, 0s habitat naturais das microalgas
apresentam condi¢des inadequadas para fotossintese, principalmente em relacdo a
luminosidade. Dessa maneira, durante a evolucdo das microalgas, diferentes formas de
metabolismo foram selecionadas a fim de sustentar a sua manutencéo e até mesmo o seu
crescimento (BRUTEMARK; GRANELLI, 2011; JEONG et al., 2010).

Esta diversidade metabdlica das microalgas deve ser considerada durante o
desenvolvimento dos sistemas de cultivo. Por isto, além dos cultivos autotroficos, nos
ultimos anos tem despontado estudos que destacam sistemas de cultivo heterotrofico e
mixotrofico para producdo destes microrganismos. A escolha do melhor sistema para

producéo dependera do objetivo do cultivo, bem como das caracteristicas da microalga.
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Cada sistema apresenta vantagens, desvantagens e desafios tecnoldgicos proprios
(ANGELO, 2014).

Neste sentido este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar o crescimento
da microalga Chlorella sorokiniana em meio Basal Bold em diferentes formas de

cultivo.

4.2 Material e métodos

A microalga utilizada nos experimentos foi a Chlorella sorokiniana CTT 7727
obtida por meio da Fundacdo André Tosselo (Campinas, SP). Os pré-indculos foram
preparados e apds esterilizacdo foram mantidos em estufa BOD (MA 415 Marconi)
equipada com agitador rotatorio orbital a 200 rpm, fotoperiodo de 24 horas com 8 klux,
durante 7 dias a 26°C. Foram realizados cultivos de Chlorella sorokiniana em diversos
tratamentos, dispostos conforme a Tabela 3. Em todos os tratamentos utilizou-se
erlenmeyers de 250 mL com meio Basal Bold (BISCHOFF; BOLD, 1963). Os meios
foram esterilizados em autoclave (121°C, 15 min). As concentragdes iniciais de
microalgas dos cultivos foram de 17 x 10* cél.mL™, utilizando-se a Camara de
Neubauer para contagem. Todos os erlenmeyers foram tampados com algoddo para
facilitar as trocas gasosas. Foram realizados cultivos heterotroficos e autotroficos
(Figura 4, anexo). Os erlenmeyers dos tratamentos heterotréficos foram envoltos em
papel kraft para evitar qualquer contato com a luz, estes erlenmeyers foram mantidos
em estufa BOD a temperatura de 26°C com agitacdo de 200 rpm. Os cultivos
autotroficos foram mantidos nas mesmas condicdes, porém utilizando fotoperiodo de 24
horas com 8 klux.
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Tabela 3. Tratamentos para o crescimento de Chlorella sorokiniana.

Tratamentos Luz Fonte de carbono Pulso de sais Concentracéo
de meio BB de meio BB
1 X CO, - 1x
2* X CO, - 1x
3 - CO, - 1x
4 - CO, 2X 1x
5 - CO, - 3x
6 X CO, 2X 1x
7 X CO, - 3X
8 - Glicose(5 g.L™) - 1x
9 X Glicose(5 g.L™") CO, - 1x

Onde: (*) Sem agitacdo no meio; (x) Presenca; (-) Auséncia.

Somente o tratamento 2 ndo foi submetido a agitacdo. Os pulsos de sais de meio
Basal Bold utilizados nos tratamentos 4 e 6 estavam na concentracdo de 2x. Os pulsos
utilizados foram elaborados a partir do meio de cultivo Basal Bold, porém com o dobro
da concentracdo. Em cada pulso aplicado utilizou-se 10 mL do mesmo, sendo este
realizado nas fases de declinio celular dos cultivos. As amostras foram retiradas
periodicamente em cadmara de fluxo laminar para realizacdo da contagem e verificacdo
da concentracdo celular. Para os cultivos heterotréficos as amostras foram retiradas no
escuro. A contagem direta foi realizada em microscopio Otico usando Camara de

Neubauer, de acordo com o protocolo de Vega e Voltolina (2007).

Para determinar o consumo dos substratos dos tratamentos 8 e 9 retiraram-se
amostras periodicamente. As amostras retiradas foram centrifugadas em centrifuga de
bancada em 15000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi utilizado para determinar
0 substrato residual, por meio de UPLC Agilent 1290, equipado com coluna Rezex
ROA — Organic Acid H"(8%) (Phenomenex). A fase mdvel utilizada foi acido
trifluoroacético (TFA) a 0,005 M, a uma vazdo de 0,6 mL min™, com temperatura de
55°C e o volume injetado foi de 20 pL. Estes compostos foram detectados por um
refratdmetro diferencial Agilent 1260 (RID), acoplado a um modulo de aquisicdo de
dados (adaptado de FONSECA et al., 2013).
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A partir dos resultados com o tratamento 7, realizou-se mais uma avaliacéo,
onde foram testadas em condi¢des autotroficas, a capacidade de crescimento da
Chlorella sorokiniana em condic6es de concentracdo de 6x, 8x e 10x de meio Basal.

4.3 Resultados e discussao

Inicialmente objetivou-se estudar a importancia da agitacdo do meio de cultivo
no crescimento das microalgas. A Figura 4.1 apresenta os perfis de concentracGes
celulares da microalga Chlorella sorokiniana cultivada em meio Basal Bold (BB) nos

tratamentos 1 e 2 em condigdes autotréficas.

Figura 4.1 — Cultivo de Chlorella sorokiniana sob tratamentos 01, 02.
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Onde: Trat 01 (1xBB, luz, CO,); Trat 02 (1x BB, luz, CO,, estatico).

Verificou-se crescimento mais acentuado no cultivo realizado sob agitacdo do
que no cultivo estatico, em ambos 0s cultivos as microalgas tinham disponibilidade de
luz e CO, para realizagdo da fotossintese. Em cultivos autotrdficos, as células das
microalgas utilizam energia solar e CO, como fonte de carbono para realizacdo da
fotossintese (CHOJNACKA; MARQUEZ-ROCHA, 2004), desta forma, as microalgas
convertem a energia luminosa em biomassa (ERIKSEN, 2008).
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Durante a realizacdo do experimento em meio sob agitacdo, as microalgas
apresentaram uma velocidade maxima especifica de crescimento de 0,014 h™*, enquanto

gue em meio estatico um valor bem menor 0,0056 h™.

A partir dos resultados fica evidente a importancia da agitacdo dos meios de
cultivo, assim como relatado por Wu e Shi (2007) que tiveram problemas com a aeracéo
de seu sistema de cultivo e, como consequéncia, a produtividade final foi bem menor do

que o esperado.

Os maiores valores de crescimento encontrados para cultivos sob agitacdo sdo
justificados pelos beneficios que esta agitacdo proporciona para o cultivo. Estes
beneficios sdo relatados por Soares (2000), onde a agitacdo do meio permite a
distribuicdo homogénea das células e dos nutrientes dentro da cultura; melhoramento da
distribuicdo da luz e das células, permitindo que estas estejam fotossinteticamente
ativas; evita que as células sedimentem no fundo do recipiente de cultura, produzindo

uma estimulagdo do metabolismo celular; diminui a tenséo de oxigénio na cultura.

A partir dos resultados do primeiro teste realizaram-se todos 0s proximos

cultivos com agitacéo.

Na Figura 4.2 sdo apresentados os perfis de concentracBes celulares da
microalga Chlorella sorokiniana cultivada nos tratamentos 3, 4 e 5 em condigdes
heterotréficas sem fontes de carbono, onde objetivou-se estudar a contribuicdo das
reservas energéticas do inoculo inicial de microalgas na manutencdo de sua
sobrevivéncia nas novas condic@es de cultivo e a influéncia dos pulsos de sais de meio

no cultivo.
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Figura 4.2 - Cultivo de Chlorella sorokiniana sob tratamentos 03, 04 e 05.

40

30 H

25 | 4+

20 / y ¢—Trat 03

E ~@—Trat 04

15 .
1 '\\ Trat 05
10 SO

Cél.mL1x 10*

0 50 100 150 200 250 300

Tempo (Horas)

Onde: Trat 03 (1xBB, escuro, CO,); Trat 04 (1xBB, escuro, CO,, Pulso); Trat 05 (3xBB, escuro,

CO,); Setas: aplicacdo de pulsos de meio BB.

Em todos os tratamentos foram encontrados valores baixos de velocidades de
crescimento, no tratamento 3, 0,0031 h™%, no tratamento 4, 0,006 h™, e no tratamento 05,
0,0087 h™*, sendo o maior dentre os trés analisados. Em relagdo a curva de crescimento
destaca-se o tratamento 5, onde as microalgas apresentaram uma curva de crescimento
acentuada logo no comec¢o do cultivo, atingindo pico méxima cerca de 50 horas. O
tratamento 5 estava com uma concentracdo de meio Basal Bold 3x, por isso obteve uma
curva acentuada logo no inicio do cultivo por possuir maior disponibilidade de sais
minerais para o seu crescimento. As microalgas, ao utilizarem suas reservas energeéticas
para se desenvolverem, e com uma populacdo um pouco maior que o0s demais
tratamentos, consumiram 0s sais minerais, e entdo entraram em fase de declinio celular.
Segundo Doran (2005), a densidade de microalgas aumenta exponencialmente até que
ocorra 0 esgotamento de alguns fatores limitantes. Um desses fatores podera ser a

concentragdo de nutrientes que diminuem ao longo do tempo.

45



Os trés tratamentos possuem fase de declinio celular semelhante, em torno de 48
horas, no tratamento 4 quando as microalgas entraram em fase de declinio celular foram
aplicados pulsos de meio Basal Bold, e apds a aplicacdo de pulsos, as microalgas
voltaram a se desenvolver devido a disponibilidade de mais nutrientes no meio, e ainda
pelo fato das microalgas possuirem reservas energeticas, ja& que ndo havia fonte de
carbono disponivel. Apds a aplicacdo do primeiro pulso as microalgas mantiveram-se
em fase de crescimento celular por cerca de 64 horas, entrando em fase de declinio
celular apos este periodo. Bidigare et al., (2005), relata que uma vez consumidos todos
0s recursos (nutrientes), as culturas acabam por morrer, a ndo ser que sejam fornecidos

novamente ao meio de cultivo.

Quando o segundo pulso foi aplicado no cultivo as microalgas retomaram o
crescimento, porém por um periodo de cerca de 40 horas, um tempo menor que 0
primeiro pulso pelo fato de o cultivo ter atingido uma concentracdo de microalgas um
pouco maior que no primeiro pulso e consumindo assim 0s sais mais rapidamente, ou

pelas suas reservas energéticas ja estarem comprometidas.

As microalgas do tratamento 3 como estavam com uma concentracao de meio
Basal Bold 1x, ao consumir 0s sais necessarios para manter o crescimento das células as
microalgas entraram em fase de declinio celular e por ndo receberam pulsos de sais e
sem fonte luminosa, sem fontes de carbono externa continuaram em fase de declinio

celular.

Na literatura encontramos como definicdo que as microalgas autotroficas sdo
capazes de oxidar compostos organicos para obter energia. O que difere estas
microalgas das heterotroficas € a origem destes compostos organicos; nas autotroficas o
carbono organico tem origem do processo interno de fotossintese, enquanto que nas
heterotroficas, o carbono organico é captado do meio externo (ANGELO, 2014). A
microalga Chlorella sorokiniana possui a capacidade de crescer tanto em condic¢oes
autotroficas quanto heterotréficas. Portanto pode obter o carbono tanto do meio interno

quanto externo.

Como citado na metodologia as microalgas cultivadas inicialmente no pré-
indculo estavam em condigdes autotroficas e depois foram passadas para os tratamentos

em condicdes heterotroficas sem fonte de carbono, possuindo apenas suas reservas
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energéticas acumuladas no cultivo autotrofico. Andrade et al., (2008) e Chisti (2007)
caracterizam as microalgas como micro-organismos fotossintéticos, que combinam agua
e dioxido de carbono atmosférico com luz solar para produzirem vérias formas de
energia para produzirem biomassa (polissacarideos, aminoacidos, proteinas,
carotenoides, lipidios e hidrocarbonetos). Sendo assim as microalgas acumulam em suas
células lipidios e outras moléculas durante a fotossintese, quando retiramos as
microalgas do cultivo autotréfico e passamos as mesmas para condi¢des heterotroficas
sem fontes de carbono, as microalgas utilizam-se destas reservas em suas células para

sobreviver as novas condicdes de cultivo.

Li et al., (2008) monitorando o crescimento celular de Chlorella sorokiniana em
diferentes formas de cultivo observou crescimento continuo quando as condic¢des de
crescimento no meio ja estavam desfavoraveis, concluindo que as microalgas

consumiram nitrogénio e moléculas de clorofila para suportar o crescimento das células.

O glicogénio é o principal carboidrato de reserva, podendo, assim como a
glicose exogena, ser convertido em glicose-6-fosfato e metabolizado via respiratoria. A
transferéncia das culturas para cultivo no escuro esta ligada a ativacao da via metabdlica
oxidativa. A glicose-6-fosfato também fica disponivel para armazenamento,

crescimento, divisOes celulares, sintese celular e respiracdo (FERREIRA, 2013).

Portanto as microalgas oxidam suas reservas energéticas na auséncia de luz na
tentativa de sobreviver e se multiplicar, porém como no meio de cultivo ndo estavam
presentes fonte de carbono para assimilacdo as microalgas acabam morrendo por falta

de energia ou por saturacdo do meio de cultivo.

Na Figura 4.3 sdo apresentados os perfis de concentracbes celulares da
microalga Chlorella sorokiniana cultivada nos tratamentos 1, 6 e 7 em condicdes
autotrdficas. Onde objetivou-se estudar e a influéncia dos pulsos de sais de meio no

cultivo.
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Figura 4.3 - Cultivo de Chlorella sorokiniana sob tratamentos 01, 06 e 07
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Onde: Trat 01 (1xBB, luz, CO,); Trat 06 (1xBB, luz, CO,, Pulso); Trat 07 (3xBB, luz, CO,); Setas:
aplicacéo de pulsos de meio BB.

As microalgas do tratamento 1 apresentaram valor de velocidade de crescimento
de 0,014 h™, no tratamento 6, 0,014 h™ e 0,017 h™ no tratamento 7. No tratamento 1 as
microalgas mantiveram-se em fase de crescimento celular até atingirem seu pico
maximo em cerca de 400 horas e ap0s esse periodo entraram em fase de declinio celular
por esgotamento dos nutrientes do meio de cultivo. Da mesma forma aconteceu com o
tratamento 6, porém o tratamento 6 apos atingir fase de declinio celular recebeu um
pulso de 10 mL meio Basal Bold. Apds a aplicacdo do pulso de meio as microalgas
retomaram o crescimento por cerca de 120 horas entrando em fase de declinio celular
novamente apOs consumir os nutrientes do meio. Um segundo pulso foi aplicado no
cultivo e com novos nutrientes no meio as microalgas retomaram o crescimento, porém
com uma populacdo de microalgas maior que no momento do primeiro pulso
consumiram 0s nutrientes com maior rapidez mantendo-se em fase de crescimento por

cerca de 72 horas e entrando em fase de declinio celular depois disso.
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Dentre os tratamentos analisados o tratamento 7 apresentou o maior valor de
Hmax 0,017 h™ e uma concentragdo celular (Figura 4.3) de 2100 x 10 cél.mL™, atingindo
seu pico méaximo de crescimento cerca de 576 horas. As microalgas do tratamento 7
foram cultivadas em meio Basal Bold com uma concentracao inicial de 3x, portanto as
microalgas tinham uma quantidade maior de nutrientes disponiveis para 0 Seu
crescimento além da disponibilidade de luz para realizacdo da fotossintese. Ao esgotar
0S nutrientes presentes no meio as microalgas mesmo com a disponibilidade de luz para
realizar a fotossintese ndo conseguem se desenvolver e entram em fase de declinio

celular.

Ao utilizarmos no comego do cultivo uma concentragdo de meio Basal Bold
inicial de 3x permitimos que as microalgas alcancem uma alta concentragéo celular com
bastante facilidade sem que seja necessario fazer manutencGes no meio de cultivo por
um periodo de 576 horas. E através da fotossintese que as microalgas fixam o carbono
necessario para a producdo de biomassa, logo a relacdo entre a sintese de material
organico como reflexo da producao fotossintética pode ser expressa principalmente pelo
incremento da populacdo algal (GRESSLER, 2011).

Ao compararmos os resultados (BB 3x) aqui obtidos, podemos encontrar na
literatura (Tabela 3.1) varios resultados em termos de pmax € concentracdo celular, onde

as microalgas foram cultivadas em meios de cultivo na concentragéo 1x.
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Tabela 3.1. Resultados encontrados na literatura para cultivos de microalgas.

Microalgas Conc. Cel. Hmax (D7) Meio de Condic6es de Autor(es)
(cél.mL™) cultivo cultivo
Chlorella sp 1,98x10° 0,268 Basal F250ml/Foto24h/  Silva, 2011
Bold(1x) 27 °C e areacdo
Dunaliella 6x10° 0,212 F2 medium Fotobiorreator Garcia, 2005
salina tubular/25 °C
Haematococcus 0,100 Basal F1L/Foto24h/ Dalay, 2006
pluvialis Bold(1x) 25 °C e aeragdo
Haematococcus 0,150 NPK F1L/Foto24h/ Dalay, 2006
pluvialis 25°C e aeragdo
Haematococcus 0,116 BG11 F1L/Foto24h/ Dalay, 2006
pluvialis 25 °C e aeragéo
Ankistrodesmus 30,2x10° 0,40 CHU,, F1,5L/Foto24h/  Tavares,2009
gracilis 22 °C e aeragéo
Ankistrodesmus 33,3x10° 0,36 M+NPK F1,5L/Foto24h/  Tavares,2009
gracilis 22 °C e aeragdo
Thalassiosira 52x10* 0,72 Guillard FAL/Foto24h/ Portugal,2010
weissflogii 20 °C e agitacdo
Chaetoceros 8,98x10° 0,60 Guillard F4L/Foto24h/ Portugal,2010
muelleri 20 °C e agitacéo
Isochrysis sp 12,93x10° 0,45 Guillard FAL/Foto24h/ Portugal,2010
20 °C e agitacéo
Scenedesmus 8x10° 0,42 NPK F500mL/Foto24h/ Krettle et al,
acuminatus 25°C e agitagdo 2016
Chlorella 10x10° 0,33 Basal F250mL/Foto24h/  Neste estudo
sorokiniana Bold(1x) 25 °C e agitacdo
Chlorella 21x10° 0,40 Basal F250mL/Foto24h/ Neste estudo
sorokiniana Bold(3x) 25 °C e agitacéo
Chlorella 3,18x10° 0,111 Dragone F6L/Foto24h/ Ribeiro, 2015
sorokiniana 25 °C e aeragéo
Chlorella 7,43x10° 0,234 Basal F6L/Foto24h/  Ribeiro, 2015
sorokiniana Bold(1x) 25 °C e aeragdo
Chlorella 2,65 x10° 0,064 NPK F6L/Foto24h/ Ribeiro, 2015
sorokiniana 25 °C e aeragao

Onde: Conc. Cel.: Concentracéo celular; tma: velocidade especifica maxima de crescimento; Condigdes
de cultivo: F(frasco); Foto(fotoperiodo).
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As concentracOes de BB utilizadas atualmente na concentragdo 1x ndo exploram
a capacidade méxima que pode-se obter em termos de concentracdo celular das
microalgas, neste trabalho observamos que na concentracdo de meio 3x obteve-se uma
concentracdo celular superior a todos os tratamentos com concentracdo de meio 1x aqui
estudados, sendo o mesmo resultado superior aos trabalhos encontrados na literatura,
como os de Silva (2011), Garcia (2005), Portugal (2010), Krettle et al., (2016) e Ribeiro
(2015), porém ndo sendo superior ao trabalho de Sipalba-Tavares (2009), que obteve
em seus resultados uma concentracéo celular de 30,2 x 10° e 33,3 x 10° cél.mL™ para
Ankistrodesmus gracilis em meio NPK, porém apresentaram valores de pmax
semelhantes. A partir dos resultados obtidos podemos otimizar a produgdo ao
utilizarmos o meio Basal Bold na concentracdo de 3x, obtendo assim melhores

resultados.

Na Figura 4.4 sdo apresentados os perfis de concentracGes celulares da
microalga Chlorella sorokiniana cultivada nos tratamentos 8 e 9 suplementados com
glicose (5 g.L™). Onde objetivou-se estudar o crescimento das microalgas na presenca

de glicose nos meios de cultivo.

Figura 4.4 - Cultivo de Chlorella sorokiniana sob tratamentos 08 e 09.
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Onde: 4.4A - Trat 08 (1xBB, escuro, glicose); 4.4B - Trat 09 (1xBB, luz, CO,, glicose).

No tratamento 8 as microalgas estavam em condi¢bes heterotroficas e
mantiveram-se em fase de crescimento enquanto havia glicose disponivel no meio de

cultivo atingindo seu pico de crescimento cerca de 200 horas, e um valor de Hmax de
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0,025 h™'. Lee (2001) reporta em seu trabalho valores de 0,038 h™ para Chlorella

pyrenoidosa e 0,040 h™ para Scenedesmus acutus ambas cultivadas em glicose.

Passado 200 horas de cultivo a glicose presente no meio ja se apresentava em
baixas concentragcdes e as microalgas entraram em fase de declinio celular. Segundo
Angelo (2014), em condicdes heterotroficas as microalgas obtém a energia e o carbono
de fonte orgénica externa, em geral pela oxidacdo de agUcares. Portanto sendo a glicose
a unica fonte de carbono disponivel no meio para o crescimento das microalgas estas

acabam por morrer quando a glicose € consumida.

No tratamento 9 as microalgas estdo em condi¢cdes mixotréficas, e possuem
fonte de carbono orgéanica (glicose) e inorganica (CO,) disponiveis para seu
crescimento. O tratamento 9 apresentou valor de pmax de 0,027 h™. Lee (2001) reportou
em seu trabalho valores parecidos para Spirulina Platensis de 0,026 h™ e encontrou

0,048 h* para Scenedesmus Acutus.

Ao observarmos os resultados podemos ver que as microalgas apresentam fase
de crescimento continuo até que a glicose presente no meio apresenta baixas
concentragdes em torno de 120 horas de cultivo, periodo em que as microalgas
comecam a entrar em fase de morte celular. Nesta primeira etapa podemos observar que
as microalgas consumem preferencialmente a glicose presente no meio, visto que
implica em uma economia na energia gasta para a sintese de todo o aparato
fotossintético e para a fixacdo do carbono (LEE, 2004). Apos este periodo na segunda
etapa as microalgas entram em fase de adaptacdo celular, pois como a glicose ndo esta
mais presente no meio € necessario um ajuste de metabolismo para que seja realizada
exclusivamente a fotossintese. J& que as enzimas que catalisam o consumo de substratos
alternativos sdo dificilmente sintetizados na presenca de glicose (PEREZ-GARCIA et
al., 2011).

Depois da fase de adaptacdo para a realizacdo da fotossintese as microalgas se
mantém em fase de crescimento celular até atingirem seu pico maximo de crescimento

em torno 450 horas de cultivo entrando em fase de declinio celular depois disso.

No metabolismo mixotrofico ocorre simultaneamente as rotas metabdlicas
autotroficas (fotossintese) e as heterotréficas (oxidacdo de compostos organicos
externos via respiragdo) (CHOINACKA; MARQUEZ-ROCHA, 2004; AHMAD et al.,
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2011; AMARO et al., 2011). A taxa de crescimento da cultura mixotrofica €, portanto,
aproximadamente a soma da taxa de crescimento de células cultivadas em condi¢Bes
autotroficas e heterotréficas (DERNER, 2006; LEE, 2004).

Os resultados encontrados neste trabalho diferem destes autores, pois no
tratamento 9 durante a primeira fase de cultivo onde ainda havia glicose e luz disponivel
a concentragdo celular maxima atingida foi menor do que no cultivo somente
heterotréfico (tratamento 8). A concentragdo celular maxima foi atingida no tratamento
9 apenas no periodo em que somente a fotossintese era realizada. Em condicOes
heterotroficas, a glicose é metabolizada principalmente pela via das pentose-fosfato, ao
invés da glicolise (PEREZ-GARCIA et al., 2011). O maior fluxo metabolico da via das
pentose-fosfato pode explicar a maior velocidade de crescimento das microalgas quando
cultivadas heterotroficamente na presenca de glicose. Yang et al., (2000) verificaram
que o cultivo heterotrofico de Chlorella pyrenoidosa gerou mais ATP a partir do
fornecimento de glicose do que cultivos autotréficos e mixotroficos com energia

fornecida pela luz.

Derner (2006) utilizando as microalgas Chaetoceros muelleri e Thalassiosira
fluviatilis em cultivos mixotréficos com glicose e acetato obteve como resultados uma
producdo de biomassa menor nos cultivos mixotréficos do que nos cultivos autotroficos.
Sugerindo que as cepas ndo assimilam carbono orgénico de maneira energicamente
viavel de forma heterotrofica e/ou mixotrofica. Brennam e Owende (2010) compararam
o cultivo autotrofico em fotobiorreatores fechados com o cultivo mixotréfico, &s taxas
de crescimento foram maiores que o cultivo autotréfico. No entanto, foram menores que
o cultivo heterotréfico. Assim como o trabalho de Bonini e Bastos (2012) estudaram o
cultivo mixotréfico e heterotrofico de Chlorella vulgaris, tendo como fonte de carbono
a glicose. Estes autores observaram que a velocidade especifica de crescimento foi

maior no cultivo heterotréfico.

Como citado anteriormente por diversos autores no cultivo mixotréfico ocorreria
simultaneamente ambas as rotas, fotossintética e de oxidagdo de compostos organicos
via respiracdo. Para que uma cepa seja capaz de crescer em condigdes mixotroficas,
suas enzimas da rota heterotrofica ndo podem ser inibidas pela presenca de luz. Alguns
autores consideram que as rotas metabdlicas fotoautotroficas e heterotroficas seriam

independentes no cultivo mixotréfico. No entanto, percebe-se que a produtividade dos
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sistemas mixotroficos ndo é a simples soma destas outras duas formas de cultivo. Além
disso, ha indicios de que ha uma ligacdo entre o sistema de transporte de elétrons dos
metabolismos  autotr6ficos e  heterotréficos das microalgas, tornando-os
interdependentes (CHOJNACKA; MARQUEZ-ROCHA, 2004). As microalgas séo as
Unicas capazes de realizar respiracdo aerObia e fotossintese nos mesmos
compartimentos. Assim, ndo parece existir uma cadeia de transporte de elétrons
exclusiva para respiragdo, sendo que diversos produtos sdo utilizados nas vias
fotossintéticas e respiratdrias (BONINI, 2012).

Adolf et al., (2006), estudando o metabolismo autotréfico e heterotrofico durante
o cultivo mixotréfico de Karlodinium micrum observaram que ha indicios de influéncia
de uma forma de metabolismo sobre a outra. Sendo este mesmo resultado encontrado
neste trabalho para o cultivo mixotrofico, que também pode ter sofrido algum reflexo
em sua concentracdo celular na primeira fase de cultivo devido a esta influéncia que um

metabolismo tem sobre o outro.

Segundo Chojnacka e Marquez-Rocha (2004), varias tentativas tém sido feitas
para explicar o mecanismo de crescimento mixotrofico das microalgas, particularmente
com relacdo a contribuicdo das fases autotroficas e heterotroficas, existindo a
necessidade de um melhor entendimento das diferencas metabolicas e dos
requerimentos de energia e carbono pelas microalgas. Portanto mais estudos precisam
ser feitos a nivel fisioldgico para o melhor entendimento das influéncias metabdlicas

sobre o crescimento celular das microalgas.
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Ao comparar os cultivos autotroficos (Figura 4.5), nas concentracdes de meio 1x
e 3x, com as concentragdes 6x, 8x e 10x, pode-se observar que as concentragdes 6x, 8x
e 10x permitiram um crescimento das microalgas maior que a concentragdo comumente
utilizada (1x), porém atingindo uma concentracdo celular menor que a apresentada nos

cultivos com concentracdo de meio 3x.

Figura 4.5 - Cultivo de Chlorella sorokiniana em diferentes concentra¢des de meio Basal Bold
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Onde: 1x,3x,6x%,8x,10x (concentra¢des do meio BB utilizadas).

As microalgas cultivadas nos meios com concentragdo 6x, 8x e 10x,
apresentaram um valor de velocidade especifica maxima de crescimento de 0,028 h™,
0,026 h™ e 0,026 h™, respectivamente. Atingiram seu pico maximo de crescimento em
torno de 400 horas, entrando em fase de declinio ap6s este periodo. As altas
concentragOes de sais utilizadas nesses cultivos podem ter sido prejudiciais para o

crescimento das microalgas nestas condices.

A concentracdo total de carbono inorgénico e demais componentes do meio de
cultivo (nutrientes) altera a pressdo osmatica do meio, influenciando a fisiologia celular

e refletindo nas taxas de crescimento e na composicao da biomassa (COSTA, 2008).

Segundo Green e Perry (2008), a solubilidade do didxido de carbono no meio

liquido diminui com o aumento da temperatura e da concentracdo salina. No trabalho de
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Rosa et al., (2014), foi utilizado o meio de cultivo Zarrouk, composto por uma
concentracdo elevada de sais inorganicos e a forma de cultivo utilizada foi
semicontinuo, sendo relatado que a adi¢do de meio de cultivo novo a cada corte trouxe
como consequéncia o aumento da pressdo osmotica do meio, o que, segundo Sudhir et
al., (2005), prejudica o aparato fotossintético de microalgas. O aumento da pressédo
osmotica no meio diminui a solubilidade do CO; a qual € governada pelo equilibrio
termodindmico da dissociacao do acido carbonico (KIM et al., 2013).

Mesmo com o crescimento ndo favorecido as microalgas ainda sim conseguem
se desenvolver nestas condi¢des de cultivo, devido a sua versatilidade metabdlica que
desenvolveram durante sua evolugdo a fim de sustentar a sua manutencao e até mesmo o
seu crescimento (BRUTEMARK, GRANELI, 2011; JEONG et al., 2010). Podemos
observar essa versatilidade também no trabalho de Ansilago et al., (2016), onde foram
testados o crescimento de Pseudokirchneriella subcapitata na presenca de trés
contaminantes diferentes, sulfato de zinco, cloreto de aluminio e sulfato ferroso. Estes
contaminantes quando testados isoladamente apresentaram efeito toxico para as
microalgas, porém a associacdo entre os trés resultou em um efeito antagbnico, em que
0s contaminantes, aplicados juntos, interferem um no outro ou interferem com outro

contaminante que coexiste no meio, tornando-se benéficos as microalgas.

As concentracdes de meio Basal Bold testadas 6x, 8x e 10x possivelmente
estavam em uma concentracdo acima da capacidade de assimilacdo da microalga que
pode ter prejudicado o seu crescimento no meio, ndo ultrapassando a concentracao

celular atingida pelos cultivos nas concentracdes de meio 3x.

4.4 Concluséao

Concluiu-se que a agitacdo no meio de cultivo das microalgas é de grande

importancia para se obter grandes concentracdes celulares.

Pode-se concluir que os pulsos de meio Basal Bold em condicBes autotroficas
permitem que as microalgas retomem seu crescimento normalmente toda vez que
aplicado, ja nas condigdes heterotroficas testadas as microalgas retomam o crescimento,

mas ndo se multiplicam em grandes concentracOes celulares.

56



Dentre todos os tratamentos analisados o tratamento 7 apresentou maior
concentragédo celular ao iniciar o cultivo com uma concentragdo maior de meio Basal
Bold, ndo necessitando de pulso de sais para se desenvolverem por um longo periodo, o
que diminuiu a necessidade de manutencdes a serem realizadas no meio neste tipo de
cultivo. A concentracdo de meio Basal Bold (3x) comparada com as concentracdes

acima dela ndo favoreceram o crescimento maximo das microalgas.

A microalga Chlorella sorokiniana nas condi¢des aqui estudadas em cultivo

mixotréfico ndo apresentaram um bom rendimento na concentracao celular.

4.5 Conclusao geral

De maneira geral pode-se observar a capacidade de se obter e estudar espécies
de microalgas presentes na regido de Bonito, permitindo diminuir os custos para
realizacdo de estudos nesta area. Das varias condi¢fes testadas, os cultivos utilizando
meio Basal Bold (3x) em condigBes autotroficas apresentaram maiores valores de
concentracdo celular. Devido a varios fatores que influenciam no crescimento das
microalgas, estas apresentam diferentes comportamentos de acordo com a forma em que
sdo cultivadas. A escolha de qual o melhor sistema para producdo dependera do objetivo
do cultivo, o produto que se deseja, da espécie utilizada bem como das caracteristicas da

microalga.
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6 Anexos

Tabela 1. Composicao e preparacao de 1 litro do meio Basal Bold.

1. Preparar as solucfes estoque:

Solucéo Nome Formula Por litro
1 Nitrato de sodio NaNO; 25¢gL"
2 Sulfato de magnésio heptahidratado MgS0,.7H,0 75¢gL?
3 Cloreto de sdio NaCl 25gL*
4 Fosfato de potassio dibasico K,HPO, 75gL*
5 Fosfato monopotassico KH,PO, 1759 L?
6 Cloreto de célcio dihidratado CaCl,.2H,0 2509 L?
7 Sulfato de zinco heptahidratado ZnS0,.7H,0 8,82 ¢ Lt

Cloreto de manganés (I1) tetrahidratado MnCl,.4H,0 1,44gL*

Triéxido de molibdénio MoO, 071gL*

Sulfato de cobre pentahidratado CuS0,.5H,0 157gL*

Nitrato de cobalto (1) hexahidratado Co(NO3),.6H,0 049¢gL*

8 Acido bérico HsBO; 1142gL"
9 Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) CyoH1sN,0O 50gL"

Hidroxido de potassio

KOH 31gL*

10 Sulfato de ferro (111) heptahidratado FeSO,.7H,0 498¢gL"?

Acido sulfurico H,SO, 1 mLglL™?

2. Apbs o preparo das 10 solucdes estoque para realizar 1 litro do meio Basal

Bold:

Solugdes estoque Para 1 litro

Solucdo estoque 1 - 6 10 mL de cada solucao
Solucdo estogue 7- 10 1 mL de cada solucédo

Tabela 2. Composicédo e preparacao de 1 litro do meio NPK.

Nome Por litro

Fertilizante N:P:K (20:5:20) 19

1. Pesar 1 g do fertilizante NPK e diluir em 1 litro de agua destilada.
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Figura 3.1 - Microplacas com C. vulgaris e leitora Biochrom.

Fonte: o autor.

Figura 4 — Cultivos heterotrdficos e autotroficos de Chlorella sorokiniana.

Fonte: o autor.
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