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RESUMO

EUCLIDES, Thais Moraes de, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, abril de 2013.
Selecédo e otimizacdo de meios de cultura para o cultivo de microalg@sientador:
Marcio Arédes Martins. Coorientador: Adriano Nunes Nesi.

O biodiesel produzido a partir de microalgas € uma alternativa promissora ao
combustiveis fosseis. Todavia, sua pi#Ehindo € ainda economicamente viavel,
devido aos altos custos em diversas etapas do processo produtivo. Para contornar este
problema, o aumento do teor lipidico com redu¢éo dos custos do meio de cultura € uma
boa alternativa. O objetivo deste trabalho foi selecionar um meio de cultura
nutricionalmente adequado a duas espécies de microalgas, com diferentes adi¢cdes de
CO, e depois otimizar este meio visando uma maior producédo de biomassa e lipidios.
Em uma primeira etapa, foram escolhidos seis meios de cultura sintéticos reportados na
literatura (BG11, MDM, MBM, BBM, MC e lliman), e determinado qual meio
proporcionou menor custo para producdo de lipidios. O meio lllman proporcionou
maior producdo de biomassa, 1,81 g & 1,4 g [* paraChlorella sp. BR019e
Scenedesmus sp. BROO03, respectivamente. Os cultivos que receberam maiores
concentracdes de G(roduziram, em geral, maior quantidade de massa seca. Para
Chlorella sp. BR019, ndo houve aumento no teor de lipidios e carboidratos em resposta
a maior suplementacdo com £@o passo que efcenedesmus sp. BR0O03, os meios
MBM e MC responderam a suplementacdo com 5 % dg f@@ultando em aumento
lipidico com reducéo dos teores de carboidratos. Quando comparados 0s custos, 0 meio
MBM apresentou menor custo médio em relacdo a producédo de lipidios. Na etapa
seguinte, o objetivo foi manipular a composicdo do meio MBM, através de mudancas
nos niveis de N, P, K e Mg, com o objetivo de aumentar a producdo de biomassa e 0
contetdo lipidico deScenedesmus sp. BR003. Utilizando o delineamento composto
central rotacional, as variaveis testadas foram biomassa seca e o teor de lipidios por
biomassa seca (%Ps resultados obtidos indicam que no intervalo de concentragoes
utilizado, o N proporcionou grande influencia no crescimento celular, sendo que um
aumento 41,7 % na concentracdo desse nutriente aumenta o rendimento em biomassa
livre de cinzas em 27 %. A quantidade total de lipidios teve um aumento de 48 %,
quando comparados as maiores e menores concentracdes de N e P. Observou-se que ¢
mais vantajoso ter baixas concentragdes de N e P no meio de cultura do que um grande
namero de célals uma vez que esse grande numero de células ndo gerou maior

quantidade de lipidios por litro de meio de cultura. A manipulacdo dos nutrientes do

vii



meio de cultura mostrou-se uma Otima ferramenta para o aumento da producdo de

lipidios.
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ABSTRACT

EUCLIDES, Thais Moraes de, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, April, 2013.
Selectionand optimization of culture medium for microalgae cultivation. Adviser.
Marcio Arédes MartinsCo-Adviser: Adriano Nunes Nesi.

Biodiesel produced from microalgae is a promising alternative to fossil fuels.
However, its production is not economically viable due to the high costs in various
stages of production. To overcome this problem, during the cultivation, increasing the
lipid content andreducing the cost of culture medium is a good alternative. The
objective of this study was to select a nutritionally adequate medium to two species of
microalgae, with different additions of G@nd then optimize this medium in order to
obtain greater production of biomass and lipids. In a first step, six synthetic culture
medium, reported in the literature, were chosen (BG11, MDM, MBM, BBM, MC and
lllman), and determined which medium provided the kve®st production of lipids.

For the culture medium, the lllman medium provided the highest production of biomass,
1.81 g L* and 1.4 g [* for Chlorella sp. andScenedesmus sp., respectively. The
cultures that received higher concentrations of @@duced, in general, higher amount

of dry matter. ForChlorella sp., there was no increase in lipid and carbohydrates
contentin response to supplementation@®,, but for Scenedesmus sp., themediums

MBM and MC responedto supplementation with 5%, resulting in an increase ofdipid
and reduction of carbohydrates content. When comparing the costs of the culture
medium, MBM medium showed a lower average cost for the production of lipids. In the
next stage, the optimization, the goal was to manipulate the composition of the medium
MBM, through changes in the levels of N, P, K and Mg, in order to increase the
production of biomass and lipid content &Fenedesmus sp. BR003. Using the
Rotational Central Composite Desjgthe variables tested were dry biomass and lipid
content per dry weight (%). The results indicated that in the range of concentrations
used, the nitrogen promoted great influence in cell growth, and an increase in the
concentration of this nutrient increases the production of ash-free biomass in 27 %. The
total amount of lipids increased by 48 % when compéaoethe highest and lowest
concentrations of N and P. It was observed that it is more advantageous to have low
concentrations of N and P in the culture medium than a large number of cells. Since this
large number of cells did not generate higher amount of lipid per liter of culture

medium. Although the amounts of lipids obtained are still not enough to make feasible



the production of biodiesel from this microalgae, manipulating the nutrients of the

culture medium was found to be a great tool for the increase of production of lipids.



1. INTRODUCAO GERAL

Diante da perspectiva de que as fontes de combustiveis fésseis séo limitadas, a
necessidade de obter combustivel de outras fontes é cada vez maior, seja na forma de
etanol ou na forma de biodiesel.

O biodiesel produzido a partir de vegetais, como soja e pinhdo manso, gera
conflitos, uma vez que ocupa grandes areas destinadas a producado de alimentos. Em
contrapartida, as microalgas sdo uma opc¢do atraente dentro deste cenario,
principalmente para producéo de biodiesel (BOROWITZKA, 2010). Muitas espécies de
microalgas possuem elevados teores lipidicos além de hidrocarbonetos e agucares que
podem ser fermentados para produzir etdBAIROWITZKA E MOHEIMANI, 2013).

Além do biodiesel e etanol, a biomassa algal pode ser convertida em biocombustiveis
por processos de gaseificacdo, pirélise, combustdo, digestdo anaerdbica e producao
direta de hidrogénio (MINOWA E SAWAYAMA, 1999MIAO E WU, 2004,

KADAM, 2002 SIALVE et al., 2009 BENEMANN, 2000).

Durante o cultivo, a suplementacdo com nutrientes deve ser correta para
obtencdo de maiores produtividades de lipidios utilizadas para producdo de
biocombustiveis. Para producdo em larga escala, considerando producdo em tanques e
lagoas, sdo necessérias grandes quantidades de nutrientes. Segundo (BOROWITZK E
MOHEIMANI, 2013) para produzir uma tonelada de biomassa algal sdo necessarios
aproximadamente 50 a 80 kg de N, 5 kg de P e 1800 kg de A3Cfontes destes
nutrientes podem variar bastante, podeselatilizar fertilizantes, agua residuérias,
residuos vegetais, desde que observada sua composicao.

Apesar do uso de nutrientes ser mais eficiente no cultivo de microalgas do que
no cultivo de oleaginosas, por ndo haver perdas por lixiviagdo, plantas invasoras e
imobilizacao, fazse necesséario ainda uma otimizacdo do processo (MULBRA.

2005). Para isso a relevancia de cada nutriente no cultivo deve ser avaliada.

Por constitui em torno de 50% da biomassa seca o carbono € um elemento
necessario em maiores quantidades para algas. A adicdo de diferentes quantidades de
CO; no cultivo pode afetar diretamerdgoroducdo de biomassa e compostos celulares
(DERNER, 2006).

A deficiéncia de N induz a formacdo de lipidios, pois ocorre uma diminui¢do
significativa na taxa de divisao celular, além da reducdo da concentracéo de proteinas e

clorofilas. Como consequéncia, ocorre o aumento de substancia de reservas, entre elas,



os lipidios (LOURENCO, 2006). O estresse causado pela deficiéncia de N normalmente
tem diferentes efeitos sobre o crescimento e teor de lipidios, variando com cada espéci
Algumas espécies crescem para depois acumular lipidios e algumas espécies acumulam
lipidios durante seu crescimento (ADAM& al., 2013). Lourencoet al. (2008)
determinaram em quatro espécies de algas marinhas que o consumo de N € elevado
durante a fase exponencial de crescimento e reduz na fase estacionaria.

Estudos com deficiéncia de nutrientes mostram que o aumento da producao
lipidica ocorre em consequéncia da interrup¢ao da divisao celular, porém o aumento do
teor de dleo ndo leva a um aumento global. Existe um parédmetro a ser estabelecido para
determinar a melhor estratégia de producdo. A producdo pode ser pautada em uma
maior quantidade de biomassa com menor conteludo lipidico por unidade de biomassa
ou em uma menor quantidade de biomassa com maior conteudo lipidico. A densidade
elevada de biomassa (crescimento) € necessdria para aumentar o rendimento por
unidade de area de cultura e elevado teor de lipidios € necessario para reduzir custos de
processamento por unidade de produto de biomassa (GRIFFITHS E HARRISON,
2009).

As algas podem ser enquadradas em trés categorias em relacdo a acumulagéo de
lipidios pelo estresse de N:)(@umento do conteudo lipidico na biomassa superando
diminuicao do crescimento, resultando em altas concentracdes de lipidio por unidade de
biomassa (alta produtividade) devida ao grande estresse pela deficiéncia de N; (2)
diminuicdo do crescimento superando o aumento do conteudo lipidico resultando em
maior produtividade em baixo estresse por N e maior contetdo lipidico em alto estresse
por N e (3) aumento do conteudo lipidico € compensado pela reducdo no crescimento,
resultando em baixa produtividade independente dos niveis de N (ARAMS2013).

Assim como N e outros nutrientes, o P é essencial para cultivo de microalgas. Ele esta
presente na transferéncia de energia intracelular, sintese de acidos nucléicos e reacfes
associadas com a divisao celular (SANC#&t@l., 1999). Estudos mostram que o P, em
condi¢cdes de baixa disponibilidade, pode induzir a produgédo de lipidios e, em altas
quantidades, favorece o consumo de luxo sem acréscimo na quantidade final de
biomassaHU et al., 2012), com o consequente armazenamento do P na célula na forma
de polifosfatos (POWELLet al., 2008). Isto resulta em aumento dos custos sem
aumento de producdo. Estes autores, em um experimentoSmmedesmus sp.,
observaram que no estagio inicial, tanto o consumo de N quanto de P é rapido e se

mantém numa propor¢ao de 14 : 1 (N : P), mas com o excesso de P no meio a razéo N :



P pode ser alterada para 5 : 1. Para ocorrer o consumo de luxo, € necessaria uma
guantidade elevada deste nutriente no meio (BORCHARDT E AZAD, 1968; POWELL

et al.,, 2009). Quando cultivadas sob condi¢cdes limitantes de P, as microalgas
armazenam este nutriente no inicio da sua fase de crescimento e, quando ocorre
deplecdo total no meio , elas utilizam essas reservas armazenadas na forma de
polifosfatos (KUHL, 1974). Os polifosfatos podem estar se apresentar como soltvel ou
insolivel em &cido. O polifosfato solivel em &cido esta ativamente envolvido no
metabolismo, enquanto polifosfato em insolivel em acido & armazenado para quando a
concentracdo de fosfato externo torna-se limitante (MIYA@GHH ., 1964).

A deficiéncia de P no cultivo induz a producéao de lipidios, ndo so por induzir o
aumento da biomassa mas também pelo aumento da quantidade de lipidios por unidade
de biomassaHU et al., 2008; LI et al., 2010; XIN et al., 2010). Goldberg e Cohen
(2006) relataram aumento nos niveis de lipidios de 6,5 % e para 39,3 % com cultivo em
meio deficiente de P, assim como outros estudos mostram aumento do conteudo lipidico
de 10% para 29,5 % (MANDAL E MALLICK, 2009).

Para Ke Mg os estudos sdo escassos. Embora ndo haja estudos que comprovem
que niveis excessivos de magnésio limitem o crescimento de microalgas, € interessante
se determinar niveis compativeis com maiores producfes de biomassa, sem onerar 0s
custos de producao.

O Mg tem um efeito significativamente positivo na taxa de crescimento, embora
ndo afete a concentragdo de biomassa maxima ou teor de lipidios. Ao trabalhar com
Scenedesmus dimorphus, Schwenk (2010) observou que o aumento das taxas de
crescimento também esta ligado com a suplementacdo de P juntamente c&m Mg.
interessante que se estabeleca um nivel minimo de Mg e K que permita uma taxa
maxima de crescimento, evitando o excesso destes nutrientes e reduzindo os custos
finais do cultivo.

Estudos com deficiéncia de nutrientes mostram que o aumento da producao
lipidica ocorre em consequéncia da interrup¢do da divisdo celular, porém o aumento do
teor de 6leo ndo leva a um aumento global. Existe um parametro a ser estabelecido para
determinar a melhor estratégia de producdo: maior quantidade de biomassa com menor
conteudo lipidico por unidade de biomassa ou menor quantidade de biomassa com
maior conteudo lipidico. A densidade elevada de biomassa (crescimento) € necessaria

para aumentar o rendimento por unidade de area de cultura e elevado teor de lipidios &



necessario para reduzir custos de processamento por unidade de produto de biomassa
(GRIFFITHSE HARRISON, 2009).
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2. ARTIGO | : EFEITO DE DIFERENTES MEIOS DE CULTURA E ADIQ@ES
DE CO,; NO CULTIVO DE Scenedesmus sp. BR0O03 €hlorella sp. BR019.

Resumo: O cultivo de microalgas visando a producdo de 6leo para biodiesel deve
considerar o custo total de producao e o teor de lipidios, o que pode ou ndo torna-
inviavel. Diante dessa situacdo, delineou-se um experimento para avaliar o efeito de
diferentes meios de cultura (BG 11, MBM, MDM, MC, BBM e lllman) em duas
espécies de microalgas, com adi¢fes de (0B % e 5 %), objetivando estabelecer o

meio nutricionalmente mais adequado com base na maior producdo de massa seca e
lipidios. Os cultivos que receberam maiores concentracdes dep@Quziram, em

geral, maior quantidade de massa seca, indicando que estas cepas podem ser adequada
para cultivos com fontes alternativas de C@riundas de industrias ou de
termoelétricas. Par€hlorella sp. BR0O19, ndo houve aumento no teor de lipidios e
carboidratos em resposta a maior suplementacdo com & passo que para
Scenedesmus sp. BR0O03 os meios MBM e MC responderam a suplementacdo com 5 %
de CG, resultando em aumento lipidico com redugdo nos teores de carboidratos. O
meio lllman proporcionou maior producdo de biomassa, 1,8' @ 1,4 g [ para
Chlorella sp. BR019 eScenedesmus sp. BR0O03, respectivamente. Para esta Ultima, o
aumento da biomassa nao resultou em incremento no teor lipidico, @brémdla sp.

BR0O19 apresentou maior producdo de biomassa nos meios BG1l, BBM e lllman
quando comparada &cenedesmus sp. BR0O03 e maiores concentracdes de lipidios,
exceto para o0 meio MC. Quando comparados os custos do meio de cultura, o meio
MBM apresentou menor custo médio em relacdo a producéao de lipidios (R$ 247,93 kg

!y para as duas cepas, com suplementacdo de 5 % deC6® base nestes dados, o

meio MBM foi otimizado por meio da determinacé@o diferentes niveis de nutrientes,
visando obter maior producdo de biomassa e lipidios. Gldmella sp. BR0O19 foi
realizado um cultivo com o0 meio que apresentou maior producao de biomassa, Illlman,
buscando uma reducédo nesta etapa de producdo, comparando-se o desempenho do meic
lllman formulado com reagentes analiticos e formulado com fertilizantes. O meio
elaborado com fertilizantes, apresentou 77% de reducdo no valor do litro do meio de
cultura, reduzindo de R$ 0,115 para R$ 0,026. Os valores finais de biomassa e lipidios
ndo apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos. Estes resultados

demonstram a viabilidade do uso de fertilizantes para cultivo de microalgas.



Palavras-chave:Microalgas,Chlorella sp. BR019,Scenedesmus sp. BR003, meio de
cultura, CQ.

Abstract: The cultivation of microalgam® produce oil for biodiesel should consider the
total cost of production and lipid content, which may or may not make it feasible. Given
this situation, an experiment was delineated to assess the effect of different culture
medium (BG 11, MBM, MDM, MC, and lllman BBM) in two species of microalgae
with different additions of C® (0.5% and 5 %), aiming to establish the most
appropriate medium nutritionally based on higher dry matter and lipids production. The
culture that received higher concentrations of, @@duced, in general, higher amount

of dry matter, indicating that these strains may be suitable for cultures with alternative
sources of Cg) derived from industrial or power plants. Femlorella sp., there was no
increase in lipid and carbohydrates conientesponse to supplementation@®,, but

for Scenedesmus sp., themediums MBM and MC resporadi to supplementation with

5%, resulting in an increase of lipids and reduction of carbohydrates content. For the
culture medium, the lllman medium provided the highest production of biomass, 1.8 g
Lt and 1.4 g [* for Chlorella sp. andScenedesmus sp. respectively. FdBcenedesmus

sp., the increase of biomass did not result in increase in lipid content, &l doella

sp. showed higher biomass production in BG11, BBM and lliman medium compared to
Scenedesmus sp. and higher concentrations of lipids, except for the MC medium. When
comparing the costs of the culture medium, MBM medium showed a lower average cost
for the production of lipidsR$ 247,83 kg for both strains, with supplementation of 5

% of CO,. Based on these data, MBM medium was optimized by establishing of
different levels of nutrients in order to obtain higher biomass and lipidClitorella

sp., was performed a culture with the medium that showed higher biomass production,
lliman, seeking a reduction in this stage of production. It was compared the
performance of lllman medium formulated with analytical reagents and formulated with
fertilizers. The medium formulated with fertilizer, showed 77 % of reduction in the
value of liter of culture medium, reducing from R$ 0,115t&. R$ 0,026 [*. The final

values of biomass and lipids showed no statistical difference between treatments. These

results demonstrate the feasibility of using fertilizers for cultivation of microalgae.

Key words. Microalgaes, Chlorella sp. BR019, Scenedesmus sp. BR0O03, culture
medium, CQ.



2.1.INTRODUCAO

As microalgas possuem elevada capacidade de fixacdo gordpdla taxa de
crescimento além de uma grande quantidade de espécies com potencial para a produgéo
de biomassa e biocombustiveis (OH&EI. 2009), despertando assim interesse para a
producdo de biodiesel. Entretanto, 0os custos para a producdo de biodiesel algal séo
elevados e ndo sdo economicamente competitivos quando comparados com a producéo
de biodiesel a partir de oleaginosas. Nagarejah (2012) mencionam que o custo do
litro de biodiesel produzido a partir de microalgas pode atingir o val®/S$e2,11,
enguanto o custo do biodiesel produzido a partir da sojald&$ta,05 .

Cumpre mencionar que existe no entanto um potencial significativo para
reducdo dos custos em todo o processo produtivo. A curto prazo, pesquisas devem se
concentrar em maximizar o teor de lipidios em relacdo a taxa de crescimento das algas,
por meio da otimizacdo de nutrientes e,C® utilizar equipamentos e processos de
baixo custo para extracdo do 6leo (DAWSal., 2011). A reducdo de custos ao se
trabalhar a parte biolégica do processo, seja pela identificacdo de espécies com alto
potencial produtivo de biomassa e lipidios e o aperfeicoamento das técnicas de cultivo
mencionado por Wamet al. (2012), é de suma importancia quando se trabalha com
fotobiorreatores, cujo custo envolvido € maior do que a producdo em tanques.

Os meios de cultura sintéticos utilizados no cultivo, a base de reagentes
analiticos, apresentam elevado custo e sua composicdo elementar pode ndo estar
adequada para cada espécie de alga. A adequacdo desses meios pode resultar emn
diferencas na producédo de biomassa e lipidios e também reducdo de custos. Tem-se
observado que a deficiéncia kitrogénio (N) durante o cultivo estimula a producéo de
lipidios (ILLMAN et al., 2000; ZHILA et al., 2005; HU et al., 2008; HSIEH,WU,

2009; XIN et al., 2010; SUALI, SABARTLY, 2012), assim como a fonte deste
elemento, que pode ser nitrato, ureia ou amddiet(al., 2008). Respostas semelhantes
na producédo de lipidios tém sido verificadas com deficiéncia de fosforo (P) e enxofre
(S) (KHOZIN-GOLDBERG, COHEN, 2006; SAT@ al., 2000).

O Pé um nutriente essencial para o crescimento e € imprescindivel em muitos
processos metabolicos, tais como geracdo de ATP e biosdietésedos nucleicos.

Fenget al. (2011) comprovaram que tanto a deficiéncia de N quanto a deficiéncia P
causam aumento do conteudo lipidico em comparacdo com o meio sintético BG11 para

Chlorella sp., sendo a deficiéncia por N mais eficaz na produgéo lipidica do que por P.



A adicdo deCO, durante o cultivo é outro fator significativo para o incremento
da biomassa algal e da producéo lipidica. Diferentes quantidade®.dmlicionadas
durante o cultivo podem estimular ou restringir a producdo de biomassa e compostos
celulares, sendo que algumas espécies de microalgas toleram altos niveis e respondem
com grande produtividade. Essa capacidade de tolerar elevadas concentragteé de CO
mencionada por Chiet al.(2009), que verificaram qu€hlorella sp. apresenta um
maior teor de lipidios com adicédo de £@ faixa de 2 % a 5%. Murakamikenouchi
(1997) fazem referéncia a duas cegadporella sp. UKOO1 eChlorella littorale, que
possuem taxas de fixacdo de CDperiores a 1gtdia’. Essas altas taxas de fixacéo
de CO, verificadas podem justificar 0 uso de quantidades acima de 2%, ou até mesmo,
10% de C@, como Sungt al. (1998) que atingiram mais de 5 g e biomassa algal.

A adicdo de C@paraChlorella sp. entre 0,33-15% resultam em aumento da producao
de biomassa e lipidios (SUALI E SARTABLY, 2012).

A selecdo da cepa € também essencial para o sucesso no cultivo de microalgas.
A escolha das espécies para producdo em larga escala deve basear-se em alta
produtividade de biomassa e lipidios, tolerangsavariacbes ambientais e elevada
assimilacdo de CO Além disso, caracteristicas que facilitem a recuperacdo da
biomassa apods a colheita sdo desejaveis (GRIFF&EHS 2011).

Diante dessa situacdo, delinesrium experimento para avaliar o efeito de
diferentes meios de cultura, com dois niveis de injecdo de €@®duas espécies de
microalgas. Objetivose estabelecer o meio mais adequado nutricionalmente a cada
espécie com base na maior produtividade de massa seca e lipidios.

2.2.MATERIAL E METODOS

2.2.1. Espécies utilizadas e producédo de inéculos

As espécie€hlorella sp. BR0O19 escenedesmus sp. BRO03 foram obtidas junto
a Colecdo de Cianobactérias e Microalgas do Banco de Microalgas do Projeto
Petrobras, no Laboratorio de Ficologia, localizado na Unidade de Crescimento de
Plantas (UCP) do Departamento de Biologia Vegetal (DBV) da Universidade Fesleral d
Vigosa (UFV).
Essas espécies foram escolhida com base em experimentos prévios, onde

demonstraram maior tolerancia a contaminagao por outros microrganismos e a variagoes
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ambientais . Essas cepas utilizadas para producdo de inoculos em meio BG11,
acondicionados inicialmente em frascos do tipo erlenmeyers de 500 mL, com
transferéncias sucessivas para recipientes de volumes maiores (1, 3 e 10 L). Os in6culos
foram cultivados na sala de cultivo da UCP, sob as seguintes condi¢des fotoautotréficas:
temperatura de 24 + 2 °C, fotoperiodo de 16 : 8 h (luz: escuro) e irradiancia média de
100 pmols fétons i s* proveniente de lampadas fluorescentes brancas de 40 W. A
agitacao dos inoculos foi efetuada pela injecdo de ar com vazao de 0,4 vwvm (volume de
ar por volume de meio por minuto). Ao final desta etapa, os inéculos atingiram uma
concentrac&o inicial de 16éls mL™* para serem utilizados nos experimentos. Os frascos

e 0 meio de cultura utilizados no preparo do inéculo foram esterilizados em autoclave a
2 atm e 121 °C por 20 minutos (KAWACHI E NOEL, 2005).

2.2.2. Condicdes de cultivo

Nas mesmas condicfes utilizadas para producdo dos inéculos, foram realizados
experimentos com duracao de 15 dias. O periodo do cultivo foi determinado com base
em trabalhos previamente realizados, nos quais foram verificados que as cepas
Scenedesmus sp. BR003 &Chlorella sp. BR019 atingiram a fase estacionaria aos 10 dias
de cultivo. Para montar o cultivo foram utilizados frascos do tipo erlenmeyers de 2 L,
contendo 1,5 L de meio de cultura e 500 mL de in6culo (25%). Os frascos e o meio de
cultura foram esterilizados em autoclave a 2 atm e 121 °C por 20 minutos (KAWACH E
NOEL, 2005). O cultivo foi mantido sob aeragdo, com vazdo de 0,4 vwm, e adicdo de
dois niveis de C&(0,5% e 5%). O Ceautilizado no experimento foi o industrial (90%
de pureza) e o teor na mistura gasosa foi quantificado utilizando um analisador de CO
(Gas Data, GFM 416, Inglaterra).

A escolha dos seis meios de cultura sintéticos utilizados foi baseada na literatura,
onde se buscou composicdes diferenciadas tanto na quantidade total dos sais quanto na
proporgcao destes. O meio BG11 suplementado com N (ANDERSEN 2005), foi
utilizado como testemunha. Os outros cinco meios de cultura utilizados foram o Bristol
Modificado (MBM), Detmer Modificado (MDM), MC (WATANABE, 1960); Bold
Basal (BBM) (ANDERSENt al., 2005) e lliman (ILLMANEet al.,2000).

Para controle do pH utilizou-se solu¢gées 1 M de HCI ou NaOH. O pH dos cultivos
foi ajustado para 7,6 + 0,1, a cada 3 dias. A evaporacao foi monitorada e ajustada
adicionando-se agua deionizada e autoclavada.
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A concentracdo celular inicial dos cultivos foi estabelecida efoé®mL™. Nos
experimentos com injecdo de 5% deJ @&oncentracdo inicial pafrenedesmus sp.
BRO0O03 foi de 3,7 x16céls. mL* e deChlorella sp. BR019 foi de 4,5 x 16céls. mL>.
Nos experimentos com injecdo de 0,5% de, @® concentragbes celulares iniciais
foram de 4,2x10céls mL™* para Scenedesmus sp. BR0O03 e 2,7 x10éls mL' para
Chlorella sp. BR019.

Ao final de 15 dias de cultivo, 50 mL de amostras foram coletadas para a
determinacdo da massa seca. Também foram retirados mais 50 mL de cada cultivo,
congelados utilizando Nliquido e mantidos em freezer a -25°C para analises de
proteinas hidrossoluveis totais e carboidratos neutros totais. Do restante do cultivo, uma
amostra de 1 litro foi centrifugada (Thermo Scientific, Heraeus Multifuge X3,
Alemanha) a 11.000 rpm por 10 minutos. A biomassa algal foi congelada utilizando N
liquido, e posteriormente liofilizada e mantida em freezer a -25°C para analise dos

lipidios totais.
2.2.3. Determinacao de massa seca livre de cinzas

A amostra coletada de 15 mL foi homogeneizada e transferida para o sistema
de filtracdo, contendo filtros de 0,22 um de porosidade (Durapore, GVWRB04700
conectado a uma linha de vacuo. Em seguida foi realizada a lavagem dessa biomassa,
com o objetivo de retirar excesso de sais e evitar que material permaneca na parede
do sistema de filtracdo. As membranas foram retiradas e acondicionadas em estufa a
60 + 0,5°C até atingirem massa seca constante. A massa seca foi entdo determinado
através da diferenca do peso inicial da membrana e a massa final desta mesma
membrana apoés filtracdo do material e secagem em estufa. O teor em massa das
cinzas da biomassa foi obtido por calcinacdo. As membranas foram colocadas em
cadinhos de WL e calcinadas em mufla a 575°C por 1 hora. Para se obter o valor da
biomassa livre de cinzas, subtra®a massa residual resultante da calcinacdo do

valor da massa da membrana cmhiomassa seca.
2.2.4. Determinagédo de proteinas hidrossoluveis totais

O método de Lowry, adaptado por Lucarini e Kilikian (1999), foi utilizado para

extracdo e quantificacdo de proteinas. Amostras de 2 mL foram coletadas de cada
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unidade experimental, em triplicata, e centrifugadas a 11.000 rpm por 10 minutos. Apos
a centrifugacéo, as amostras foram ressuspendidas em agua deionizada, homegeinizadas
e novamente centrifugadas, sendo este procedimento repetido por trés vezes. Em
seguida, foram adicionados 500 pL de solugdo composta por NaOH 0,1M e 1% sulfato
dodecil de sédio (SDS). Depois de adicionar esta solugdo os microtubos foram
acondicionados em banho termostatizado (Tecnal, TE-184, Brasil) por 30 minutos a 95
°C, seguido de resfriamento a 0 °C por 5 minutos. Adicionou-se as amostras 125 uL de
solugéo 0,4 M deHCl, seguido de homogeneizagdo e centrifugacdo. Posteriormente,
100 pL do sobrenadante foram transferidos para microtubos de 2 mL, com adi¢do de
500 uL do reagente D, que é composto por 60 mL de solucdo 0,1 M de NaOH e 3 % (m
v'!) deNa,CO;, 600 pL de solucéio 2 % (ntvde CuSQe 600 pL de solucédo 4%n(v’

) de tartarato de sédio e potassio, seguido de homogeneizacdo e mantidos em
temperatura ambiente por 20 minutos. Decorridos os 20 minutos, foram adicionados
100 pL do reagente E, composto por uma diluicdo 5098 )de folin-fenol, seguido de
homogeneizacdo e mantido em temperatura ambiente, na auséncia de luz, por 40
minutos. Uma aliquota de 200 pL foi disposta em uma microplaca para leitura em
espectrofotometro (Thermo Scientific, Multiskan GO, Finlandia) a 750 nm. Em
paralelo, uma curva-padrdo foi preparada utilizando diferentes concentracdes de

albumina de soro bovino (BSA).
2.2.5. Determinacao de carboidratos neutros totais

Foi utilizado o método fenol-acido sulfurico em microplacas (MASUKQI.,
2004), com o objetivo de caracterizar o armazenamento de reservas pela célula na forma
de carboidratos. Aliquotas de 2 mL foram coletadas de cada unidade experimental, em
triplicata e foram acondicionadas em microtubos de 2 mL. Apds a centrifugacdo a
11.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e as amostras foram
ressuspendidas em agua deionizada, homegeinizadas e novamente centrifugadas,
repetindo este procedimento trés vezes. Para a extracdo, adicionou-se 1 mL d& solucéo
N de HSO, sem agitar, mantendo a amostra em banho termostatizado por 30 minutos a
80 °C. Apds nova centrifugacdo, foram pipetados 100 pL do sobrenadante em novos
microtubos de 2 mL e adicionados 60 pL de solucao de fenol a 5 % e 300 p&Q@ie H
sendo mantidos em banho termostatizado a 90 °C por 5 minutos. Apés o resfriamento

dos microtubos, aliquotas de 200 puL de cada amostra foram utilizadas para leitura em
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espectrofotometro a 490 nm. Em paralelo, uma curva-padrao foi preparada, utilizando

diferentes concentracdes de glicose.

2.2.6. Determinacéo de lipidios

A determinacao de lipidios foi feita pelo método Schmid-Bondzynski-Ratzlaff
(International Standard 5B, 198€&).método baseia-se na digestdo da amostra com HCI,
adicdo de alcool etilico e subsequente extracdo da solucdo acido-etandlica com éter
etilico e éter de petrdleo. A remocdo dos solventes é feita por evaporagdo e
determinacdo da massa das substancias extraidas sollveis em éter de petroleo é obtida
por meio da determinacdo da massa dos tubos de extracdo contendo os extratos.

O procedimento foi realizado em tubos do tipo falcon de 15 mL, previamente
secos em estufa a 102 + 0,5°C e resfriados em dessecador. Nos tubos pesou-se 100 mg
de amostra liofilizada, também seca em estufa a 60 £ 0,5 °C até atingir peso seco
constante. Apés a adicdo de 1 ml de HCI 8 M, a suspensédo foi mantida em banho
termostatizado a 70 °C por 20 minutos. Apds esta etapa, foram adicionadose mL d
alcool etilico, 2,5 mL de éter etilico e 2,5 mL de éter de petroleo. A homogeneizagéao foi
feita em agitador tipo vértex (Arsec, ATS-2@Dr 1 minuto, seguida de centrifugacéo a
1000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi vertido em um tubo de vidro com tampa de
rosca de 50 mL de capacidade. Foram realizadas 3 a 5 extracdes usando 2,5dal de ca
tipo de éter, transferindo a camada sobrenadante para o tubo de vidro com tampa de
rosca. Ao final das extracbes, os tubos de vidro, foram mantidos em banho
termostatizado a 60 + 0,5 °C, até a completa evaporacdo dos solventes e depois
acondicionados em estufa a 102 + 0,5 °C durante 1 hora. Decorrido este tempo, 0s
frascos foram resfriados em dessecador e posteriormente peladogeracdes de
secagem e pesagem foram repetidas até obtencdo de massa seca constante, que

demandou em média 6 horas.

O percentual de lipidios foi determinado pela equacgéo 1:

Lo (m3-ml)
% Lipidios = — x 100 (D

em que:
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m1= massa em gramas do tubo de vidro (g);
m2 = massa da amostra (g); e

m3 = massa do tubo de vidro com o material extraido (g).

2.2.7. Determinagdo da concentragéo de N no meio de cultura

2.2.7.1. Ambnio

O método proposto por Riley (1953) foi adaptado para quantificacdo da
concentracdo de amonio utilizangepequenas quantidades de amostra, com leituras de
absorbancias em microplacas. Uma amostra de 1mL de cada cultivo foi adicionada a um
microtubo de 2mL. Em seguida, acrescentou-se 266uL da solucdo de fenato de sddio,
133uL de solucdo dHaClO, 664l da solugdo déInSO, e, por fim, 200uL de agua
deionizada. Ap6sa homogeneizacdo, a amostra foi acondicionada em banho
termostatizado a 70°C por 45minutos. Apos o resfriamento aliqguotas de 300 pL de
foram dispostas em microplaca para leitura de absorbancia a 625 nm em

espectrofotdmetro (Thermo Scientific, Multiskan GO, Finlandia).

2.2.7.2 Nitrato

Para determinacéo da concentracéo de nitrato foi utilizado o método APHA-4500-
NO3-C adaptado por Oliveira (2007). O método utiliza segundas derivadas da leitura
direta no UV (equacdo 2), como alternativa a leitura direta no UV em dnico
comprimento de onda , que sofre interferéncia da matéria organica e dos bicarbonatos.
As amostra foram submetidas a leitura em espectrofotbmetros, utilizando cubeta de
quartzo, nos comprimentos de onda 210, 220 e 230 nm para anular a interferéncia
causada por matéria organica presente na amostra. Utilizou-se como branco a leitura em
agua deionizada no comprimento de onda de 210 nm. Posteriormente efetuou-se a
leitura da absorbancia da amostra a 220 e 230nm. Em paralelo, uma curva-padréo foi
preparada, utilizando diferentes concentracdes de nitrato de potassio para estimativa da

concentracao de nitrato.

Segunda derivada = (Abs210 — Abs220) — (Abs220 — Abs230) (2)
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2.2.8. Determinagéo da concentragéo de fosfato no meio de cultura

Para determinacdo da concentracdo de fosfato foi utilizado o método proposto
por Murphy e Riley (1958). Aliquotas de 1ml de cada unidade experimental foram
acondicionadas em microtubos de 2mL. Em seguida foram adicionadoslL260
reagente A, composto por 5N de3dy, solucdo 4 % (m/v) d&NH4)eM0,024-4 HO e
0,1M de acido ascorbic®osteriormente, adicionou-se gl de agua deionizada. Apos
homogeneizagdo, a amostra foi acondicionada em banho termostatizado a 60°C por
30minutos. Apoés o resfriamento, aliquotas de 300 puL de foram dispostas em uma
microplaca para leitura de absorbancia a 827nm em espectrofotbmetro (Thermo
Scientific, Multiskan GO, Finlandia).

2.2.9. Anélises estatisticas

O experimento foi montado segundo esquema fatorial completo 6 x 2 x 2 , com
trés repeticdes. Os fatores estudados foram 6 meios de cultura sintéticos, 2 cepas de
algas e 2 niveis de suplementacdo de.@3 resultados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey de
probabilidade. A ANOVA e o teste de Tukey foram executados no SISVAR.

2.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. Escolha dos meios de cultura e determina¢do do meio controle

Para escolha dos meios utilizados no experimento foram consideradas as
diferencas nutricionais, o efeito dos macronutrientes no crescimento e no contetdo
celular de microalgas. Os meios de culturas selecionados foram: BG1ll e BBM
(ANDERSEN et al., 2005), MC, MBM, MDM (WATANABE, 1960) e o meio com
baixo teor de nitrogénio (ILLMANet al., 2000). O teor dos principais nutrientes se
encontra na Tabela 1 e a composi¢cdo completa dos meios de cultura € apresentada no
ANEXO A.
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Tabela 1 - Principais nutrientes que compdem os meios de cultura utilizados no cultivo
de Scenedesmus sp. BRO0O3 €hlorella sp. BR019.

Concentracdo (g1
BG11 MC BBM MBM MDM  ILLMAN
N 0,248 0,173 0,041 0,035 0,139 0,043
0,004 0,203 0,036 0,036 0,025 0,269
0,010 0,100 0,113 0,188 0,451 1,732

Principais nutriente:

Ca 0,002 - 0,007 0,003 0,003 -
Fe 0,004 0,004 0,001 0,004 0,004 0,002
Mg 0,007 0,002 0,007 0,007 0,025 0,243
Cu 0,020 0,020 - 0,02 0,02 -

Relacao entre nutrientes
62:25: 1,7:2: 11:1: 1:1: 56:1: 1: 6,7:

N:P:K 1 1 3.1 5.4 18 433
NP 248:1 1:12 11:1 1:1 56:1 1:67
Fe:Mg 1:18 2:1 7:1  1:18 1:63 1:1215

Concentracgdo total
de sais (g 1Y)

Custo (R$ Ll) 0,127 0,247 0,079 0,053 0,176 0,115

1,673 2,545 0,735 0,635 1,635 6,275

O meio escolhido como controle foi 0 BG11 devido a alta concentragdo de N na
forma de NaN@ e por ser referenciado como adequado para producdo de lipidios
(CHEN et al., 2011; FENGet al., 2011), além de ter sido utilizado em estudos
anteriores em nossos laboratérios (SOARES, 2012).

Os meios BBM, MBM e lliman sédo meios com teores de N baixos. O meio lllman
além de apresentar sua fonte de N na forma de amdnio, possui elevados teores de P, K e
Mg. Os meios BBM e MBM possuem a razéo N:P proxima de 1:1 e 0S menores custos
por litro de cultivo (Tabela)l

O meio lllman, assim como o MC, possui maiores quantidades de sais, porém, o
primeiro, além de possuir baixo N na forma de amonio, ndo apresenta adicdo de
micronutrientes (ANEXO A). O meio MC possui a propor¢gdode N: P : K (1,7 : 2 : 1)
mais homogénea do que o meio lllman (1: 6,7 : 43,3).

O meio MDM, assim como o BG11, possui baixo P em relagdo ao N. A
deficiéncia de P afeta diretamente os niveis de ATP, DNA e fosfolipidios, reduzindo as

taxas de multiplicacao celular requeridas em cultivos de alta densidade e estimulando
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assim a producdo de lipidios. Segundo Xiral. (2010) h4 uma contradigcdo entre
conteudo lipidico e produtividade lipidica, pois com a deficiéncia do N e P, estes
autores verificaram elevados teslipidicos no cultivo descenedesmus sp. Entretanto,

estes autores também observaram que a producdo de biomassa foi relativamente baixa e

a taxa de acumulacdo lipidica ndo estava no nivel mais elevado.

2.3.2. Teores de lipidios para diferentes meios de cultura no cultivo de
Scenedesmus sp. BRO03 eChlorella sp. BR019

O método Blighe Dyer (SMEDES E THOMASEN, 199@&)tradicionalmente
utilizado para a determinacdo de lipidios em microalgas. Trabalhos realizados também
comprovam que este método também extrai clorofilas (solu¢éo cloroférmio-metanol)
juntamente com os lipidios, podendo resultar em uma superestimativa dos valores de
lipidios, fato este verificado através de espectroscopia de fluorescéncia (ARCHANAA
et al.,, 2012). O método Schmid-Bondzynski-Ratzlaff possui menor afinidade por
clorofilas, sendo o alcool etilico o solvente utilizado. Com a adi¢do dos dois éteres, que
possuem maior afinidade por lipidios por serem mais apolares, ocorre a migracdo dos
lipidios para a fase etérea. Além disso, por serem mais apolares que o cloroférmio, os
éteespodem apresentar maior capacidade de extracdo. O método Schmid-Bondzynski-
Ratzlaff, € um método seletivo para lipidios esterificaveis para producédo de biodiesel e
apresenta boa repetibilidade e facilidddexecucéo.

Os aspectos das células apds as etapas de digestdo acida e a extracdo acido-
etandlica estdo apresentados na Figura 1. Verifica-se que o rompimento total das células
ocorre na fase 1 (digestdo acida). Entretanto, para algumas espécies o rompimento
celular s6 ocorre apés a adicdo do etanol, como consequéncia da rapida desidratacdo do
material.

As concentracfes de lipidios paBaenedesmus sp. BR0O03 eChlorella sp.

BR019 obtidos pelo método supracitado encontram-se na Tabela 2. As maiores
concentracdes foram obtidas p&hlorella sp. BR0O19 tanto com adicdo de @6
quanto com 5 % de CQOpara todos os meios de cultura, se comparados ao cultivo com
Scenedesmus sp. BR0OO3.

Os meios com baixos niveis de N e P estimulam a producdo de lipidios
(ILLMAN et al., 2000; ZHILAe€t al., 2004;HU et al., 2008; HSIEHWU, 2009; XINet
al., 2010; SUALI, SABARTLY, 2012). Esta condicdo de estimulo a producéo lipidica
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pode n&o ter ocorrido, pois ao se adicionar o indculo, uma quantidade residual de nitrato
contido no meio de cultivo no qual se encontrava o in6culo, foi adicionada. Isso pode
ter afetado as caracteristicas dos meios com baixo N e P, uma vez que ndo foram
mantidas as quantidade originais de N e P. llletaah. (2000) observaram até 63% de
ganho na producéo de lipidios p&hlorella sp. com restricdo de N durante 14 dias,
porém ndo houve uma fase de deplecdo tdo grande nos cultivos realizados neste
trabalho. Observou-se que no meio onde a fonte de N foi aménio, este foi consumido
preferencialmente, e o0 consumo de nitrato aumenta significativamente a medida que a
guantidade de amdénio presente decaia. A adicdo de P juntamente com o inéculo pode
ter estimulado o consumo de luxo deste nutriente, desfavorecendo assim o acumulo de
lipidios decorrente da restricdo de nutrientes. A diferenca entre a absorcdo e
armazenamento de N e P inevitavelmente causa a mudanca da razdo N : P em
microalgas. Na fase inicial de crescimergscélulas de algas assimilam tanto N quanto

P rapidamente, resultando em razbes N:P diferentes de acordo com a quantidade de P
presente no meio (YINHU et al., 2012).

Figura 1. Aspectos das células no processo de extracdo de lipidicepedesmus
sp. BR0OO03. (a) apos adi¢cdo de HCI 8M e aquecimento em banho termostatizado; (b)
apos adicao de etanol; (c) apds adigdo do éter etilico e éter de petréleo; e (d) gotas de
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Tabela 2- Producédo de biomassa e andlise de composi¢do da biomassa de acordo com a adjgdardehlidella sp. BR019 e }'; %
Scenedesmus sp. BR0OO3. § g
Meio . : o 5 8
de Teor de Biomassa (g L) Lipidio (g L) Lipidio (%) 3 g
Cultura CO, (%) BR019 BR0O03 BR019 BR0OO03 BR0O19 BR0O03 % %
BG11 0,5 0,723 £ 0,028 Ac 0,687 £ 0,007 Az 0,147 + 0,004 Ab 0,090 + 0,011 Aa 20,3 +£0,244 Ab 15,0 +1,400 Aa _g @z
1,457 + 0,046 Bz 1,120 + 0,014 Bt 0,297 + 0,016 Bb 0,183 + 0,004 Ba 20,4 +0,955Ab 16,3+0,355Aa § &

MDM 0,5 0,546 + 0,066 Ac 0,688 + 0,015 Ak 0,106 + 0,012 Aa 0,103 £ 0,003 Aa 19,4 +£0,127Ab 15,0+0,119 Aa % g_
5 1,175 + 0,010 Be 1,064 + 0,006 Bz 0,229 + 0,006 Bh 0,170+ 0,007 Ba 19,5+ 0,358 Ab 15,9+ 0,623 Aa & g

0,5 0,584 + 0,121 Ae 0,740 + 0,007 Ak 0,123 + 0,035 Aa 0,113 £ 0,009 Aa 20,9+1,184 Ab 11,6 +4,465 Aa % %

MBEM 5 1,214 + 0,022 Be 1,208 + 0,006 Bz 0,246 + 0,007 Bb 0,189 + 0,009 Ba 20,3 + 0,593 Ab 15,7 + 0,818 Ba "§1 2
BEM 0,5 0,866 + 0,083 Ak 0,650 + 0,024 Ac 0,158 + 0,015 Ab 0,098 + 0,015Aa 18,3+0,591 Ab 11,8 +2,491 Aa % g
5 1,192 + 0,007 BL 0,695 + 0,009 Az 0,178 + 0,038 Ab 0,109 + 0,004 Aa 15,0 £ 3,131 Ab 15,8 £ 0,260 Aa % c;:

0,5 0,526 + 0,049 Ac 0,744 + 0,017 At 0,088 + 0,001 Aa 0,088 + 0,022Aa 18,8 £ 0,220 Ab 13,1 +2,106 Aa & _{7'5

Me 5 1,108 + 0,004 Be 1,210 + 0,012 Bz 0,198 + 0,003 Ba 0,164 + 0,002 Ba 17,8 + 0,355 Aa 13,5+ 0,223 Aa g 3
liman 0,5 0,423 £ 0,033 A 0,711 + 0,032 At 0,063 £ 0,011 Aa 0,111 + 0,019 Ab 15,3 +0,842Aa 15,4+ 1,830 Aa _g ji;
1,807 + 0,062 Bk 1,397 + 0,006 Bz 0,329 + 0,043 Bb 0,173 £+ 0,009 Ba 17,4 +3,091 Ab 12,4 +0,583 Aa @

Médias contendo diferentes letras mindscula nas linhas, para cada resulefaddsienotam diferencas significativas entre as duas espécies de algas pelo teste

Tukey (p< 0,05).Médias contendo diferentes letras mailsculas nas colunas, para cada resultado pbeexvado diferencas significativas entre as adi¢cdes de CO

67049

pelo testelukey (p< 0,05).
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2.3.3. Efeito de diferentes meios de cultura sintéticos e da adicdo de €60
cultivo de Scenedesmus sp.BR003e Chlorella sp. BR019

A adicdo deCO, mostrou-se importante para producdo de biomassa final,
entretanto este fator ndo estd sempre associado ao aumento das concentracfes dos
conteudos celulares. Para a c&bdorella sp. BR0O19 houve aumento da quantidade de
biomassa com o aumento da adicdo de d@bela 2), porém ndo houve aumento no
teor de lipidios por unidade de biomassa entre diferentes adicdes HeACO
concentrago de carboidratos totais também néo foi influenciada pela quantidade de
CO, fornecida. O meio Illlman apresentou diminuicdo da concentracédo de proteinas com
0 aumento da adicdo de €@om a adicdo de 0,5% o valor obtido no cultivo foi de
41,0 + 3,7 % e para adicdo de 5%, M B7 % (Tabela 3).

Para a cep&cenedesmus sp. BRO03 também houve aumento da quantidade de
biomassa com o0 aumento da injecdo de,€0m excecdo do meio BBM, onde a adicao
com CQ nao foi significativa. Para a producdo lipidica, houve diferenca para os meios
MBM e MC, sendo a maior producdo observada com a adicdo de 5%.d®@® o
meio MBM, houve um aumento na concentracdo de lipidiad @& 4,5 % parals,7+
0,8 %, a qual foi simultanea com uma queda na concentracdo de carboidratos,ide 47,4
6,2 % para 33,4+ 3,8 % (Tabela 3). Para os outros meios de cultura, 0 aumento na
injecdo de CQ ndo proporcionou aumento no teor de lipidios, sugerindo que as
maiores quantidades de lipidios obtidas foram consequéncia do aumento da biomassa e
ndo da quantidade de lipidios por unidade de biomassa. Em alguns tratamentos o
aumento da biomassa nao foi proporcional ao aumento do teor de lipidios. No cultivo de
Chlorella sp. BR019 no meio lllman, o ganho na concentracdo de biomassa foi de
aproximadamente 4 vezes, enquanto o ganho na concentracéo de lipidios foi superior a
5 vezes, resposta observada também pelo aumento do teor de lipidios.

A concentrago de carboidratos para injecdo de 5%Qf® foi menor também
para os meios MC e lliman, porém sem aumento da concentracdo lipidica para este
altimo meio. Para proteinas, com exce¢cdo do meio MBM, a presenca de maiores
guantidades de GOnao resultou em maiores quantidades de proteinas (Tabela 3

Quando a producdo de lipidios é avaliada por litro de meio de cultivo, as
respostas sao diferentes. A adi¢éo de 5 % der€gniltou em incremento na produgao
lipidica para todos os meios, exceto o0 meio BBM, onde a producgéao foi estatisticamente
igual para os dois niveis de g@dicionados. A cep€hlorella sp. BR019 produziu
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mais lipidios que a cepfscenedesmus sp. BRO0O3 em todos os tratamentos com adigédo
de 5 % de Cg exceto no meio MC, onde a producéo foi igual para as duas cepas. Para
adicado de 0,5 % de GQa producao de lipidio também foi maior para a céparella

sp. BR019 nos meios BG11 e BBM, porém no cultivo com meio lllman para este
mesmo nivel de C£ a cepaScenedesmus sp. BRO03 produziu mais lipidios,{11 +

0,02 gL ™). Para os meios MDM, MBM e MC a producéo de lipidios foi estatisticamente
igual para as duas cepas (Tabela 2).

Os meios de cultura influenciaram pouco a producdo lipidica para a cepa
Scenedesmus sp. BR0O03. Com a adicdo de 0,5 % de,C@Ao houve diferenca
estatistica entre os tratamentos e para adicdo de 5 %, o meio MBM apresentou menor
producdo (0,189 + 0,009 L") em relacdo aos demais tratamentos. Rhatarella sp.

BRO19, a producédo de lipidios variou com os diferentes meios de cultura, sendo as
maiores producdes obtidas nos meios BBM (0,158 + 00lL8) e BG11 (0,147 +
0,004g L™) para adicdo de 0,5 % de €6 nos meios BG11 (0,297 + 0,046.™) e

lllman (0,329 + 0,043 L™ para adicdo de 5 % de ¢(Tabela 4).

Estudos realizados por Chat al. (2009) indicam que a adicdo de 2% de,CO
pode resultar em aumento na biomassa final de até 5 vezes superior ao proporcionado
pela aeracdo convencional, sem adicdo suplementar de €Que a adicdo de GO
acima de 5% pode ser inibitoria para determinadas cepas. O aumento da disponibilidade
de CQ influencia positivamente a fotossintese. Quando uma concentracdo excessiva €
fornecida e a fotossintese chega a valores maximos, porém ocorre o declinio em uma
fase subsequente, onde podem ser geradas concentracfes toxicas de alguma
substancias que se acumulam durante o metabolismo do ca#monon trabalho com
espécies do géne@hlorella, Lv et al. (2010) relatam que concentracfes de &dma
de 2% podem inibir o crescimento resultando em baixa producdo de bioMassa
entanto Ryuet al. (2009) obtiveram maior rendimento em massa seca quando
cultivaramChlorella sp. AG10002 com adicdo de 5 % deCRas condicdes testadas
no presente trabalho, a adicdo com 5 % deEaporcionou aumento na concentragao
de biomassa, porém pouco incremento no teor de lipidios por unidade de biomassa.

A capacidade de tolerar elevadas concentracdes d& @@ncionada por Chai
al.(2009), que afirmaram guehlorella sp. acumula mais lipidios com adi¢cdo de,CO
na faixa de 2%a 5% de CQ. Murakami e Ikenouchi, (1997) fazem referéncia a duas
cepas,Chlorella sp. UKOO1 eChlorella littorale, que apresentaram a capacidade de

fixacdo de CQ@ superiores a 1gt dia’, o que pode justificar o uso de quantidades
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Tabela 3- Andlise de composicéo da biomassa de acordo com a adicaa gar@Chlorella sp. BR019 e

Scenedesmus sp. BR0OO3.

Meio de Teor de
Cultura COy(%)

Carboidrato (%)

Proteina (%)

BRO19

BRO03

BRO19

BRO03

BG11
0,5
MDM
5
0,5
MBM
5
0,5
BBM
5
0,5
MC
5
0,5
lllIman

25,8 + 0,883 Aa
22,8 £ 0,495 Aa
23,3 + 2,261 Aa
26,4 + 2,967 Aa
35,7 +10,223 Aa
24,7 + 1,201 Aa
18,3 + 3,713 Aa
28,4 £5,317 Aa
31,2+ 2,739 Aa
30,5 + 4,438Aa
22,7+1,972 Aa
18,6 + 2,483 Aa

45,3 + 2,660 Ab
39,9 £ 9,078 Ab
43,1 +1,421 Ab
34,2+ 2,687 Aa
47,4 + 6,204Ba
33,4+3,771 Aa
50,0 £ 11,088 Ab
46,2 + 8,793 Ab
53,0 £ 1,954 Ab
35,9+2,973 Aa
51,3+0,078 Ab
31,9 £4,524 Aa

28,5 + 0,901 ABa
23,7 £1,970 ABa
36,9 + 2,561 ABa
31,4+1,725 Ba
40,2 + 9,057 Bb
28,5 + 1,591 ABa
25,0 +4,151 Aa
26,3 + 1,659 ABa
37,0 £ 2,927 ABb
28,5+ 2,376 ABa
41,0 + 3,696 Bb
149+ 1,728 Aa

27,3 +1,552 Aa
30,6 £ 1,832 ABCa
30,2 + 8,087 Aa
34,8 + 2,319 BCa
29,9 £ 4,610 Aa
28,6 = 1,240 Aba
22,8 + 0,958 Aa
45,1 +2,840 Cb
20,6 +1,527 Aa
26,1 + 2,109 ABa
23,9 + 3,326 Aa
19,4 + 2,716 Aa

Médiascontendo diferentes letras mindscula nas linhas, para cada resultado obseneido) diéerencas significativas entre as duas

espécies de algas pelo tebtdey (p< 0,05).Médias contendo diferentes letras maildsculas nas colunas, para cada resultado observado,

denotam diferencas significativas entre as adicbes dep&O®testelukey (p< 0,05).
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Para o cultivo conChlorella sp., BR019 o efeito foi positivo na producao de
biomassa, porém em outros estudos realizados por este grupo de pesquisa, a adicdo com
5 % de CQ resultou em efeito negativo no cultivo @alorella sp. BROO1 resultando
em baixa producgéo de biomassa (SOARES, 2012).

O efeito do meio de cultura, quando utilizada a inje¢éo de 0,5 % ger@0 foi
observado par&cenedesmus sp. BR0O03, onde as médias de biomassa nédo diferiram,
assim como o conteudo lipidico. Em comparacéao Cbhiorella sp. BR019, os meios
MDM, MBM, MC e Illlman apresentaram maior producdo de biomassa para
Scenedesmus sp. BR0O03. Como citado anteriormente, o incremento na injecao ge CO
resultou em aumento da biomassa, com diferenca entre os meios de cultura, onde o meio
lllman apresentou maior producéo de biomassa (1,397 + 0,006 my @lmeio que
resultou en menor biomassa foi 0 MBM com produc&o de (0,695 + 0,009 miY).miis
concentragdes de lipidios ndo variaram entre os meios de cultura para esta cepa (Tabela
4).

ParaChlorella sp. BR019 houve diferenca entre os meios de cultura tanto na
producdo de biomassa quanto na producao de lipidios. O meio BBM apresentou maior
producéio de biomassa (0,866 + 0,083 mg'jmporém, a maior quantidade de lipidios
por unidade de biomassa foi obtida no meio MBM (20,8 = 1,2 %) (Tabel® 4).
aumento da injecdo de G@ambém resultou em aumento da biomassa para esta cepa,
com diferenca de producéo entre os meios de cultura. A maior producédo de biomassa
paraChlorella sp. BR019, assim como paBaenedesmus sp. BR003, foi obtida no
cultivo realizado no meio lllman (1,807 + 0,062 mg HiLporém este aumento de
biomassa nédo resultou em aumento no teor de lipidios. AGdpeella sp. BR019
apresentou maior producdo de biomassa nos meios BG11l, BBM e lllman quando
comparada &cenedesmus sp. BR003. Para producao de lipidiGhjorella sp. BRO19
obteve maiores concentragcbes em todos os meios, com excecdo do meio MC, onde a
Scenedesmus sp. BR003 foi mais produtiva (Tabela 4).

Apesar de haver relatos contraditérios, as condicdes de cultivo podem
influenciar na producéo de carboidratbsferentes concentracdes de £©limitacédo
nutricional podem afetar a producéo de carboidratos. Porém as respostas podem variar
com cada espécie (MARKO# al., 2012). A reducado nas concentracdes de I€8ulta
no aumento do teor de carboidratos (THYSSENal., 2001). Esse aumento de
carboidratos esta relacionado com o mecanismo de concentracao,dgu€@ermite

gue as microalgas acumulem carbono inorganico em condi¢cdes de baixa disponibilidade
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(IZUMO et al., 2007). As microalgas possuem mecanismos de concentracdo,de CO
qgque envolvem o transporte transmembrana e a anidrase carbdnica. Em baixa
concentracdes de G@o meio, a atividade da anidrase carb6nica aumenta para garantir
maior disponibilidade de C(para a atividade da enzinma rubisco presente no ciclo de
Calvin, responsavel pela reducdo do carbono a carboidrato A atividade da anidrase
carbonica é induzida pelo pH alcalino além da baixa concentracdo de carbono. Outros
nutrientes como N e P também podem alterar quantidade de carboidrato presente na
célula. Em condi¢des de baixa disponibilidade de N e P, o fluxo de carbono é desviado
da sintese de proteinas para a sintese de carboidratos e ligidi@004).

As duas espécies estudadas neste trabalho diferiram na producdo de
carboidratos, sendo qugenedesmus sp. BR0O03 apresentou maiores quantidades de
carboidratos em sua composic¢ao para todos os meios de cultura com adicao de 0,5% de
CQO,, exceto para 0 meio MBM. Neste meio, a menor adicdo der€Dltou em um
maior teor de carboidratos. P#&ilorella sp. BR0O19, as concentracdes de carboidratos
nao apresentaram diferenca entre os meios, independente da adi¢3o Ale cepas se
comportaram de maneiras diferentes, sendoSgaeedesmus sp. BR003 apresentou
maior capacidade de acumular carboidratos daChpl@rella sp. BR0O19 (Tabela 5).

O teor de proteinas nédo foi influenciado pelos meios de cultura no cultivo de
Scenedesmus sp. BRO0O3 com injecdo de 0,5%, porém houve diferenca entre os meios
com injecdo de 5 % d€O,. As concentracfes de proteina diferiram nos meios para
Chlorella sp. BR019 com adicéo de 0,5 %, sendo que o meio BBM produziu menor
quantidade de proteina (25;04,15 %). No cultivo com adicdo de 5% de £L@mbém
houve diferenca entre os meios, porém o Illman foi o que que produziu menor
guantidade de proteinas (14,9,73 %) (Tabela 5).
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Tabela 4- Producédo de biomassa e lipidios para adicdo de 0,5 % e 5 %dea@@Chlorella sp. BR019 &cenedesmus sp. BR003.

Adoilzéo Meio de Biomassa (g 1) Lipidio (g L'} Lipidio (%)
CO, Cultura BRO19 BROO3 BRO19 BRO03 BRO19 BRO03
BG11 0,723 +0,028 BCs 0,687 + 0,007 Aa 0,147 0,004 Cb 0,090 + 0,011 Aa 20,3+ 0,244 ABb 15,0+ 0,139Aa
MDM 0,546 +0,066 Aa 0,688 + 0,015 Ab 0,106+ 0,012 ABC: 0,103+ 0,003 Aa 19,4+0,127 ABb 15,0+ 0,119Aa
MBM 0,584 +0,121 ABb 0,740 + 0,007 Ab 0,123 + 0,035 BCa 0,113+ 0,009 Aa 20,8+1,184 Bb 11,6+ 4,465Aa
0.5% BBM 0,866 +0,083 Cb 0,650+ 0,024 Aa 0,158 +0,015Cb 0,098 + 0,015 Aa 183+ 0,590 ABb 11,8+ 2,491Aa
MC 0,526 +0,049 Aa 0,744 +0,017 Ab 0,088 +0,001 ABa 0,088 + 0,022 Aa 188+ 0,220 ABb 13,1+ 2,106Aa
ILLMAN 0,423 +0,033 Aa 0,711+0,032Ab 0,063 +0,011 Aa 0,111+0,019 Ab 15,3+0,842Aa 15,4+ 1,830Aa
BG11 1,457 +0,046 Bb 1,120 0,014 Ba 0,297 +0,016 Cb 0,183 +0,004 Ba 20,4+ 0,955 ABb 16,3+ 0,355Aa
MDM  1,175+0,010 Aa 1,064 +0,006 Ba 0,229+ 0,006 Bb 0,170+ 0,007 Ba 19,5+ 0,358 ABb 15,9+ 0,623Aa
MBM 1,214 +0,022 Aa 1,208 +0,006 Ba 0,246 +0,007 Bb 0,189 +0,009 Ba 20,3+0,593Bb 15,7+ 0,818Aa
oY BBM  1,192+0,007 Ab 0,695+ 0,009 Aa 0,178 +0,038 Ab 0,109 +0,004 Aa 15,0+ 3,131Bb 15,8+ 0,260Aa
MC  1,108+0,004 Aa 1,210 +0,012 Ba 0,198 +0,003 ABa 0,164 + 0,002 Ba 17,8+0,355Aa 13,5+ 0,223Aa
ILLMAN 1,807 +0,062 Cb 1,397 +0,006 Cz 0,329 +0,043Cb 0,173 +0,009 Ba 17,4+ 3,091 ABb 12,4+ 0,583Aa

Médias contendo diferentes letras minlUscula nas linhas, para cada resultado obdenataim diferencas significativas entre as duas espécies de algas pelo teste Tukey
(p< 0,05). Médias contendo diferentes letras mailsculas nas colunas, para cada resultadooobisgivan diferencgas significativas entre os meios de cultura pelo teste
Tukey (p< 0,05).
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Tabela 5- Andlise da composi¢édo da biomassa para adicdo de 0,5 % e 5 %, gm@Ohlorella sp. BR019 &cenedesmus sp. BR003.

Adicdo de Meio de

Carboidrato (%)

Proteina (%)

co, Cultura BRO19 BROO3 BRO19 BROO3
BG11 25,8+ 0,883Aa 45,3+ 2,660Ab 28,5+ 0,901 ABa 27,3+ 1,552Aa
VDM 23,3+ 2,261Aa 43,1+ 1,421Ab 36,9+ 2,561 ABa 30,2+ 8,087Aa
MBM 35,7+ 10,223Aa 47,4 6,204Aa 40,2+ 9,057Bb 29,9+ 4,610Aa
0:5% BBM 18,3+ 3,713Aa 50,0+ 11,088Ab 25,0+ 4,151Aa 22,8+ 0,958Aa
MC 31,2+ 2,739Aa 53,0+ 1,954Ab 37,0+ 2,927 ABb 20,6+ 1,527Aa
ILLMAN 22,7+ 1,972Aa 51,3+ 0,078Ab 41,0 + 3,696b 23,9+ 3,326Aa
BG11 22,8+ 0,495 Aa 39,9+ 9,078Ab 23,7+ 1,970 ABa 30,6+ 1,832 ABCa
VDM 26,4+ 2,967Aa 34,2+ 2,687Aa 31,4+ 1,725Ba 34,8+ 2,319 BCa
MBM 24,7+ 1,201Aa 33,4+ 3,771Aa 28,5+ 1,591 ABa 28,6+ 1,240 Aba
oY% BBM 28,4+ 5317Aa 46,2+ 8,793Ab 26,3+ 1,659 ABa 45,1+ 2,840Cb
MC 30,5+ 4,438Aa 35,9+ 2,973Aa 28,5+ 2,376 ABa 26,1+ 2,109 ABa
ILLMAN 18,6+ 2,483Aa 31,9+ 4,524Aa 14,9+ 1,728Aa 19,4+ 2,716Aa

Médias contendo diferentes letras mindscula nas linhas, para cada resultado obdencaaim diferencas significativas entre as duas espécies de algas pelo teste
Tukey (p< 0,05).Médias contendo diferentes letras maidsculas nas colunas, para cada resultado oisentadodiferencas significativas entre os meios de cultura
pelo testelukey (p< 0,05).



2.3.4. Custos relacionados com o cultivo das cepaScenedesmus sp.BR0O03 e
Chlorella sp. BR019 em diferentes meios de cultura sintéticos e com

diferentes adicdes de CQ®

Os custos dos cultivos foram calculados com base na producao de biomassa e de
lipidios, levando em consideracédo o custo do meio de cultura e 0s nives,.de
incremento na producdo devido a maior injecdo de @€arretou em maior custo
devido ao gasto com este gés. Isso fica evidente quando os calculos sao feitos com o
CO, e 0s maiores custos com meio de cultura estdo associados a injecdo d€B5 de
Para producao de lipidios, os menores custos sao atribuidos@hbangtia sp. BR0O19,
com adicao de 0,5 % de G@ara os meios MBM (R$ 484,00) e BBM (R$ 687,00). De
forma geral, os custos relacionados aos nutrientes para &mapdesmus sp. BRO03
sdo maiores quando comparados a ¢aperella sp. BRO19, tendo seu menor valor no
meio BBM (R$ 917,00) para injecdo de 0,5 % de Cldbelas &9).

O custo da injecdo de G@ao foi considerado visto que 0s cenarios produtivos
objetivam empregar gases residuais. O meio MBM apresentou 0 menor custo (R$
0,0528 ) e, consequentemente, apresentou o menor custo por unidade de biomassa
produzida tanto par&cenedesmus sp. BRO03 (R$ 43,72) quanto pathlorella sp.

BR019 (R$ 43,51), quando suplementado com 5% dgTDelas & 7).

Quando a injecdo de G@& considerada, seu impacto nos custos é expressivo.
Para producdo de biomassa cultivagdenedesmus sp. BR003, todos 0os meios tiveram
menor custo com adicédo de 0,5 %. Pa@ntorella sp. BR019 os meios de cultura que
apresentaram diferenca de custos com baixa adicddCOdeforam os meios BG11,

MBM e BBM. Para as duas cepas, o menor custo por litro de cultivo também foi obtido
no meio MBM, R$ 100,70 e R$ 96,25 pdathlorella sp. BR019 eScenedesmus sp.
BROO03, respectivamente (TabelasB.
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Tabela 6- Custo do meio de cultura para producéo de biomassa e lipidios de acordo com as diferentes adigpasad&hiof!a sp.

BR019 eScenedesmus sp. BRO03 (desconsiderando o custo de injecaC@y).

Meio de Teor de Custo por unidade de biomassa produzida (R$ kg Custo por unidade de lipidio produzido (R$'kg
Cultura CO,(%) BR0O19 BR0OO03 BRO19 BROO03
0,5 176,69 + 5,30 Ba 185,37 + 3,4Ba 957,05 £ 50,0 Aa 1471,56 + 355,5Ra
BGLL 87,52 +4,94Aa 113,66 = 2,4Aa 490,94 £ 35,1Ra 841,58 + 36,927a
0,5 325,08+ 65,03Bb 255,65 + 9,98Ba 1678,67 + 321,2Ba 1704,86 + 53,0Ba
MPM 5 149,62 + 2,32Aa 165,20 + 1,6/Aa 768,61 + 36,1Ra 1039,55 + 70,7Ra
0,5 75,75 £ 1,45 Aa 71,30+ 1,17Aa 364,72 £ 34,127a 860,74 £ 678,7Ba
MBEM 5 43,51 + 1,38 Aa 43,72 £ 0,44Aa 21490 £ 11,2Ra 280,76+ 22,15Aa
0,5 114,50 + 21,34 Aa 112,72 + 14,7Aa 564,74 + 106,88a 759,72 + 160,1Ra
BEM 5 65,86 + 060 Aa 112,99+ 2,58Aa 324,77 £ 25,4Ra 693,05+ 18,15Aa
0,5 495,86+ 84,97Bb 332,20 £ 13,38Ba 2714,40 + 476,9Ba 2934,33 + 756,88a
Me 5 222,89+ 1,43 Aa 204,05 £ 3,5Aa 1553,28 + 400,93a 1293,13 + 13,72a
0,5 273,27+ 103,51Bb 162,75 +12,1Ba 1826,03 + 855,98b 1091,64 + 270,3Ba
fiman 5 63,90+ 3,23 Aa 85,52 £ 0,51Aa 371,83+ 63,60Aa 667,11 + 48,04a

Médias contendo diferentes letras mindscula nas linhas, para cada resultado obdencaalm diferencas significativas entre as duas espécies de algas pelo teste
Tukey (p< 0,05).Médias contendo diferentes letras mailsculas nas colunas, para cada resultado obisentadodiferencas significativas entre as adi¢des de

COypelo testeTukey (p< 0,05).
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Tabela 7 Custo do meio de cultura para producao de biomassa a partir do cul@iabodela sp. BR0O19 é&cenedesmus sp.

RO0O3(desconsiderando o custo de injecaG@g).

Adicéo de
CO, Cultura

Meio de Custo por unidade de biomassa produzida (R$

Custo por unidade de lipidio produzido (R$'kg

BRO19

BRO03

BRO19

BRO03

BG11
MDM
MBM
BBM
MC
ILLMAN

0,5%

BG11
MDM
MBM
BBM
MC
ILLMAN

5%

176,69+ 5,30 Ba
289,90 £ 22,71 Cb

75,75+ 0,84 Aa
114,50 + 12,32 ABa

544,70 + 8,01 Db
214,87 £ 22,02 Cb

87,52 + 2,85 ABa
149,62 + 1,34 BCa
43,51 £ 0,80 Aa
65,86 + 0,35 Aa
222,89 +0,83 Ca
132,90 £ 0,78 Aa

185,37 £ 1,98 BCa
255,65 + 5,74 Ca
71,30 £ 0,68 Aa

112,72 + 8,53 ABa
332,20 + 7,67 Da
162,75 + 1,53 Ba

113,66 + 1,43 ABa
165,20 £ 0,95 BCa
43,72 £ 0,25 Aa
113,48 + 1,98 ABa
204,05 + 2,06 Ca
85,52 + 0,29 Aa

957,05 + 28,91 ABa
1678,67 + 185,47 BCa
364,72 +19,70 Aa
564,74 + 61,66 Aa
2714,40 = 275,39 Da
1826,03 + 494,16 Cb

490,94 + 20,31 Aa
768,61 + 20,87 ABa
214,90 + 6,48 Aa
324,77 + 14,68 Aa
1553,28 + 231,48 Ba
811,26 + 81,35 Aa

1471,56 + 205,25 ABa
1704,86 + 30,63 Ba
860,74 + 391,85 Aa
759,72 + 92,43 Aa

2934,33 + 436,96 Ca

1091,64 + 156,07 ABa

841,58 + 21,31 ABa
1039,55 *+ 40,83 ABa
280,75 + 12,79 Aa
645,29 + 37,40 ABa
1239,13 + 7,92 Ba
667,11 + 27,74 ABa

Médias contendo diferentes letras minUscula nas linhas, para cada resultado obdenctaim diferencas significativas entre as duas espécies de algas pelo teste

Tukey (p< 0,05).Médias contendo diferentes letras mailsculas nas colunas, para cada resultado obsentadodiferencas significativas entre os meios de cultura

pelo testelukey (p< 0,05).
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Tabela 8- Custo do meio de cultura com adicdo de G&ra producdo de biomassa e lipidios narella sp. BRO19 &cenedesmus sp.

Custo por unidade de biomassa produzida (R$ Custo por unidade de lipidio produzido (R$'kg

BR0O19

BR0O03

BRO19

BR0O03

BRO0O03.
Meio de Teor de
Cultura COx()
0,5
BG11
5
0,5
MDM
5
0,5
MBM
5
0,5
BBM
5
0,5
MC
5
0,5
lllman
5

201,63+ 5,30 Aa

336,94 + 2,85 Ba
350,02 £ 37,54 Ab
399,05 + 1,34 Aa
100,70 + 0,84 Aa
292,93 + 0,80 Ba
139,45 + 12,32 Aa
315,29 + 0,35 Ba
520,81 + 49,06 Ab
472,31 £ 0,83 Aa
298,21 + 59,76 Ab
313,33 +1,86 Aa

210,31 +1,98 Aa
363,08 + 1,43 Ba
280,60 = 5,74 Aa
414,62 + 0,95 Ba
96,25 + 0,68 Aa

293,14 + 0,25 Ba
137,66 + 8,53 Aa
362,41 +1,49 Ba
357,14 + 7,67 Aa
453,48 + 2,06 Ba
187,69 £7,00 Aa

331,95 + 0,29 Ba

1092,16 + 29,28 Aa
1889,52 + 393,16 Ba
1807,60 + 184,92 Aa
2049,48 + 44,46 Aa
484,70 + 24,99 Aa
1447,20 + 42,62 Ba
687,76 + 61,83Aa
1555,08 + 74,24 Ba
2851,06 + 276,24 Aa
3293,35 + 496,82 Aa
1989,63 + 501,83 Ab
1834,92 + 187,35 Aa

1670,11 + 234,89 Aa
2687,87 + 45,69 Bb
1871,23 + 29,89 Aa
2609,12 + 102,23 Ba
1159,91 + 525,94 Ab
1883,46 + 93,42 Ba
917,21 + 101,66 Aa
2223,62 + 42,34 Bb
3153,38 + 464,46 Aa
2874,11 + 23,31 Aa
1257,44 + 173,63 Aa
2682,92 + 104,69 Bb

Médias contendo diferentes letras minUscula nas linhas, para cada resultado obdenceaim diferencas significativas entre as duas espécies dpeifyteste

Tukey (p< 0,05).Médias contendo diferentes letras mailsculas nas colunas, para cada resultado obsentadodiferencas significativas entre as adi¢cdes de CO

pelo testelukey (p< 0,05).
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Tabela 9- Custo do meio de cultura com adicao de @&ra producao de biomassa a partir do cultivGhderella sp. BR0O19 e

Scenedesmus sp. BR003.

Adicdo de  Meio de
CO, Cultura

Custo por unidade de biomassa produzida (R$

Custo por unidade de lipidio produzido (R$'kg

BR0O19

BR0O03

BR0O19

BR0O03

BG11
MDM
MBM
BBM
MC
ILLMAN

0,5%

BG11
MDM
MBM
BBM
MC
ILLMAN

5%

201,63+ 5,30 Ba
350,02 £ 37,54 Cb

100,70 0,84 Aa
139,45 + 12,32 ABa
520,81 + 49,06 Db
298,21 +59,76 Cb

336,94 + 2,85 ABa
399,05 + 1,34 BCa
292,93 + 0,80 Aa
315,29 £ 0,35 Aa
472,31 + 0,83 Ca
313,33 +1,86 Aa

210,31 +1,98 BCa
280,60 + 5,74 Ca
96,25 + 0,68 Aa

137,66 + 8,53 ABa
357,14 + 7,67 Da
187,69 + 7,00 Ba

363,08 + 1,43 ABa
414,62 + 0,95 BCa
293,14 + 0,25 Aa
362,41 + 1,49 ABa
453,48 + 2,06 Ca
331,95 + 0,29 Aa

1092,16 + 29,28 ABa
1807,60 = 184,92 Ba
484,70 + 24,99 Aa
687,76 + 61,83Aa
2851,06 + 276,24 Ca
1989,63 + 501,83 BCb

1889,52 + 393,16 Aa
2049,48 + 44,46 Aa
1447,20 + 42,62 Aa
1555,08 + 74,24 Aa
3293,35 + 496,82 Ba
1834,92 + 187,35 Aa

1670,11 + 234,89 Aa
1871,23 + 29,89 Aa
1159,91 + 525,94 Ab
917,21 + 101,66 Aa
3153,38 + 464,46Ba
1257,44 + 173,63 Aa

2687,87 + 45,69 ABb
2609,12 + 102,23 ABa
1883,46 + 93,42 Aa
2223,62 + 42,34 ABb
2874,11 + 23,31 Ba
2682,92 + 104,69 ABb

Médias contendo diferentes letras mindscula nas linhas, para cada resultado obdeneaaim diferencas significativas entre as duas espécies de algas pelo teste

Tukey (p< 0,05).Médias contendo diferentes letras mailsculas nas colunas, para cada resultado odsentadodiferencgas significativas entre os meios de cultura

pelo testelukey (p< 0,05).



Devido ao menor custo, o0 meio MBM foi otimizado otimizado visando um
aumento na producdo de biomassa algacea e lipidios. O meio lllman, por apresentar a
maior concentracéo de biomassa produzida, foi caracterizado no cul@nbode la sp.

BR0O19 por meio da quantificacdo de biomassa, lipidios, carboideatmssumo de

nitrogénio e fésforo durante um cultivo de 15 dias.

2.3.5. Resposta da cepahlorella sp. BR019ao meio de cultura sintético

lllman suplementado com 5% de CQ

A cepaChlorella sp. BR019 obteve a maior produgcdo de biomassa quando
cultivada no meio lllman com injecdo de 5% de ,C®ara caracterizar o
comportamento desta cepa no meio lllman e buscar uma alternativa para reducédo dos
custos nesta etapa produtiva, foram realigaddtivos com um meio alternativo
elaborado a partir de fertilizantes agricolas e comparados ao meio lllman elaborado a
partir de reagentes analiticos.

A quantidade de fertilizante utilizada no preparo do meio de cultura foi
calculada a partir da por¢cdo minima soltvel informada pelo fabricante. Os fertilizantes
foram obtidos junto ao Departamento de Fitotecnia da UFV e também sao facilmente
encontrados no comeércio local. Os cinco fertilizantes utilizados foram determinados
para suprirem 0s macronutrientes do meio de cultura controle. Os fertilizantes utilizados
foram: monofosfato de amonio purificado (Fertilizantes Heringer, Brasil), superfosfato
simples (Adubos Marisa, Brasil), cloreto de potassio (Fertilizantes Heringer, Brasil),
sulfato de magnésio (Multitécnica Nutrientes Minerais, Brasil), solucdo de ferro
quelado (Ubyfol Agroquimica, Brasil). Alguns nutrientes ausentes na formulacéo
original do meio foram adicionados por fazerem parte da composi¢cao dos fertilizantes
como, por exemplo, o célcio. Os custos dos fertilizantes utilizados sdo apresentados na
Tabela 12.

O meio lllman elaborado a partir de fertilizantes agricolas teve seu custo
reduzido em aproximadamente 77,4 %, atingindo o valor de R$ 0,026. Os sais utilizados
para elaboracédo do meio de cultura e o respectivo custo sdo apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12- Fertilizantes agricolas utilizados na elaboragdo do meio de cultura lllman e

0 custo final do meio.

. Concentragao 1
Fertilizantes 1 Custo (R$ L)
(gL7)

Monofosfato de amonio (Fertilizante Hering 0,358 0,00222
Superfosfato simples (Adubos Marisa) 3,290 0,00388
Cloreto de Potéassio (Fertilizante Heringer 3,439 0,01277
Sulfato de magnésio (Multitécnica Nutriente 5,48 0,00651
Ubyfol* (Ubyfol Agroquimica) 0,040 0,00072
Total 0,02610

*Quantidade utilizada em mL.

No preparo do meio de cultura foi realizada a mistura prévia dos sais e posterior
filtracdo, devido a necessidade de n&o adicionar residuos soélidos presentes em grande
guantidade nos fertilizantes. Estes residuos solidos podem prejudicar a entrada de luz no
cultivo e a determinacdo da densidade oOtica através da opacidade. Para um total de
12,567 g, ficaram retidos nos filtro 10,140 g, ou seja, 80,7 % de residuos, resultante
principalmente do material inerte presente no cloreto de potassio e a baixa solubilidade
do superfosfato simples. A opcédo de utilizar o superfosfato simples como fonte de
fésforo foi uma alternativa para evitar a suplementacdo com sais de pureza analitica,
uma vez que o P presente no monofosfato de amonio n&o foi suficiente para atingir a
guantidade necesséaria. Devido a baixa solubilidade do superfosfato simples, a
concentracdo presente no meio de cultura alternativo foi inferior a concentracdo do meio
de cultura formulado a partir de reagentes analiticos. A quantidade de P solubilizada,
detectada pelo método proposto por Murphy e Riley (1958), foi de 48,60" paya. o
meio & base de fertilizantes e 78,18 migpara 0 meio & base de reagentes de pureza

analitica.

2.3.6. Massa seca

No experimento realizado anteriormente para selecdo dos meios de cultura, o
cultivo deChlorella sp. BR019 resultou em uma biomassa final de 1,807 + 0,062 g L
Neste cultivo foram obtidos valores finais de biomassa proximos aqueles obtidos no

experimento anterior, sendo 1,833 + 0,061 jfara o cultivo em meio de cultura
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formulado a partir de fertilizantes e 1,70 + 0,031 'gpara meio de cultura formulado a

partir de reagentes analiticos (Figura 5), indicando uma boa repetibilidade dos
experimentos. Para o resultado final de biomassa, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos, sugerindo que a quantidade de biomassa produzida
ndo dependeu da fonte de sais utilizada. Para obter a produtividade deste cultivo, foi
calculada a quantidade de biomassa produzida diariamente por metro quadrado, que
correspondeu a 0,024 kg ndia® e 0,023 kg i dia' para os meios a base de
fertilizante e reagente, respectivamente.

Figura 5 - Massa seca @hlorella sp. BR0O19 durante 15 dias de cultivo no meio

lliman, & base de fertilizantes e de reagentes analiticos, com adi¢do de 5% de CO

2,0
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1,4

1,2 A

gL’

1,0 4

0,8 A

0,6 A

0,4 -

0,2 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Dias de cultivo

Durante os cultivos, o pH apresentou pouca variacdo. A injecdo de 5% e CO
a quantidade de P presente no meio auxiliaram na regulacdo do pH. O primeiro tende a
acidificar o meio de cultura e o P apresenta capacidade de tamponar o meio de cultivo
O pH foi corrigido para 7,5 £ 0,1 e, durante o cultivo, a variagdo verificada foi de 7,1 a
8,0, onde os menores valores foram obtidos no meio a base de fertilizante (pH 7,1 a 7,6)
e 0S maiores no meio a base de reagentes analiticos (pH 7,6 a 8,0). Apesar de néo ter
ocorrido grandes variagbes no pH, o meio formulado a partir de fertilizante se
comportou de forma diferente ao meio formulado com reagentes analiticos. Ndo ocorreu
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precipitacdo de microalgas em nenhum momento do cultivo para o meio a base de
fertilizantes, o que ocorreu para o meio formulado com reagentes analiticos, que
apresentou maior nivel de sedimentacdo de biomassa algal a partir do sexto dia de

cultivo (Figura 6).

Figura 6 - Precipitacdo observada apos o 6° dia de culti@hldeella sp. BR0O019 para

0s meios formulados a partir de ragentes analiticos.

Verificou-se que o uso de densidade 6ptica é adequado para estimar a curva de
crescimento dos cultivos. Neste trabalho o coeficiente de correlagdo entre a densidade
optica e o teor de biomassa foi elevadd>F0,95 (Figura 7). Essas estimativas para
concentracdo de biomassa sao praticas e demandam pouco tempo, entretamto pode
ocorrer erros pela presenca de particulas em suspenséo, resultantes, por exemplo, do usc

de fertilizantes sem filtracao.
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Figura 7 - Regressao linear obtida a partir da correlagédo entre massa seca e absorbanc
a 680nm e 750nm para meio lllman a base de fertilizante (a) e para meio lllman a base
de reagente analitico (b) durante 15 dias de culfiiwrella sp. BRO019 no meio
lllman, com adicdo de 5% de GO

2.3.7. Carboidratos e lipidios
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Para producéo de lipidios, foram obtidos 18,2,31 % para meio a base de
reagente analitico e 14,970,73 % para meio a base de fertilizante. No experimento
anterior onde foram obtidos 17443,09 % (Figura 8). Na determinacé&o de lipidios, ao
final do cultivo, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos, indicando que a
guantidade de lipidios produzida ndo dependeu da fonte de sais utilizada. Com este
resultado, pode-se comprovar que, para producdo de lipidios, é possivel a substituicdo
total dos constituintes do meio lllman, de pureza analitica, por fertilizantes, uma vez que
os teores finais ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo ao tratamento

testemunha a base de reagentes analiticos.
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Figura 8- Percentual de lipidios para o meio a base de fertilizantes e para o meio a base
de reagentes analiticos durante 15 dias de culti@hibeella sp. BRO019 no meio

lllman, com adicdo de 5% de G.O

Ja na producédo de carboidratos, foram obtidos 17,5 + 0,88 % para meio a base
de reagente analitico e 13,4 £ 0,67 % para meio a base de fertilizante (Figura 9). Ao
final do cultivo, houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos, mostrando
gue a quantidade de carboidratos produzida dependeu da fonte de sais utilizada, sendo
maior no meio a base de reagentes analiticos.
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Figura 9-Percentual de carboidratos para o meio a base de fertilizantes e para o meio a
base de reagentes analiticos durante 15 dias de cultdatella sp. BRO019 no meio

lllman, com adicdo de 5% de @O

2.3.8.Consumode Pe N

O consumo de P teve seu comportamento bem definido, com fases distintas de
aumento na assimiliacdo para os dois tratamentos. A primeira fase foi caracterizada pelo
maior consumo de aménio em relacdo ao nitrato, uma vez que 0 custo enérgico para
absorcao de amonio pelas algas € menor quando comparado a absorcédo déNaitrato.
segunda fase, o aumento do consumo de nitrato ocorreu com a exaustdo do amdnio
presente no meio. Uma terceira fase foi observada a partir do dia 12, sendo que
consumo de amonio manteve-se baixo, coincidindo com o inicio de uma fase
estacionaria do cultivo para o meio a base de reagente analitico e uma queda na
producdo de biomassa no meio a base de fertilizante. Foi observada uma pequena fase
lag, para o consumo de N e P, até o segundo dia de cultivo, na qual consumo destes

nutrientes foram baixos (Figura 12).
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Figura 12. Consumo acumulado de nitrogénio, na forma de aménio e nitrato, e fosforo
durante os 15 dias de cultivo no meio lllman a base de fertilizantes (a) e a base de
reagentes analiticos (b) com adi¢éo de 5% dgp@mChlorella sp. BR0O19.

O consumo e metabolismo de P tém sido estudados em microalgas que crescem
sob condicbes de excesso e limitacdo de P (SANEH&., 1999). As microalgas
usualmente contém cerca de 1% P de sua massa seca (BORCHARDT E AZAD, 1968;
GOLDMAN, 1980). Entretanto, o consumo de P na producdo de bioenergia pode ir
muito além, chegando a 3,85% (POWEI& al., 2009). As microalgas tém a

capacidade de assimilar P, até mesmo na auséncia de crescimento, o que € chamado de
40



consumo de luxo e pode induzir o importante aumento no teor de P nas células que é
armazenado na forma de polifosfatos (LEVIN, SHAPIRO, 1965; BORCHARDT E
AZAD, 1968; POWELLet al., 2008).

Analisando o ciclo de vida de um cultivo, Yasigl. (2011) concluiram que sao
necessarios 0,71 kg de P para gerar 1 kg de biodiesel. Uma das alternativas para estimar
a quantidade de P necessaria no meio de cultura, além dos dados disponiveis na
literatura, € a analise do cultivo para cada espécie de alga e suas condicdes especificas
de cultivo. Nos cultivos realizados neste trabalho foi estimado o consumo de P para os
meios & base de reagente analitico e fertilizantes, que foi de 79,4 + 9,95en8g I +
8,65 mg L' respectivamente.

Yin-Hu et al., (2012) observaram que a absorcao de P pode variar conforme as
formas de cultivo. Com limitacdo de P, ou seja, apos consumo total do fosfato no meio,

a biomassa algal continuou crescendo por 15 dias, porém quando houve excesso de
fosfato, ocorreu o consumo de luxo, dobrando a taxa de absorcdo e sem crescimento de
biomassa.

A absorcdo de luxo deve ser evitada durante a producdo de biomassa com o
objetivo de reduzir custos, o que limita producdo do biodiesel a partir de microalgas.
Apenas uma concentragdo relativamente elevada de fosfato no meio de cultura pode
provocar a absor¢ao de luxo (BORCHARDT, AZAD, 1968; POWEt lal., 2009).

Assim, na producéo de biomassa de microalgas, a dosagem de P deve ser limitada para
evitar a assimilacdo indesejavel deste nutriente.

A diferenca entre a absorcédo e o armazenamento de N e P causa a mudanca da
razdo N:P em microalgas. Na fase inicial de crescimento, de células de algas assimilam
tanto N quanto P rapidamente, resultando em razées N:P diferentes de acordo com a
guantidade de P presente no meio. As algas que apresentaram consumo de luxo de P,
continuam a consumir fésforo, apesar da auséncia de absorcdo de nitrogénio, o que
causa uma diminui¢do consideravel na relacdo N: P fYUNet al., 2012).

O consumo do amdnio ocorreu nos primeiros dias de cultivo (Figura 12),
encerrando no 8° dia para os dois tratamentos, com consumo de 11,24 + 1,75 mg L
para 0 meio a base de reagente analitico, e no 10° dia para o meio a base de fertilizantes,
com consumo de 19,52 + 1,64 mg.L

A baixa disponibilidade de N é relatada por inUmeros autores como forma de
estimular a producéo de lipideos (ILLMAdtal., 2000; ZHILAet al., 2004;HU et al.,

2008; HSIEH WU, 2009; XINet al., 2010; SUALI E SABARTLY, 2012). llimaset al.

(2000) conseguiram até 63% de ganho na producado de lipideos com restricdo de N
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durante 14 dias par&hlorella sp.. No presente trabalho, o meio ndo pode ser
caracterizado como meio de baixo N pois, ao verter o inéculo, cultivado em meio
BG11, uma quantidade residual de nitrato, foi adicionada. Tal fato pode ter alterado as
caracteristicas do meio e uma vez que nao ocorreu a restricdio de N nao houve o
aumento esperado na producao de lipideos. Observou-se que no meio em que a fonte de
N foi amo6nio, o0 mesmo foi consumido preferencialmente, e a assimilagdo de nitrato
teve um aumento significativo a medida que a quantidade de amonio presente decaia e
suprindo o cultivo até o 15° dia, sem nenhum dia de restricdo de N (Figura 12).

Foram consumidos 11,14 + 0,38 mg dle N, na forma de nitrato, para 0 meio &
base de fertilizantes e 17,54 + 5,51 nijpara o meio & base de reagentes analiticos
(Figura 12).0 consumo de nitrato se manteve baixo até o 7° dia para o meio a base de
fertilizante e até o 5° dia para 0 meio a base de reagente analitico (Figur® 12).
consumo de N na forma de nitrato s6 aumentou quando o consumo de amdnio, que é
preferencial para a alga, diminuiu. Este consumo de nitrato aumentou gradualmente e
manteve-se até o fim do cultivo, comprovando que ndo houve deficiéncia de N (Figura
12). No meio a base de reagentes analiticos o consumo de nitrato cessou no 13° dia, 0

qgue pode ter sido responsavel pela producdo de uma menor quantidade de biomassa.

2.4.CONCLUSOES E CONSIDERACOES PARA EXPERIMENTOS
FUTUROS

A adicdo de C®@ao cultivo proporcionou aumento da biomassa produzida e,
conseqguentemente, um aumento na quantidade de lipidios por litro de cultivo
produzidos decorrente da quantidade de biomassa. No entanto, o aumento no teor de
lipidios s6 foi obtido no cultivo com o meio MBM pafenedesmus sp. BR003
concomitante com a reducao no teor de carboidratos.

Quando avaliada a producgédo lipidica por litro de cultivo, observou-se que a
composicdo do meio de cultura influenciou mais a déplrella sp. BR019 em
comparacao a cefdacenedesmus sp. BR0O03 e a injecdo de uma maior quantidade de
CO, aumentou a producao lipidica para as duas cepas, porém as maiores concentracoes
de lipidios foram obtidas coma cephlorella sp. BR0O19.

A espécieChlorella sp. BR019 apresentou uma nratolerancia a elevadas
concentracdoes de G@resentes no cultivo, tendo como resposta 0 aumento de

biomassa e de lipidios. Isto sugere que estas algas tém potencial para cultivo utilizando
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fontes alternativas de GO(residuos industriais), que podem reduzir 0s custos
relacionados a adicao do g@dustrial (90% de pureza).

Com o cultivo deChlorella sp. BR019 realizado no meio lliman foi possivel
observar que a quantidade de P adicionada ao meio é excessiva, uma vez que as algas
absorveram quantidades muito inferiores as disponibilizadas. Com isto € possivel
estabelecer uma reducéo da quantidade de sais presentes no meio, diminuindo custos do
meio de cultura.

O uso de fertilizantes agricolas gerou um resultado equivalente ao uso de
reagente analitico, sendo uma boa alternativa para reducdo dos custos nesta etapa
produtiva. Como o meio lllman n&o possui adigcdo de micronutrientes, a utilizagao dos
fertilizantes para suprir a necessidade de macronutrientes primarios e secundarios foi
eficiente, ndo havendo necessidade de suplementacdo com reagentes analiticos ou
outros sais.

O meio de cultura lllman formulado a partir de fertilizantes é economicamente
viavel para o cultivo de microalgas em escala comercial. O meio apresentou biomassa
seca superior ao meio controle, e o custo da producdo do meio de cultura foi reduzido
em cerca de 77 %.

A utilizacdo de fertilizantes dificulta o ajuste da concentracdo dos meios de
cultura em funcdo do meio de referéncia, em alguns casos adicionando macronutrientes
secundarios, como o célcio, e alguns micronutrientes ou metais pesados que estejam
presentes em quantidades traco como contaminantes do produto comercial. Porém, neste
experimento ndo foi observado nenhum efeito negativo resultante dessa falta de ajuste
de nutrientes, o que nao restringe sua utilizacao.

O método proposto por Murphy e Riley (1958), apresentou os valores de erro
padrdo associados grandes. Diante dessa situacao, este método deve ser aperfeicoado ol

outro método deve ser utilizado para quantificacdo de P no meio.
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3. ARTIGO II: OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE BIOMASSA E LIPIDIOS
NO CULTIVO DE Scenedesmus sp. BR00O3

Resumo: O desempenho de cultivos d&enedesmus sp. BR003 foi avaliado em
diferentes meios de cultura, onde as concentracdes de N, P, K e Mg foram modificadas.
O delineamento composto central rotacional foi empregado para estudar o efeito destes
fatores sobre a concentracdo de biomassa e lipidios. A metodologia de superficie de
resposta foi utilizada para delimitar a regidao das condicfes Gtimas para 0 pr@cesso d
otimizacdo. Os experimentos foram realizados com diferentes concentracbes de N
(0,010; 0,035; 0,060; 0,085; 0,110 g)LP (0,008; 0,036; 0,064; 0,092; 0,120 F)LK

(0,076; 0,188; 0,300; 0,412; 0,524 g)le Mg (0,002; 0,007; 0,012; 0,017; 0,02279.L

A concentracao de N influenciou de forma significativa a concentracdo de biomassa e
os fatores N e P influenciaram o teor de lipidios, nas mesmas condicfes. A concentracao
de biomassa aumentou com o aumento da concentracdo de N e o teor de lipidios
aumentou com a diminuicdo simultdnea das concentracdes de N e P. A concentracao de
N que maximizou a concentracdo de biomassa foi igual a 0,08%g@lteor de lipidios

foi maximizado utilizando concentracées de N e P iguais a 0,035690,036 g L,
respectivamente. Nestas condicdes 6timas, a concentracéo de biomassa foi dé'2,93 g L
Para o teor de lipidios, as menores concentracfes de N e P resultaram em teores de
19,78 %, sendo a interacdo destes fatores favoravel ao aumento do teor de lipidios.
Maiores concentracdes de biomassa foram verificadas para maiores concentracoes de N
e maiores teores de lipidios foram obtidos para menores concentracdes de N e P. As
concentracdes de K e Mg néo influenciaram a concentragdo de biomassa e de lipidios,
nas condicdes testadas, sendo assim a reducdo da quantidade dos sais utilizados para

suprir esses dois nutrientes resulta em uma reducao dos custos associados ao cultivo.

Palavras-chave:Scenedesmus sp. BR003, Microalgas, Biodiesel, otimizacdo de meios

de cultura, meios de cultura alternativos.
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Abstract: The performance of cultivation &enedesmus sp. BRO03 was evaluated in
different culture medium, where the concentrations of N, P, K and Mg were changed.
The rotational central composite design was employed to study the effect of these
factors on the concentration of biomass and lipids. The response surface methodology
was used to delimit the region of optimal conditions for the optimization process. The
experiments were performed with 4 concentrations of N (0.010, 0.035, 0.060, 0.085,
0.110 g Y, P (0.008, 0.036, 0.064, 0.092, 0.120Y,lK (0.076, 0.188, 0.300; 0.412,
0.524 g ') and Mg (0.002, 0.007, 0.012, 0.017, 0.022Y.LThe N concentration
significantly influenced biomass concentration and the factors N and P influenced the
lipids content in the same conditions. For the interval studied, the biomass concentration
increased with the increase of N concentration and lipid content increased with the
simultaneous decrease of the concentrations of N and P. The concentration of N which
maximized the biomass concentration was equal to 0.086 gnd lipid content was
maximized using concentrations of N and P equal to 0.035"' @rid 0.036 g L,
respectively. Under these optimum conditions, the biomass concentration was 2.93 g L
! For the lipid content, the lowest concentration of N and P resulted in content of
19.78%, and the interaction of these factors was favorable to increase the lipid content.
Higher concentrations of biomass were observed for higher concentrations of N and
higher lipid content were obtained for lower concentrations of N and P. The
concentrations of K and Mg did not influence the concentration of biomass and lipids,
under the conditions tested, thus the reduction of the amount of salt used to supply these

fwo nutrients results in a reduction of costs associated with cultivation.

Keywords: Scenedesmus sp. BR003, Microalgaes, Biodiesel, optimization of culture

medium, alternative culture medium.
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3.1. INTRODUCAO

As microalgas sao organismos fotossintetizantes capazes de armazenar energia
na forma de carboidratos e lipidios (DENGal., 2009). Em comparacdo com ostra
fontes de biomassa utilizadas como matéria prima para biodiesel, as microalgas
apresentam como principal vantagem a elevada taxa de crescimento e de producao de
lipidios, e baixo consumo de aguas, o que tem motivado diversos estudos como fonte
alternativa e renovavel de combustiveis (CHISTI, 2007; MA®Aal., 2009;
SAKAMOTO et al., 2012).

Semelhante as plantas superiores, os lipidios produzidos por microalgas séo
compostos por lipidios neutros e lipidios polares. Em condicbes ambientais favoraveis,
microalgas sintetizam, principalmente, lipidios polares, tais como glicolipidios e
fosfolipidios. Quando as condi¢cdes ambientais ndo sao favoraveis para o crescimento e
multiplicacdo celular, sejam por restricdbes nutricionais ou outros fatores ambientais,
algumas espécies de microalgas tendem a acumular lipidios neutros como forma de
armazenamento de carbono ao invés de formar compostos estruturais. Os lipidios
neutros consistem triacilgliceréis (TAG), e éster, essencialmente sob a forma de TAG
(HU et al., 2008;LI et al., 2011; DENGet al., 2011).

Muitos estudos abordam condicBes e estratégias de restricdo de nutrientes para
aumentar a producdo de biomassa e lipidios reduzindo, assim, os custos de producéo
(TAKAGI et al., 2000; PRUVOSTet al., 2009; DAMIANI et al., 2010;GU et al.,

2012; LIN et al., 2012). A restricdo de nitrogénio e fosforo induz um aumento
significativo no teor de lipidios em inimeras espécies de microalgas (MERZIleY AK
al., 2007; ILLMAN et al., 2000;LI et al., 2008;HU et al., 2008; SCARSELLA, 2010;
TAN E LIN, 2011).

A espécieScenedesmus sp. tem sido estudada devido ao seu desempenho em
sistemas abertos, uma vez que tolera variacbes de temperatura e pH e é resistente a
contaminagao por outras espécies de microalgas. No cultiBrededesmus sp. foi
observado tanto em fotobiorreatores, quanto em cultivo aberto, que baixas
concentracdes de M P resultam na producdo de mais lipidios, principalmente com
cadeias de 18 carbonos, que € um acido graxo de grande interesse para produgdo de
biodiesel (TAN E IIN, 2011; LINet al., 2012).

Schwenk (2010) observou que o aumento das taxas de crescimento de
Scenedesmus dimorphus também esté ligado com a suplementacdo de Mg. Quando

analisado o consumo de K, foi observado um consumo acumulado entre 56 e 119 mg L
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! para vérias espécies estudadas (Sydeteyal., 2010), valor bem abaixo das

concentracdes presentes nos meios de cultura Bristol Modificado (MBM), Detmer
Modificado (MDM), MC (WATANABE, 1960); Bold Basal (BBM) (ANDERSEst

al., 2005) e no meio com baixo teor de N (ILLMAdial.,2000). E importante que se
estabeleca um nivel minimo de Mg e K que permita uma taxa maxima de crescimento,
evitando o excesso destes elementos e reduzindo os custos finais do cultivo.

A maioria dos estudos sobre o cultivo de microalgas é feito avaliando o efeito
fisiolégico de um Unico fator, seja ele nutricional ou ambiental. Essa forma de avaliar o
desempenho de um cultivo geram informacdes incompletas, uma vez que nado sao
avaliadas as interag0es entre os fatores. A otimizacdo de meios de cultura, no qual se
avalia mais de um fator permite obter informagdes sobre a influéncia de cada fator na
producdo de biomassa e conteudos celulares, assim como o efeito das interacfes entre
os diversos nutrientes

O grande numero de nutrientes que compdem o0s meios de cultura torna
proibitivo 0 uso de delineamentos fatoriais completos para estudos dos fatores que
podem exercer maior influéncia na producdo dos compostos de interesse. O
delineamento composto central rotacional (DCCR) permite planejar experimentos sobre
os efeitos e interacdes de diversos fatores com numero reduzido de tratamentos em
relacdo aos delineamentos fatoriais completos, sendo, desta forma, adequado para os
estudos de otimizacdo de meios de cultura.

Neste trabalho foram estudados o efeito de diferentes concentracées N, P, K e
Mg na concentracdo de biomassa e no teor de lipidios no cultiSoenkslesmus sp.

BR0O03 no meio de cultura MBM. Além de elevar a concentragdo de biomassa, assim
como a producao e produtividade de lipidios, espera-se obter reducdo do custo do meio

de cultura por meio da determinacéo de niveis 6timos de cada nutriente.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Espécie utilizada e produc¢éo de inéculo

A espécieScenedesmus sp. BROO3 foi obtida junto a Colec&o de Cianobactérias e
Microalgas do Banco de Microalgas do Projeto Petrobras, localizada na Unidade de
Crescimento de Plantas (UCP) do Departamento de Biologia Vegetal (DBV) da
Universidade Federal de Vicosa (UFV). Os cultivos foram realizados no laboratoério
CFDBIO.
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Essa espécie foi utilizada para producdo do in6culo em meio BG11,
acondicionados inicialmente em frascos tipo erlenmeyers de 500 mL, com
transferéncias sucessivas para recipientes de volumes maiores (1, 3 e 10 L) e cultivada
sob condicdes fotoautotroficas de temperatura de 24 £ 5 °C, fotoperiodo de 16: 8 h (luz
escuro) e irradiancia média de 85 pmols féton$ sh, proveniente de lampadas
fluorescentes brancas de 40 W. A agitacdo dos indculos foi efetuada pela injecao de ar
com vazao de 0,4 vvm (volume de ar por volume de cultivo por minuto). Ao final desta
etapa, os inéculos atingiram uma concentracdo inicial deé® mL! para serem
utilizados nos experimentos.

O indculo foi submetido a centrifugagdo (Thermo Scientific, Heraeus Multifuge
X3, Alemanha) a 11.000 rpm por 10 minutos. Ap@s a centrifugagdo, o sobrenadante foi
descartado e as amostras foram lavadas com agua deionizada, em seguida foram
homogeneizadas e centrifugadas, sendo este processo repetido trés vezes.
Posteriormente, a biomassa centrifugada foi ressuspendida em 50 mL do meio de

cultura correspondente a cada tratamento.

3.2.2. Condicbes de cultivo

Os frascos e 0 meio de cultura foram esterilizados em autoclave a 2 atm e 121 °C
por 20 minutos (KAWACHI E NOEL, 2005).0 cultivo foi realizado em frascos tipo
erlenmeyers de 250 mL, contendo 150 mL de meio de cultura e 50 mL de in6culo (25
%), acondicionados em incubadora horizontal (Ethik Technology, modelo 430-RFPDE),
com temperatura controlada de 25°C, mantido sob agitacdo de 120 rpm, com
fotoperiodo de 16: 8 h (luz : escuro) e irradiancia média de 114 umols f6toss m
proveniente de |lampadas fluorescentes brancas de 14 W. Foi feita a adicdo de gas
carbonico correspondente a 5 % de,@Qfizado no experimento anterior por meio da
injecéo direta de C{nos cultivo a uma vazdo média de 6,72 ® CQ utilizado no
experimento foi o industrial (90 % de pureza) e a vazao foi controlada do utilizando um
rotametro (Omel, modelo P, Brasil). Para controle do pH utilizou-se solugbes de 1 M de
HCl e 1M NaOH. O pH dos cultivos foi ajustado para 7,6 + 0,1, a cada 3 dias. O meio
de cultura utilizado foi como tratamento testemunha foi o MBM (ANEXO A) e as

variacdes foram obtidas por meios dos diferentes niveis de N, P, K e Mg (Tabela 1).
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Tabela 1- Niveis utilizados na formulacdo dos meios de cultura para os quatro fatores

nutricionais avaliados

Niveis (g I}
Variaveis Caodigo -2 -1 0 1 2
N x1 0,010 0,035 0,060 0,085 0,110
P X2 0,008 0,036 0,064 0,092 0,120
K x3 0,076 0,188 0,300 0,412 0,524
Mg x4 0,002 0,007 0,012 0,017 0,022

Os sais utilizados na formulagcdo do meio MBM sdo KNQHPQO,.3H,0,
MgSOy.7H,O, KH.PO..3H,O, FeSQ.7H,O, NaCl, e uma solugcdo composta de
micronutrientes (ANEXO A) . Em algumas combinac¢des de nutrientes, os niveis de
fosforo ndo puderam ser obtidos utilizando os sais da formulacdo original do MBM
(KoHPOL.3H,O e KHPO,.3H,0). Para atender as concentracdes estipuladas, foram
adicionados Ca(}#PQy), e NahBPO, como fonte de P e as concentracdes de Ca e Na
foram complementadas utilizando Ca2H,O e NaCl. As fontes de N, K, Mg, Fe e
micronutrientes nao foram alteradas.

Quando os cultivos atingiram a fase estacionaria e, nela permaneceram por cinco
dias, os tratamentos foram retirados para andlise. Esta fase é caracterizada por
diminuicdo ou auséncia de crescimento, onde as células comecam a sofrer alteracbes
bioguimicas. Em geral, as microalgas comecam a acumular lipidios nessa fase (MATA
et al., 2009). Amostras foram coletadas para a determinagdo da massa final. O restante
do cultivo foi centrifugado (Thermo Scientific, Heraeus Multifuge X3, Alemanha) a
11.000 rpm por 10 minutos. A biomassa algal foi congelada utilizando N liquido, e

posteriormente liofilizada e mantida em freezer a -25°C para andlise dos lipidios.

3.2.3. Monitoramento do crescimento

Foram coletadas amostras de 1mL para monitorar o crescimento do cultivo por
densidade o6ptica. Amostras foram coletadas em dupleatébmetidas a leitura de
absorbanciaem espectrofotometro (modelo Thermo Scientific, Multiskan GO,
Finlandia) no comprimento de onda de 750 nm (GRIFFIEH&., 2011).0s valores

54



de absorbancia foram dispostos em grafico para caracterizar o crescimento de cada

tratamento e seus respectivos estadios fisioldgicos.

3.2.4. Plasticidade fenotipica

Para avaliar os cenobios, foram coletadas amostras de 1 mL de cada tratamento
no ultimo dia de cultivo para montagem das lamifastotomicrografias foram feitas
imediatamente apds a coleta das amostras e sem fixar as células, utilizando microscépio
com aumento de 40 vezes (modelo GmbH, Zeiss, Alemanha). A partir das

fotomicrografias, os padrées de formacéo de cendbios foram avaliados.

3.2.5. Determinacao da biomassa seca livre de cinzas

Uma amostra de 10 mL foi coletada e homogeneizada, sendo transferida para o
sistema de filtracdo contendo filtros de 0,22 pum de porosidade (Durapore,
GVWPO04700), conectado a uma linha de vacuo. Em seguida foi realizada a lavagem da
biomassa retida, com o0 objetivo de retirar sais adsorvidos e evitar que permaneca
material na parede do sistema de filtragdo. As membranas filtrantes com biomassa algal
foram retiradas e acondicionadas em estufa a 60 + 0,5°C até atingirem massa constante.
A massa seca foi entdo determinada através da diferenca da massa inicial da membrana
e da massa no final desta mesma membrana apdés filtracdo do material e secagem em
estufa. O teor em massa das cinzas da biomassa foi obtido por calcinagdo. As
membranas foram colocadas em cadinhos de 5 mL e calcinadas em mufla a 575°C por 1
hora. Para se obter o valor da biomassa livre de cinzas, subtraiu-se a massa residual

resultante da calcinacdo do valor da massa da membrana com a biomassa seca.

3.2.6. Determinacao do teor de lipidios

A determinacao do teor de lipidios foi feita pelo método Schmid-Bondzynski-
Ratzlaff (International Standard 5B, 1986) O método baseia-se na digestdo da amostra
com HCI, adicdo de alcool etilico e subsequente extracdo da solucdo &cido-etandlica
com éter etilico e éter de petrdleo. A remoc¢do dos solventes é feita por evaporacdo e a
determinacdo da massa das substancias extraidas, soliveis em éter de petroleo, é obtida

por meio da determinacdo da massa dos tubos de extracdo contendo os extratos.
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O procedimento foi realizado em tubos do tipo falcon de 15 mL de capacidade,
previamente secos em estufa a 102 + 0,5°C e resfriados em dessecador. Pesou-se 100
mg de amostra liofilizada diretamente nos tubos. Apds a adicdo de 1 ml HCI 8 M, a
suspensao foi mantida em banho termostatizado a 70 °C por 20 minutos. Apos esta
etapa, foram adicionados 2 mL de alcool etilico, 2,5 mL de éter etilico e 2,5 ndrde é
de petrdleo. A homogeneizacao foi feita em agitador tipo vértex (Arsec, ATS-200) por
1 minuto, seguida de centrifugacdo a 1000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi
vertido em um tubo de vidro com tampa de rosca de 50 mL de capacidade. Foram
realizadas 3 a 5 extracfes usando 2,5 mL de cada tipo de éter, transferindo a fase
superior para o tubo de vidro com tampa de rosca. Ao final das extracdes, os tubos de
vidro foram mantidos em banho termostatizado a 60 + 0,5 °C até a completa evaporagao
dos solventes e depois acondicionados em estufa a 102 + 0,5 °C até massa constante,

gue ocorreu em 6 horas. O teor de lipidios foi determinado pela equacgéo 1:

(m3 —m1l)
—_— X

Teor de lipidios = 100 (D

em que:
m1 = massa em gramas do tubo de vidro (g);
m2 = massa da amostra (Q);

m3 = massa do tubo de vidro com o material extraido (g).

3.2.7. Delineamento experimental e andlise estatistica

O Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) é uma técnica de
delineamento alternativa que objetiva a reducéo do nudsanaidades experimentais.
Aliado a uma técnicae otimizacao, tal como a analise de superficies de respostas, o
DCCR proporciona um maior numero de informagfes sobre 0 prosessstudo pois
permite avaliar um maior numerde fatores com menor numero de unidades
experimentais, quando comparados aos delineamentos completos, tal como o fatorial
(BOX, WILSON, 1951; COCHRAN, COX, 195HENIKA, 1972; GIOVANI, 1983;
RODRIGUES, IEMMA, 2009).
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O DCCR €& um delineamento simétrico e de segunda ordem, constituido de duas
partes: o fatorial '2 com um ou mais pontos centrais, e os pontos axiais. Além de
demandar um numero menor de tratameptogelacdo aos fatoriais completos, pode
ser realizado sequencialmente, de forma a caminhar no sentido da otimizag&odatrav
técnica do caminhamento ascendente OtiffldATHEUS et al., 2001). Essa técnica
consisteem atingr a regido que contém o 6timo e avaliar a parte curvilinea de forma a
chegar a solugéo 6tima (RODRIGUES, IEMA, 2009).

Para guese execute uma inferéncia estatistica neste tipo de delineamento, séo
feitos ensaios no ponto central para viabilizar o calculo de residuos, do erro padréo e das
estimativas por intervaloOs ensaios no ponto central fornecem informacdes
importantes sobre o comportamento das respostas entre os niveis atribuidos aos fatores.
(RODRIGUES, IEMA, 2009).

A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) permite selecionar a
combinacaade niveis 6timos na obtenc&ta melhor resposta para uma dada situacao
(SILVA, 2005). A relagéo entrasrespostas es niveis dos fatores tem por objetivos
estabelecer uma descricdo de como uma resposta é afetada por um numero de fatores
em alguma regido de interesse e explorar a relacdo estreariaveis respostas,
localizando e explorando a vizinhanca da respectiva resposta (CUSTODIO, 2000).

Neste trabalho adotou-se a técnica de planejamento experimental estatistico
DCCR com um fatorial 2com 16 combinacées, 8 pontos axiais e 4 repeticdes no ponto
central, totalizando 28 ensaios (Tabela 2). As variaveis independentes foram N, P, K e
Mg e as variaveis dependentes a concentracdo de biomassa e o teor de lipidios.

Os resultados da concentracdo de biomassa e teor de ligidiepesentados
por um modelo matematico, sendo o mais adequado o polinomial generalizado

(Equacéo 2):

Y1 =By + Bixy + Baxy + Baxs + Baxy + B1axF + Baax3 + Bazx3 + Basxi + Braxsxy
+ B13x1X3 + BraX1Xy + PB23xo2X3 + BoaXaxy

+ B34x3X4 (2)

em que:
X1, X2, X3, X4 SA0 as variaveis referentes aos fatores (N, P, K, Mg);
Bo (0 ponto de inser¢éo);

B1, B2, B3 e P (0s efeitos lineares);

B11, P22, B33 € Pas (OS efeitos quadraticos);
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B12, B13, P14, P23, P24 € P3a (0S efeitos de interacdo dupn)

€1€ 0 erro experimental associado a respgkta

Tabela 2: Matriz do delineamento experimental contendo os valores codificados

Tratamentos N P K Mg
1 -1 -1 -1 1
2 0 0 0 -2
3 1 -1 1 1
4 2 0 0 0

5* 0 0 0 0
6* 0 0 0 0

7 -1 -1 1 1

8 1 1 -1 1

9 -1 -1 1 -1
10 1 1 1 1
11 -1 -1 -1 -1
12 0 0 0 2
13* 0 0 0 0
14 1 -1 -1 1
15 0 2 0 0
16 0 0 -2 0
17 -2 0 0 0
18 1 1 1 -1
19* 0 0 0 0
20 0 0 2 0
21 -1 1 1 -1
22 1 -1 1 -1
23 -1 1 -1 -1
24 0 -2 0 0
25 -1 1 -1 1
26 1 -1 -1 -1
27 -1 1 1 1
28 1 1 -1 -1

*QOs valores em negrito denotam as repeti¢cdes no ponto central (4). Os niveis
utilizados estdo apresentados na Tabela 1.

3.3.RESULTADOS E DISCUSSAO
Os efeitos dos fatores sobre a concentragéo de biomassa livre des@ireas

de lipidios foram avaliados utilizando a metodologia de superficie de resposta com
delineamento composto central rotacional. Apenas o fator N, para concentracédo de
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biomassa, e os fatores N e P, para teor de lipidios, foram estatisticamente significativos,
ao nivel de significancia de 5 %.

A matriz do delineamento experimental com as respostas de concentracdo de
biomassa e teor de lipidios € apresentada na Tab@ls\alores de biomassa livre de
cinzas variaram de 1,863 ¢'la 2,93 g [}, os teores de lipidios variaram de 9,656 % a
19,79 % e de 0,375 g'ie 0,421 g L}, respectivamente.

Tabela 3 - Matriz do delineamento experimental da otimizacdo do meio de cultura
MBM e respostas para producgéao de biomassa livre de cinzas.

. Concentracar Teor de Concentraga
Niveis

Tratamentc de biomasse lipidios  de lipidios
xi(N)  x2(P) xs(K) xa(Mg)  (gL?) (%) (9L
1 -1 -1 -1 1 2,053 18,23 0,374
2 0 0 0 -2 1,863 15,15 0,282
3 1 -1 1 1 2,297 10,97 0,252
4 2 0 0 0 2,430 13,92 0,338
5* 0 0 0 0 2,310 13,01 0,300
6* 0 0 0 0 2,187 14,18 0,310
7 -1 -1 1 1 1,893 19,79 0,375
8 1 1 -1 1 2,930 14,36 0,421
9 -1 -1 1 -1 1,930 19,54 0,377
10 1 1 1 1 2,277 15,82 0,360
11 -1 -1 -1 -1 1,903 18,49 0,352
12 0 0 0 2 2,170 14,41 0,313
13* 0 0 0 0 2,260 13,23 0,299
14 1 -1 -1 1 2,503 10,81 0,271
15 0 2 0 0 2,297 9,656 0,222
16 0 0 -2 0 2,270 12,14 0,276
17 -2 0 0 0 1,038 19,23 0,200
18 1 1 1 -1 2,127 10,54 0,224
19* 0 0 0 0 2,333 12,99 0,303
20 0 0 2 0 2,183 12,70 0,277
21 -1 1 1 -1 2,093 15,46 0,324
22 1 -1 1 -1 2,257 14,03 0,317
23 -1 1 -1 -1 2,360 16,18 0,382
24 0 -2 0 0 2,107 13,82 0,291
25 -1 1 -1 1 2,040 16,61 0,339
26 1 -1 -1 -1 2,390 11,16 0,267
27 -1 1 1 1 1,873 15,26 0,286
28 1 1 -1 -1 2,293 10,62 0,244
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*Os valores em negrito denotam as repeticdes no ponto central (4). Os niveis

para cada nutriente estdo apresentados na Tabela 1.

Para concentracdo de biomassa, o termo linear e o quadratico da variavel N(x1)
foram estatisticamente significativogo nivel de significanciade 5 %. Houve uma
grande variacao nos parametros do modelo com a remoc¢ao dos coeficientes de regressao
estatisticamente néo significativos, para a falta de ajuste, devido a reparametrizacado dos
modelos (Rodrigues e lema, 2009). A equacdo do modelo reparametrizado foi
determinada a partir das variaveis codificadas que contém apenas 0s termos
estatisticamente significativos (Tabela 4).

Tabela 4 - Coeficientade regressao para concentiagle biomassa livrele cinzas

Fatores Coeficiente de Regressdo  Erro padrdo  t(13)  p-valor
Média Po 2,273 0,097 23,403 0,000
x1 (L) P1 0,238 0,040 6,003 0,000
x1 (Q) B -0,109 0,040 1,205 0,017

A andlise de variancia (ANOVA) indicou uma porcentagem de variacao explicada
de 62,05 % e p-valor < 0,01 (ANEXO B)Uma nova andlise de variancia foi feita
excluindo-se os efeitos ndo significativos, obtendo-se um coeficiente de determinacéo
R? ajustado, igual a 0,5%alor de R? ajustadcsugere que esse modelo é adequado para
avaliar a tendéncia da variacdo na concentrdedmomassam relacdo a variacdo da
concentracdode N. Os resultados da ANOVA para producdo de biomassa estao
apresentados na Tabé&la

Tabela 5- Andlise de variancia para producéo de biomassa livre de cinzas considerando
os fatores significativos

Fon.tes de Soma de Graus de Quad(ados Ecalc o-valor

Variacao qguadrados liberdade médios

Regressao 1,668 2 0,834 20,53 0,000

Residuos 1,016 25 0,041 - -
Total 2,684 27 - -

R’ = 0,6216; R ajustado = 0,5913;5Fs. 0.05= 3,39;

Substituindo-se os coeficientes de regressao apresentados na Tabela 5 na Equacéo
2, obteve-se 0 modelo de regresséo reparametrizado utilizado para a geracdo das curvas
de superficie de resposta (Equacao 3).

Biomassa = 2,273 + 0,249x; — 0,121x 2 (3)
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A andlise estatistica foi complementada por uma andlise de residuos, com o
objetivo de verificar a validade dos pressupostos estabelecidos e a qualidade do ajuste
do modelo. No ANEX(B1 encontram-se os graficos dos valores estimados em funcéo
dos residuos e o grafico de probabilidade normal.

O nivel da variavel N que resulte@m maior concentracdo de biomassa de
acordo com o modelo foi determinado igualasda-zero a derivadda Equacgdo 3As
condicOes necessarias para obtencdo de uma maior pratigamassa foram N igual
a 0,086 g [*. Para estas condicdes a produtébiomassa foi estimadam 2,282 g L.

As curvas de monitoramento do cultivo apresentadas foram obtidas adpartir
log da leitura de absorbancia no comprimento de onda de 7&éhfumcéo dos dias de

cultivo e da concentracéo de nutrientes (Figuras 1 a 3).
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Figura 1 - Monitoramento do cultivo d&cenedesmus sp. BR003 obtido a partir de
leituras de absorbancie comprimento de onde de 750 nm. Curvas contendo 0 ponto

central (PC) e os pontos axiais para os fatores (a) R, (b) K e (d) Mg.
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Figura 2 - Monitoramento do cultivo d&enedesmus sp. BR0O03 obtido a partir de leitur:
de absorbanciao comprimento de ondge 750 nm. Curvas contendo o ponto central (P(
0S pontos cubicos para o fator N nos seguintes nivétskle Mg: (a) P (-1)K(-1) eMg (-

1); (b) P (+1),K(-1) eMg (-1); (c) P (-1), K(+1) Mg (-1); (d) P (+1), K(+1) eMg (-1); (e)

P (-1), K(+1) eMg (+1); (f) P (+1), K(+1) eMg (+1); (9) P (-1)K(-1) eMg (+1); (h) P (+1),
K(-1) eMg (+1).
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Por meio dos resultados descritos nas Figuras 1 a 3, vesafipae todos o0s
tratamentos apresentaram uma flagerapida, poisas condi¢cdede cultivo do indculo
se diferenciavam das condi¢des do cultivo, principalmente quanto a concerdecado
nutrientes (NP, K, Mg eCO,)

Por meio do monitoramento do cultivo foi possivel observar o efeito do N no
crescimento do cultivaNo cultivo que recebeu a maior concentracao de N (T4pidlO
L™, Tabela 3)em comparacdo com o cultivo que recebeu a menor concentracédo de N
(T17, 10mg L™, Tabela 3 a concentracéde biomassa foi maior e o nimero de dias
cultivo foi o mesmo quando comparaaoponto central (PC). Com relacdo aos outros
fatores P, K e Mg) ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos para
concentracadde biomassa algal livre de cinzas.

Nos outros tratamentos, a menor concentracdo de biomassa foi diretamente
relacionada a menor concentracdo de N disponibilizada no cultivo, ndo sendo
influenciada de maneira significativa pela presencddE e Mg. A superficie de
resposta que descreve a concentracdo de biomassa de acordo com 0s tratamentos esta

representadas na Figura 5.

Para verificacdo da formacédo de cendbios, foram feitas fotos do material nédo
fixado. A partir das fotomicrografias observou-se que houve pouca influéncia do meio
de cultura na formacado de cendbios. Ocorreram poucas células individuais em todos os
tratamentos, predominando cendbios com 4 células, com presenca menor de cendbios
de 2 células em todos os tratamentos. Porém para os tratamentos 7 e 11, caracterizados
por baixa concentracdo de N, a presenca de cendbios com 2 células foi maior do que
cenodbios com 4 células (Figura 4). As fotomicrografias para os demais tratamentos séo
apresentadas no ANEXO.
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(c) T8 (d) T11
Figura 4 - Padrédo de cendbiosSbenedesmus sp. BRO03 no ultimo dia de cultivo pa
os tratamentos (a) T5- PC, (b) T7, (c) T8 e (d) T11

O aumento da concentracdo de biomassa foi decorrente do aumento da
concentragéo dd, sendo que este aumento nao foi limitado pelas variacdes dos demais
nutrientes, nos niveis testados. Aumentos nessa varidvel acagetauma maior
concentracade biomassag, consequentemente, na concentracao de lipidios.

A matriz do delineamento experimental com as respostas do teor de lipidios esta
apresentada na Tabela Qs valores de lipidios variararde 9,656 % a 19,7%a,
conformeasformulacdes dos ensaios realizados. Para a resposta teor de lipidios, o fator
N(x1), linear e quadratico, o fator P linear e a interacdo NxP foram eshatistite
significativosaonivelde5 % de significancia estabelecido (Tabéla 6

Assim como na producdo de biomassa, houve uma grande variacdo nos
parametros do modelo com a remocdo dos coeficientes de regressdo estatisticamente
nao significativos, para a falta de ajuste, devido a reparametrizacdo do modelo. A
equacdo do modelo reparametrizado foi determinada a partir das variaveis codificadas

gue contém apenas 0s termos estatisticamente significativos (Tabela 6
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Tabela 6 - Coeficientaderegressao estatisticantesignificativos para lipidios

Fatores Coeficiente de Regresséo Erro padréo t (13) p-valor
Média Bo 13,35 0,762 17,530 0,000
x1(L) B1 -2,160 0,311 -6,948 0,000
X2 (L) B> -0,687 0,311 -2,209 0,046
x1 (Q) B11 0,971 0,311 3,123 0,008
x1 x2 B12 1,057 0,381 2,775 0,016

A andlise de variancia indicou uma porcentagem de variacao explicada de 71,97
% e o valor de F calculado foi superao valor tabelado (ANEXO B Uma nova
analise de variancia foi feita excluindo-se os efeitos néo significativos, obtendo-se um
coeficiente de determinacad &ustado, igual a 0,6937. Valor dédgustado sugere que
esse modelo é adequado para avaliar o comportamento do teor de dipidedacdo a
variacdo de N eP. Os resultados da ANOVA para producdo de biomassa estao

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7— Andlise de variancia para producdo de lipidios considerando os fatores

significativos

Fontes de Soma de Grausde  Quadrados val
Variacao quadrados liberdade médios calc  P-valor
Regressao 165,16 4 41,290 16,29 0,002
Residuos 58,31 23 2,535 - -
Total 223,47 27 - -

R® = 0,7391; R ajustado = 0,6937;4Fs3. 0.05= 2,796;

O modelo foi estatisticamente significativo e preditivo, pois apresentou o valor da
razdo QM regressao/QM residua§ cinco vezes superior ao valor de F tabelado.
Substituindo-se os coeficientes de regressdo apresentados na Tabela 10 na equacéo 2,
obteve-se o modelo de regressdo utilizado para a geracdo da superficie de resposta

(Equacéo 4).

Teor de lipidios = 13,35 — 2,160x,; — 0,6870x, + 0,9710x 2 + 1,057x,x,
(4)

A analise estatistica foi complementada por uma analise de residuos, com o

objetivo de verificar a validade dos pressupostos estabelecidos e a qualidade do ajuste
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do modelo. No ANEXO B encontram-se os graficos dos valores estimados em funcao
dos residuos e o grafico de probabilidade normal.

Analisando a Equacdo 4 é possivel observar que a interacdo N/P tem efeito
positivo na producdo de lipidios enquanto N e P separadamente tem seu efeito
maximizado quando presentes em menores concentracbes no meio de cultivo. Os
maiores teores de lipidios (Tabela 3) foram observados quando N foi igual a Ib mg L
(19,23%) e quando N e P estavam, associados em concentragées mais baixas (N igual a
35 mg L' e P igual a 36 mg1), resultando em teor de lipidio de 19,79%. A superficie
de resposta para concentracao de biomassa, teores de lipidios e concentracao de lipidios
em funcéo das concentracdes de N e P estédo representadas na Figura 5.

O nivel das variaue N e P que proporcionou maior teor de lipidios foi
determinado pelo ponto maximo da Equacdo 3. Este ponto corresgande
concentracbede N e P iguais a 0,019 g'le 0,008 g [*, respectivamente.

O N €, quantitativamente, o nutriente que mais afeta 0 aumento da pratkicao
biomassa e lipidioemvérias microalgas (GRIFFITHS, HARRISON, 2009). Sendo um
componente quantitativamente importante, presente na biomasgaantidades que
podem variar de 1 a 10 % da massa seca, esta presepteteinas, acidos nucléicos e
pigmentos. Além da presenem substancias estruturais, o N ainda pode ser encontrado
em formas inorganicas nao assimiladas como nitrato, nitrito e aménio (LOURENCO,
2006; RICHMOND, 2004).

A capacidade de utilizar essas fontes internahbl,derganicas e inorganicas, é
importante na caracterizacdo da prgilu de biomassa para determinadas cepas.
Scenedesmus sp. € relatada como uma espécie capaz de utilizar quase todos os
aminoacidos como fonte interna de N (RICHMOND, 2004) e nitrato, ureia e amonio
como fonte externa (Ldt al., 2008; XINet al., 2010; LIN, LIN, 2011; PECClAst al.,

2013; ARUMUGANEet al., 2013).

A maior disponibilidade de N no meio tende a gerar mais proteinas e clorofilas,
gerando condicbes favoraveis para a divisdo celular e consequente aumento na
concentracade biomassa (BENIDERt al., 2001; LOURENCO, 2006; ARUMUGAM
et al., 2013). Tan e Lin (2011) também obtiveram maiores producgdes de biomassa com
0S meios de cultura nos quas concentracbes dbl, na forma de nitrato, foram
maiores, reportando concentracdes de biomassa seca de™,Reslltado semelhante
ao obtido por Mandal e Mallick (2009) pagaenedesmus sp., porém com valor inferior

aomaximo obtido neste experimento para a concentracéo de biomassa (2)93 g L
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Figura 5 - Superficie de resposta para (a) concentracdo de biomassa, (b) teor de lipidios
(c) concentracdo de lipidios em funcdo das concentracdes)(glee N e P, para
Scenedesmus sp. BR0O03, ao final do cultivo (fase estacionaria).

Como os nutrienteP, K e Mg ndo afetaram significativamente a concentracéo
de biomassa no intervalo estudado, a formulacdo recomendada para o meio de cultura
otimizado utiliza niveis minimos destes nutrientes (Tabgld&&a formulacdo deste
meio, mantendaas concentracdesle N, P, K e Mg determinadas no processo de
otimizagéo, foi indispensavel a adicdo de uma nova fonte de nitrato gNafSsa

nova fonte foi necessaria para alang concentracdde N necesséaria sem alterar a
concentragadeK.
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Tabela 8- Comparacdo do meio de cultura MBM com o meio obtidgrocessale

otimizacao para producéo de biomassa

Composicao Meio otimizado (g [})  Custo (R$)
NaNG; 0,400 0,0264
KNO3; 0,137 0,0271
KoHPO,.3H,O - -
KH,PO,.3H,0 0,049 0,0018
CaCb.2H.0 0,010 0,0002
MgSO,. 7H,O 0,020 0,0002
FeSQ5H,O 0,020 0,0005
NacCl - -
H3BO3 0,0029 0,0007
MnCl,.4H,0 0,00181 0,0012
CuSQ.7H,0O 0,00008 1,6E-06
(NH4)0O.7MoGs 0,00018 3,2E-05
ZnCl, 0,00011 1,36E-05
Total de sais (g 1) 0,66608

Custo do meio de cultura R$ 0,055

O custo por unidade de volume de meio de cultura obtido pela otimizagdo (R$
0,055 LY foi maior que o custo do meio MBM (R$ 0,053).devidoao aumento nas
concentracdes das fontes de Wb entanto o custo por unidade de biomassa algal
produzida com o meio otimizado diminuiu, uma vez que houve um ganho de 27% na
concentracao e biomassa.

O aumento do teor de lipidios verificado neste trabalho foi principalmente
decorrente restricdo simultanea de IR,em que os demais nutrientes estudados néo
apresentaram efeito significativo. Foi observado que a restricdo de P e N gerou maior
estimulo a producdo de lipidios, porém, com efeito negativo sobre a producdo de
biomassa (Tabela 3). Geralmerds microalgas acumulam maiores quantidades de
lipidios sob limitacdo de nutrientes quando a fonte de energia (luz) e da fonte de
carbono (CQ) e os mecanismos para realizadadotossintese estéo ativos (Xéual.,

2010). Isso ocorre como consequéncia da limitacdo da divisédo celular e diminuicdo da
producéale proteinas e pigmentos fotossintetizantes.Com disponibilidade de N no meio

de cultura, a taxa de fixagdo de carbono é dédvazes maior que taxde assimilacao

deN, que é uma propor¢cao adequada para sintese de contetdos celulares essenciais que
contémN. No inicio da fasede restricdode N, quando a capacidade fotossintética
diminui, a capacidadée fixacdo de C pode exceder a demanda inicial de N para

assimilacdo de C e este excesso de C é alaradompostos de reserva como lipidios
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e carboidratos. Como ha essa mudanca no metabolismoassdestancias de reserva
passam a ser prioridadem relagdoas proteinas e outros compostos, a taxa de
crescimento é diminuida (ADAM& al., 2013).

Suali e Sarbatly (2012) afirmam que a restricdo de N gera o decréscimo da
concentracdo de clorofila e do numero de cloroplastos presentes na célula. Nos
cloroplastosse encontram uma grande quantidade de fosfolipidios e glicolipidios,
afetando o consumo intracelular de N para sintese de material necessério para divisdo
celular. Com isso, a producdo de maiores quantidades de biomassa é restringida.

Hu et al. (2008) relataram o incremento no tdedipidios resultantelarestricdo
de N eP, e os valores variararem média, 46%. Osvalores obtidos para incremento
lipidico em alguns cultivos reportados na literatura p&@enedesmus sp. estdo

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9- Incremento lipidico resultante da restricdo de N e P no cultivo de microalgas

Espécies estudadas Restricdo Incremento Referéncia
nutricional lipidico
Scenedesmus sp. BRO03 N, P,K e Mg 48 % Este trabalho
Scenedesmus obliquus NeP 43 % Mandal e Mallick
(2009)
Scenedesmus dimor phus N 23 % Adamset al. (2013)
Scenedesmus naegel li N 60 % Adamset al. (2013)

O estresse causado pela restricdo de N pode ter efeitos desproporcionais sobre
crescimento e a produtividade de lipidios, de acordo com a espécie estudada. Estudando
as espéciesScenedesmus dimorphus e Scenedesmus naegelli, Adams et al. (2013)
observaram que no cultivo d& dimorphus o aumento da produtividade de lipidios
excedeu a diminuicdo do crescimento, resultasmdgrodutividade de lipidio de 23 %
com a restricdo dbl. Jano cultivo deS naegelli, 0 aumento do teor de lipidios, foi
compensado pela reducdo no crescimento, resultando na mesma produtividade de
lipidios, independente da concentracdoNle Neste caso a utilizacdo de menores
concentracoes de N seria economicamente mais atrativa. Neste trabalho, no cultivo de
Scenedesmus sp. BR0O03 foi observado que quanto menor quantidade wa a um
maior teor de lipidios.
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O fosforo € um nutriente essencial para o crescimento de microalgas, sendo seu
teor médioem microalgas de 1%m massa (YANGet al., 2011). Powelkt al. (2009)
investigaram o consumo de luxo de P por microalgas e descobriram que o teosde P na
células pode variar de 0,21 a 3,85 %. E importante ressaltar que mesmo apdsia deplec
total de P no meio de cultur@smicroalgas podem continuar crescendo e multiplicando
utilizando o P intracelular como font/u et al. (2013) observaram guw cultivo de 7
espécies diferentes de microalgas, incluiSdenedesmus sp. LX1, houve crescimento
mesmo apoés 12 dias de esgotamento do P no meio de cultura.

Para formulacédo do meio de cultura resultante da otimizacao, foram utilizados os
valores de N e P que propiciaram maior w@etipidios e, como os nutrientes K g
ndo afetaram significativamente no teor de lipidios no intervalo estabelecido, s&o

utilizados seus niveis minimos (Tabel3d.10

Tabela 10- Formulagdo do meio de cultura MBM e 0 meio obtido no procdeso

otimizag&o para a estimarlo aumento no teate lipidios

Composicao Meio otimizado (g [')  Custo (R$)
KNO3; 0,137 0,0219
KoHPO,.3H,0O - -
KH»PO,.3H,O 0,221 0,008
CaCb.2H,0 0,010 0,0002
MgSO,. 7H,0O 0,020 0,0002
FeSQ5H,0 0,020 0,0005
NacCl 0,025 0,0002
H3BO3 0,0029 0,0007
MnCl,.4H,0 0,00181 0,0012
CuSQ.7H,0 0,00008 1,6E-06
(NH4)O.7MoGs 0,00018 3,2E-05
ZnCl, 0,00011 1,36E-05
Total de sais (g 1) 0,43808

Custo do meio de cultura R$ 0,033

O custo por unidade de volume de meio de cultura MBM fdR#®,053 L,
com reducao da quantidade de sais no processo de otimizacéo, principalménte de
custo foi deR$ 0,033 L},0 que corresponde a uma reducdo de %7,7
Quando considerados os custos dos meios de cultura para os tratamentos que
obtiveram maior concentracdo de biomassa e maior teor de lipidios, verifica-se que o
menor custo por unidade de lipidios (R$ 834 bbtido onde o teor de lipidios € maior

(Tabela 11). Com isso, pode-se concluir que nas condi¢ces estudadas neste trabalho &
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mais vantajosa a utilizacdo do meio de cultura obtido pela otimizacao do teor de lipidios
(Tabela 10), uma vez que a concentracdo de lipidios obtida com a maior concentracao

de biomassa foi inferior a concentracao de lipidios obtida com o maior teor de lipidios.

Tabela 11 Custo dos meios de cultura obtidos no processo de otimizagao

) . . Lipidio . Custo por Custo
Niveis Biomassa Lipidios Meio de por kg
kg de

Trat. cultura biomassa de

-1 VT
NP K Mg @y o @y ) TRy RS
PC 0O 0 O O 2,273 13,35 0,303 0,053 23,32 174,85
7 -1 011 1 1,893 19,79 0,375 0,033 17,43 88,11

8 1 1 -1 1 2,930 14,36 0,421 0,055 18,77 130,70
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3.4.CONCLUSOES E CONSIDERACOES PARA EXPERIMENTOS FUTUROS

Os resultados apresentados demonstram que a concentracdo de biomassa na
microalga Scenedesmus sp. BR0O03 é dependente da concentracdo de N do deeio
cultura. O meio otimizado, formulado a partir do meio MBM objetivando a producéo de
biomassa, apresenta como caracteristica maior concentracad, dmenores
concentragdede P, K e Mg e os demais nutrientes na mesma concentragdo do meio
MBM. Apesar da alteracdda quantidade de sais presentes no meio ehouve uma
reducaade 19,51 % no custo por unidade de biomassa algal produzitR$ (@, 32kg™
paraR$ 18,77kg™.A reducdo nas concentracdes de N e P, no intervalo estudado,
estimulou o acumulo de lipidios como reserva carbono nas células, verificado pelo
aumento do teode lipidios. Utilizando os niveis otimizados de N e P e 0s niveis
minimos de K e Mg, um meio de cultura alternativo foi formulado, tendo como
caracteristica®m relagdoao meio MBM, menores concentracdes MeP, K e Mg
mantendo os demais nutrientes ha mesma concentracdo. Com a atteqgdiotidade
de nutrientes presentas meio proposto, o custo foi reduzido & 0,055 L'* paraR$
0,033 !, ou seja, uma reducdo de 3®& Os custos por unidade de biomassa
produzida também foram reduzidosRi® 23,32 kg paraR$ 17,43kg” de biomassa e
deR$ 174,85 kg paraR$ 88,11 kg de lipidios.

Nas condi¢cGes estudadas neste trabalho concluiu-se que a utilizacdo do meio de
cultura obtido visando a otimizacao do teor de lipidios € mais vantajosa, uma vez que a
concentracdo de lipidios (g). obtida com a maior concentracdo de biomassa foi
inferior a concentracdo de lipidios obtida com o maior teor de lipidios. Quando
considerados os custos dos meios de cultura para os tratamentos que resultaram em
maior concentracdo de biomassa e maior teor de lipidios, verifica-se que o menor custo
por unidade de massa de lipidios (R$ 88,11) k& obtido onde o teor de lipidios é
maior (19,79 %).

Tomadosem conjunto com dados da literatura, os resultados aqui obtidos
sugerem quese estabeleca um novo intervalo, com concentracées de N e P ainda
menores, paraeestabelecer a quantidade real necessaciansequentemente, avaliar o

incremento nos teores de lipidios e os custos dessa retkigawiente.
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4. ANEXOS

4.1. ANEXO A - Composicao dos meios de cultura sintéticos

TabelaAl — Composi¢cdo dos seis meios de cultura sintéticos

Composicao BG11 MDM MBM BBM MC lliman
g.L?
NaNO; 1,5
KNO; 1 0,25 1,25
NaNG; 0,25
(NH4),HPO, 0,203
K>,HPO,.3H,0 0,04 0,25 0,075 0,075
KH,PO,.3H,0 0,175 0,175 1,25 1,361
KCI 2,236
KOH 0,031
MgSQO,. 7H,0O 0,075 0,25 0,075 0,075 0,02 2,465
CaCb.2H,0 0,025 0,01 0,01 0,025
CsHgO7 0,006
CioH2oFeNsO14 0,006
C10H12N208.Mg
.2Na 0,001 0,05
Na,COs 0,02
H3BO; 0,00000286 0,0029 0,0029 0,01142 0,0029
MnCl,.4H,0 0,00000181 0,00181 0,00181 0,00144 0,00181
ZnSQ,.7H,0O 0,000000222 0,00882
NaMoO,2H,O 0,000000391
CuSQ5H.0 0,000000079 0,00008 0,00008 0,00157 0,00008
Co(NG;),6H,O  0,000000049 0,00049
FeSQ.7H,0O 0,02 0,02 0,00498 0,02 0,01
NacCl 0,1 0,025 0,025
3(NH,)0.7Mo 0,00001
O3 0,00008 0,000018 8
ZnCl, 0,00011 0,00011 0,00011
MoO; 0,00071
H,SO, 1*

*Quantidade expressa em n
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4.2. ANEXO B - Analise de Variancia e analise de residuos

TabelaB1 - Analise de Variancia e andlise de residuos para concentracdo de biomassa
livre de cinzas - Coeficientes de regressao para concentragéo de biomassa.

Fatores Coeficiente de Regressao Erro padrao t (13) p-valor
Média Bo 2,273 0,097 23,403 0,000
x1(L) B1 0,238 0,040 6,003 0,000
x1 (Q) P11 -0,109 0,040 1,205 0,017
x2 (L) B2 0,048 0,040 -1,997 0,250
X2 (Q) B22 0,008 0,040 1,184 0,836
x3 (L) B3 -0,079 0,040 -2,739 0,067
x3 (Q) Bs3 0,015 0,040 0,212 0,718
x4 (L) Ba 0,047 0,040 0,369 0,258
x4 Q) Baa -0,038 0,040 -0,955 0,357
x1 x2 Bi2 -0,025 0,049 -0,524 0,609
x1 x3 Bi3 -0,037 0,049 -0,764 0,459
x1 x4 B1a 0,085 0,049 1,759 0,102
X2 X3 B23 -0,049 0,049 -1,004 0,334
X2 x4 B24 -0,001 0,049 -0,026 0,980
x3 x4 B34 -0,040 0,049 -0,832 0,420
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Figura B1 - Residuos padronizados versus valores estimados pelo modelo de regresséo

(concentracéo de biomassa).
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FiguraB2. Valores de residuos sob normalidade (concentracdo de biomassa).

Tabela B2 - Analise de Variancia e analise de residuos para teor de lipidios -

Coeficientes de regresséao para teor de lipidios.

Fatores Coeficiente de Regressédo Erro padréao t (13) p-valor
Média Bo 13,350 0,762 17,530 0,000
x1(L) B1 -2,160 0,311 -6,948 0,000
x1(Q) P11 0,971 0,311 3,123 0,008
x2 (L) B2 -0,687 0,311 -2,209 0,046
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Fatores Coeficiente de Regressao Erro padrao t (13) p-valor

x2 (Q) B22 -0,238 0,311 -0,766 0,457
x3 (L) Bs 0,253 0,311 0,812 0,431
x3 (Q) Bas -0,068 0,311 -0,217 0,831
x4 (L) Ba 0,181 0,311 0,583 0,570
x4 Q) Baa 0,522 0,311 1,679 0,117
x1 x2 B12 1,057 0,381 2,775 0,016
x1 x3 Bi3 0,240 0,381 0,632 0,538
x1 x4 B1a 0,337 0,381 0,885 0,392
X2 X3 B23 -0,395 0,381 -1,037 0,318
X2 x4 B24 0,793 0,381 2,081 0,058
X3 x4 B34 -0,080 0,381 -0,210 0,837
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FiguraB3. Residuos padronizados versus valores estimados pelo modelo de regressao

(teor de lipidios).
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FiguraB4. Valores de residuos sob normalidade (teor de lipidios).

Nos graficos de residuos em funcdo dw@dores estimados, os valores estdo
uniformemente distribuidos acima e abaixo do eixo x ao longo do intervalo de dados,
indicando variancia é independente dos valores de biomassa e lipidios. O gréfico de
probabilidade normal mostra que os residuos estdo dispostos ao longo de uma reta,
seguindo a distribuicdo normal. Estas propriedades sustentam o0s pressupostos do
modelo empirico e permitem a aceitacdo do modelo para a descricdo das variacdes na
producédo de biomassa e lipidios nos intervalos estudados.
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4.3. ANEXO C - Plasticidade fenotipica

FiguraC1l - Padrao de cendbiesn Scenedesmus sp. BRO03 no ultimo dia de cultivo e
diferentes meios de cultura.
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FiguraC2 - Padréo de cendbi@sn Scenedesmus sp. BRO03 no ultimo dia de cultiv
emdiferentes meios de cultura.
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FiguraC3 - Padréo de cenobiesn Scenedesmus sp. BRO03 no ultimo dia de cultivo e

diferentes meios de cultura.
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FiguraC4 - Padrao de cenobiesn Scenedesmus sp. BRO03 no ultimo dia de cultivo e
diferentes meios de cultura.
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FiguraC5 - Padrédo de cendbiesn Scenedesmus sp. BR0O03 no ultimo dia de cultivo e

diferentes meios de cultura.
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5. CONCLUSOES GERAIS

A adicdo de C@ ao cultivo proporcionou aumento da biomassa e,
consequentemente, um aumento na quantidade de lipidios produzidos por litro de
cultivo. No entanto, o aumento no teor de lipidios s6 foi obtido no cultivo com o0 meio
MBM para Scenedesmus sp. BR0O03, aumento este concomitante com a reducgao no teor
de carboidratos.

A tolerancia a maiores quantidades de,G§erando aumento de biomassa e de
lipidios como resposta, sugere que estas algas tém potencial para cultivo utilizando
fontes alternativas de GO(residuos industriais), que podem reduzir 0s custos
relacionados a adicao do g@dustrial (90% de pureza).

Com o cultivo deChlorella sp. BR019 realizado no meio lliman foi possivel
observar que a quantidade de P adicionada ao meio é excessiva, uma vez que as algas
absorveram quantidades muito inferiores as disponibilizadas. Quando comparados 0s
resultados obtidos no meio lllman a base de fertilizantes e reagentes, ndo houve
diferenca estatistica para biomassa e lipidios. O uso de fertilizantes agricolas mostra-se
uma boa alternativa para reducdo dos custos nesta etapa produtiva, uma vez que gerou
uma economia de 77% no custo total do meio de cultura.

No processale otimizagcdo do meio de cultura, para a concentracéo de biomassa
da microalgeScenedesmus sp. BRO03 somente o N foi estatisticamesigaificativo no
intervalo estudado. O aumento na concentracdo desse nutriente aumenta o rendimento
em biomassa livre de cinzas. Com a alteralgiguantidade de sais presentes no meio,

o custo do meio de cultura MBM aumentouRi0,053 L paraR$ 0,055 L.

Para lipidios, o N e o N foram estatisticamente significativos no intervalo
estudado, influenciando positivamente o teéefipidios. A quantidade total de lipidios
teve um aumento de 105%, quando comparados as maiores e menores concentracdes de
N e P. E mais vantajoso ter baixas concentra¢cdes de N e P no meio de cultura do que
um grande namero de células. Uma vez que esse grande numero de células ndo gerou
maior quantidade de lipidios por litro de meio de cultura. Com a alteragcédo da quantidade
de nutrientes presentas meio proposto, o custo foi reduzido 8 0,053 ! paraR$
0,0337 L}, gerando uma economia de 3%7

Nas condi¢cdes estudadas neste trabalho concluiu-se que € mais vantajosa a
utilizagdo do meio de cultura obtido pela otimizacéo do teor de lipidios, uma vez que a
concentracdo de lipidios obtida com a maior concentragdo de biomassa foi inferior a
concentracdo de lipidios obtida com o maior teor de lipidios. Quando considerados 0s

custos dos meios de cultura, os tratamentos que obtiveram maior concentracdo de
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biomassa e maior teor de lipidios, verifica-se que o menor custo por unidade de lipidios
(R$ 88,11 [*) é obtido onde o teor de lipidios é maior (19,79 %).

Apesar das quantidades de lipidios obtidos ainda ndo serem suficientes para
tornar viavel a producdo de biodiesel a partir dessa microalga, a manipulacdo dos
nutrientes do meio de cultura mostrou-se uma 6tima ferramenta para o aumento do teor
de lipidios.

No intervalo estudado, paes duas respostas, producdo de biomassa e teor de
lipidios, ha a necessidade de estabelecer um novo intervalo para obtencdo da
condicdo 6tima. Com o objetivo de obter resposta para os fépfe® Mg, um novo
delineamento deverd ser planejado, utilizando diferentes niveis dos nutrientes, ou
suplementacdo com nutrientesn diferentes fases do cultivo, para gse possam
investigar os seus efeitos, bem como os efeitos das suas interacdes, na producao de

biomassa e lipidios.
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