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RESUMO

As diversas formas de aplicacdo e desenvolvimento das microalgas destacam-se e chamam
atencdo para atuacdo de pesquisas e insercdo na area comercial e industrial. A biomassa
extraida a partir desses microrganismos € fonte de matéria prima para diversos produtos,
como suplemento na alimentagdo humana, insumos farmacéuticos, fonte de alimentacao
animal, produtos cosmeéticos, producdo de bioenergia, biocombustiveis, além de sua
utilizacdo na agricultura e entre muitos outros produtos O meio de cultura desempenha papel
fundamental na multiplicacdo e desenvolvimento adequado das microalgas. Com o custo
elevado do meio de cultura, nos ultimos anos ocorreu um crescimento do uso alternativo de
elementos que permitam o desenvolvimento das microalgas, e, nesse contexto, destaca-se as
macrofitas aquaticas cuja biomassa é rica em nutrientes essenciais. Melhorar a aplicacdo de
plantas aquaticas como meio de cultura pode reduzir significativamente os custos de
producdo, abrindo caminho para novas biotecnologias. As macrdéfitas na manutencédo e
equilibrio do ambiente aquético, contribuem nas transformacBes fisicas, quimicas e
processos bioldgicos. O meio de cultura de macrofitas para as microalgas Chlorophyceae
contendo biomassa de plantas aquaticas e NPK, pode servir de importante fonte alternativa
por apresentar concentracGes elevadas de nutrientes essenciais para a microalga. Nesse
estudo, foi avaliado o crescimento da microalga Messastrum gracile em quatro meios de
cultura mistos compostos por diferentes combinagdes de macrofitas aquéticas. O principal
objetivo foi identificar qual desses meios proporciona melhor rendimento no crescimento da
microalga. Os resultados demonstraram que 0s meios de cultura mistos contendo Lemna
minor, Eichhornia crassipes e Eichhornia azurea (L+C+A) e o meio de Eichhornia
crassipes e Lemna minor (C+L), destacaram-se como os mais eficientes. Apresentaram
beneficios notaveis, como um répido crescimento da biomassa e teores significativamente
mais elevados de proteina e lipidios. Além disso, os meios L+C+A e C+L demonstraram
maior capacidade de absorcéo de nitrogénio e fosforo, dois elementos essenciais na producao
de mais de 40% de proteinas e entre 5 e 9% de lipidios. Esses resultados enfatizam a
importancia de desenvolver protocolos inovadores para meios de cultura alternativos no
cultivo de microalgas, visando alcangar maior biomassa e a producdo de subprodutos de

interesse industrial.

Palavras-chave: Messastrum gracile; Eichhornia crassipes, E. azurea e Lemna minor;

biomassa; Extrato de macrofita misto; crescimento.
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ABSTRACT

Macrophyte mixed culture medium in the cultivation of Messastrum gracile
The various applications and development of microalgae stand out and draw attention to
research and integration into the commercial and industrial sectors. The biomass extracted
from these microorganisms serves as a raw material for various products, such as
supplements in human nutrition, pharmaceutical inputs, animal feed, cosmetic products,
bioenergy production, biofuels, and their use in agriculture, among many other applications.
The culture medium plays a crucial role in the proper multiplication and development of
microalgae. Given the high cost of the culture medium, there has been a growth in the
alternative use of elements that enable the development of microalgae. In this context,
aquatic macrophytes, whose biomass is rich in essential nutrients, stand out. Improving the
application of aquatic plants as a culture medium can significantly reduce production costs,
paving the way for new biotechnologies. Aquatic macrophytes contribute to the maintenance
and balance of the aquatic environment, participating in physical, chemical, and biological
processes. The culture medium of macrophytes for Chlorophyceae microalgae containing
biomass of aquatic plants and NPK can serve as an important alternative source due to its
high concentrations of essential nutrients for microalgae. In this study, the growth of the
microalga Messastrum gracile was evaluated in four mixed culture media composed of
different combinations of aquatic macrophytes. The main objective was to identify which of
these media provided the best yield in microalga growth. The results showed that the mixed
culture media containing Lemna minor, Eichhornia crassipes, and Eichhornia azurea
(L+C+A) and the medium of Eichhornia crassipes and Lemna minor (C+L) stood out as the
most efficient. They demonstrated notable benefits, such as rapid biomass growth and
significantly higher levels of protein and lipids. Additionally, the L+C+A and C+L media
showed a higher capacity to absorb nitrogen and phosphorus, two essential elements in the
production of over 40% of proteins and between 5 and 9% of lipids. These results emphasize
the importance of developing innovative protocols for alternative culture media in
microalgae cultivation, aiming to achieve higher biomass and the production of industrially

relevant by-products.

Keywords: Messastrum gracile; Eichhornia crassipes, E. azurea and Lemna minor;

biomass; mixed macrophyte extract; growth
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1. INTRODUCAO

As microalgas sdo organismos tanto de ambientes aquéaticos, quanto de ambiente
terrestre Umidos, sdo fontes versateis de diversos bioprodutos, e representam uma alternativa
de ambito mundial para utilizacdo como matéria-prima. Elas sdo capazes de produzir
biomassa, lipidios e proteinas, que por sua vez podem ser usados na geracao de energia,
alimentos funcionais, farmacos, cosméticos, tintas, biocombustiveis e muito mais (CHEN et
al., 2018; FERNANDEZ et al., 2021).

As microalgas verdes fazem parte da classe das Chlorophyceae, com presenca de
clorofila-a e clorofila-b que séo responsaveis pela fotossintese desses microrganismos. A
microalga Messastrum gracile faz parte desse grupo de microalgas, com rica composi¢ao
em produtos de interesse industrial, como proteinas, lipidios, pigmentos e polissacarideos,
além de ser comumente utilizada como modelo de divisdo celular e crescimento algal
(KOBAYASHI; ITO, 1977; KILHAM et al., 1997; DO NASCIMENTO et al., 2013).

O fornecimento dos nutrientes essenciais para a microalga sdo a base para alcancar
uma producao elevada de biomassa, sendo eles compostos nitrogenados, fosforo, carbono e
enxofre, alem de metais como ferro, cobalto, niquel, molibdénio e selénio (CARVALHO et
al., 2006). Em alguns casos, a adicdo de componentes adicionais, como vitaminas do tipo
B12, B1, biotina, vitamina C e E, sdo necessarias para auxiliar na divisdo celular das
microalgas (SIPAUBA-TAVARES; ROCHA, 2001; TAIZ; ZEIGER, 2004).

Esses nutrientes sdo ofertados atraveés do meio de cultura, que € um dos principais
fatores que influenciam o crescimento das microalgas. O meio de cultura é composto por
substancias quimicas que fornecem 0s nutrientes essenciais para 0 cultivo, podendo
estimular ou inibir o crescimento das microalgas, afetando assim a composicdo quimica das
células e a producdo de outros compostos, incorporando 0s nutrientes a sua biomassa
(IMAMOGLU et al., 2007; SIPAUBA-TAVARES et al., 2011).

A producéo de microalgas envolve altos custos, sendo o meio de cultura comercial
uma das principais despesas (BAUMGARTNER, 2011). A busca por meios de cultura
alternativos surge como uma maneira de reduzir os custos de producdo e fornecer os
nutrientes necessarios para o crescimento das microalgas. Exemplos incluem o uso de
fertilizantes agricolas, como 0 NPK, e meios compostos por extrato de macrofitas, que tém
sido desenvolvidos para cultivos de microalgas (SIPAUBA-TAVARES et al., 2009; 2015;
2018).

A utilizacdo de macrofitas aquaticas como base para a confeccéo de meio de cultura

para o cultivo de microalgas se destaca devido a sua riqueza natural em nutrientes essenciais,

1



Mestranda Livia Clara Colla Orientadora Profa. Dra. Lucia Helena Sipatba Tavares

como nitrogénio, fésforo e potéssio, fundamentais para o crescimento das microalgas
(SIPAUBA-TAVARES et al., 2009, 2014). Esse enriquecimento nutricional oferece uma
alternativa econdmica em comparacdo com meios de cultura comerciais, resultando em
concentragdes mais elevadas de proteinas, carotenoides e clorofilas nas microalgas,
tornando-as valiosas para a alimentagdo e biotecnologia (LOURENCO, 2006; SIPAUBA.-
TAVARES et al., 2009).

O uso de macrofitas para fabricacdo de meios de cultura é uma abordagem ecoldgica,
uma vez que aproveita plantas aquaticas abundantemente disponiveis, muitas vezes
consideradas residuos ou até mesmo pragas em sistemas de aquicultura (SIPAUBA-
TAVARES et al., 2011, 2015, 2017). Dessa forma, 0 uso para producao de meios de cultura
promove a reciclagem de residuos organicos naturais e contribui para a gestao eficiente de
nutrientes em ecossistemas aquaticos, reduzindo assim o problema critico da eutrofizacao
(SIPAUBA-TAVARES et al., 2014).

Na natureza, as macrofitas assimilam nutrientes para o seu crescimento, enquanto
suas raizes quando sao flutuantes, servem como abrigo e fonte de alimento para
microrganismos, e quando sdo fixas essa funcdo passa a ser da sua biomassa aparente na
agua. Elas liberam carboidratos, aglcares, aminoacidos, enzimas e outros compostos, e ainda
contribuem para a melhoria da qualidade da 4gua em ecossistemas aquaticos, atuando como
filtros naturais que removem nutrientes em excesso e reduzem a poluicdo da agua
(SIPAUBA-TAVARES et al., 2011, 2015). As macrofitas também podem absorver metais
pesados e 6leos, melhorando substancialmente a qualidade da agua (POMPEO, 2008; SOOD
etal., 2012; KASTRATOVIC et al., 2018).

Estudos recentes (SIPAUBA-TAVARES et al., 2017; 2019; 2022) demonstraram
que o cultivo de microalgas em meios compostos por extrato de macrofitas apresentam
vantagens significativas em relacdo aos meios tradicionais, mostrando resultados notaveis
em termos de qualidade e eficiéncia do cultivo, destacando-se como uma alternativa
promissora, embora as tecnologias para producdo de microalgas estejam em constante
evolucdo. Nestes estudos, os resultados com os meios alternativos com macrofitas e NPK
em relagdo a crescimento e biomassa foram similares aos meios de cultura comerciais como
CHU12e WC.

O Laboratério de Limnologia e Producao de Plancton desenvolveu um protocolo para
0 uso de macrofitas como meio de cultura, e por meio de varios estudos envolvendo
microalgas da classe Chlorophyceae, identificou trés plantas aquaticas que se destacaram:

Eichhornia crassipes (C), Eichhornia azurea (A) e Lemna minor (L), comprovando que essa

2
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biotecnologia pode ser aplicada no cultivo da microalga Messastrum gracile. Até o presente
momento, as pesquisas envolvendo a producdo de meios de cultura alternativos com base
em macrofitas consistia no uso de apenas uma espécie de planta aquética. Este trabalho visa
utilizar uma mistura de extratos de macrofitas, formando um meio misto, que pode contribuir
com a manipulacdo dos nutritentes presentes em cada planta e auxiliar no desenvolvimento

da microalga.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da macrdfita

As macrdfitas sdo plantas aquaticas que podem ser vistas a olho nu, com partes
fotossinteticamente ativas permanentemente ou presentes por alguns meses, sendo elas
submersas ou flutuantes, presentes em todo tipo de agua, mesmo com baixo nutrientes e
biomassa (COOK, 1974; WETZEL 1993). Essas plantas apresentam papel fundamental no
metabolismo dos ecossistemas aquaticos, assimilando nutrientes tanto presentes no
sedimento quanto na agua, retirando o excesso que causariam desequilibrio do ambiente
aquatico (ESTEVES, 1998). As plantas aquaticas como produtoras primarias absorvem
nutriente do meio para incorporacdo a sua biomassa, além disso, as macrofitas aquéticas
configuram habitat para perifiton, zooplancton, peixes e ras, além de servirem como fonte
de alimento para diversas espécies (PETR, 2000; BORNETTE; PUIJALON, 2009).

Desempenhando papel importante na producdo de biomassa, as plantas aquaticas
atuam de forma direta nos ciclos biogeoquimicos, auxiliando na producdo de carbono
organico, associacao do fésforo e influenciando na hidrologia e na dindmica dos sedimentos
através de seus efeitos sobre o fluxo de agua dos ecossistemas de dgua doce (DEMARTY;
PRAIR, 2009; ESTEVES; SUZUKI, 2010), desenvolvendo-se de forma répida na regido
tropical por conta do clima propicio (ESTEVES; CAMARGO, 1986). Quando ocorre
variacdes nos fatores ambientais e climaticos, podem afetar a distribuicdo e abundancia de
plantas aquéticas, revelando desequilibrios ambientais, interacdes bioldgicas e fatores
relacionados as caracteristicas da dgua e do substrato, podendo ser avaliados por meio de
propriedades fisicas e quimicas (LACOU; FREEDMAN, 2006).

Sua funcdo ecoldgica esta ligada a melhoria da qualidade de agua, promovendo
vantagens como a prevencdo do aumento do pH, redugdo da temperatura da agua e da
volatilizagdo da amoénia, além do controle da proliferacio de outras plantas
(BHUVANESHWARI; SINGH, 2015). Apresenta beneficios para organismos proximos,
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servindo como fontes de oxigénio, alimento e protecdo para vidas aquéticas ou que vivem
ao entorno da dgua, como passaros, insetos e outros animais (MARCONDES et al., 2002).
As macréfitas na manutencdo e equilibrio do ambiente aquético, contribuem nas
transformacdes fisicas, quimicas e processos bioldgicos (SIPAUBA-TAVARES et al., 2003;
RODELLA et al., 2006).

Pedalli e Teixeira (2003) ressaltam a importancia da funcdo das macrdéfitas como
bioindicadoras de qualidade de agua, com caracteristica de acumuladoras de poluentes,
rapida adaptabilidade ao ambiente e taxonomia conhecida sdo fatores para facilitar o
biomonitoramento através dessas plantas. A caracteristica acumulativa de metais pesados,
por essas plantas aquéticas, as torna excelente elemento em realizar tratamentos de efluentes
domésticos e industriais (POTT; POTT, 2000). Trabalhos realizados com macréfitas para
tratamento de agua de piscicultura por meio de “wetlands” apresentaram a melhora da
qualidade da agua filtrando materiais particulados, sedimentos, nutrientes e metais pesados,
além da reducio da DBO (Demanda bioquimica de oxigénio) (SIPAUBA-TAVARES, 2001;
SIPAUBA-TAVARES et al., 2002).

Essa funcdo despoluidora chama atencdo de empresas que realizam tratamento de
agua, exemplos como a descontaminacgdo por metais pesados e por descarte de agrotoxicos
ou produtos quimicos, reduzem a qualidade da agua segundo Tundisi (2013), e com o auxilio
das macrdfitas, isso pode ser contornado, quando realizado o manejo para evitar o
crescimento desenfreado das plantas, que pode causar outros problemas na agua.

Na aquicultura, as plantas aquaticas podem reduzir impactos nos ecossistemas,
utilizando-as no tratamento de efluentes. Os estudos com macréfitas em tratamento de
viveiros de piscicultura mostram a viabilidade no criadouro de camardes e alevinos de peixes
como forma de melhorar a qualidade de agua (SIPAUBA-TAVAVRES et al., 2002;
HENRY-SILVA; CAMARGO, 2008; SIPAUBA-TAVAVRES; BRAGA, 2008). Além
disso, as macrofitas podem ser aproveitadas como fertilizantes da agua e fonte de alimento
dentro da producéo de peixes, proporcionando maiores taxas de crescimentos para alevinos
de tilapia do Nilo (SANTIAGO et al., 1988; SIPAUBA-TAVARES; BRAGA, 2007). Em
peixes como o Pterophyllum escalare, a biomassa de Eicchornia crassipes como suplemento
alimentar proporcionou uma taxa de sobrevivéncia de 100% dos individuos alimentados,
fato que ndo ocorre sem a suplementacdo com macroéfita, beneficiando a produgéo
(SIPAUBA-TAVARES et al., 2019).

A disponibilidade de iluminacdo e nutrientes séo fatores essenciais para crescimento

e desenvolvimento das macroéfitas, porém cada espécie apresenta suas necessidades
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nutricionais necessarias (BORNETTE; PUIJALON, 2011; AERTS; CHAPIN, 2000). A
composicdo e estrutura das comunidades de macrofitas estdo ligadas aos nutrientes, mas,
avaliacdo da influéncia desses nutrientes na planta muitas vezes, é dificil de verificar por
conta da variacdo temporal e espacial destes elementos e a ampla ecologia de algumas
espécies. Fatores como a turbidez da &gua e profundidade também sdo prejudiciais a
absorcdo de nutrientes pela macrdéfita (ZHONG et al., 2017; SONDERGAARD et al., 2022).

A répida proliferacdo das macroéfitas preocupa incentivando a procura de alternativas
e utilizacdo dessas plantas para outras finalidades. Como forma de aproveitamento da
biomassa produzida pelas macrdfitas, alternativas como producéo de biogéas, alimentagéo de
animais e fertilizante de solos podem ser aplicadas (PIETERSE; MURPHY, 1990; EL —
SAYED, 1999), além de serem estudas para uso de cosméticos e produtos farmacéuticos
como antioxidante, producdo de biocombustiveis, e biofertilizacdo e diversos outros
produtos que podem aproveitar sua rica composi¢do nutricional (BHUVANESHWARI,
SINGH, 2015; GUSAIN; SUTHAR, 2017).

2.2 Microalga estudada

As algas verdes fazem parte do filo Chlorophyta, abrigando espécies que estdo
presentes na terra a milhdes de anos, com tamanhos de macro e microrganismos. A
classificacdo de cada alga depende das suas caracteristicas, e por conta de cada espécie
apresentar diferencas entre elas, esse filo possui a maior diversidade de espécies, com cerca
de 17 mil tipos, diferenciando-se em estrutura, ciclo de vida e habitats. A principal
caracteristica desse grupo é apresentar o cloroplasto com dupla membrana, tilacoides
empilhados, reserva de amido e clorofila a e b, além da presenca de alguns pigmentos como:
carotenoides o, B e y e diversas xantofilas. podendo ser encontradas tanto em ambientes
variados com dulcicolas, salobros e marinhos, além de outros habitats tais como neve,
troncos de arvores, folhas, plantas terrestres, dentre outros diversos locais (LOURENCO,
2006)

A microalga Messastrum gracile (Figura 1), que é encontrada em dgua doce, faz parte
da classe das Chlorophyceae, que podem ser algas unicelulares, de vida colonial e
filamentosas. S&o presentes em ambientes eutrofizados, crescendo abundantemente e
podendo originar “bloons” ou florescimento, as vezes aderindo-Se a pequenos grupos, como
fungos (liquens) (BOLD; WYNNE, 1985). Sdo muito utilizadas para cultivo em massa para
serem destinadas a alimentagcdo de organismos aquaticos, com sua rica composi¢do em

fibras, minerais, proteinas, acidos graxos, antioxidantes, entre outros, trazendo beneficios na



Mestranda Livia Clara Colla Orientadora Profa. Dra. Lucia Helena Sipatba Tavares

producdo de zooplancton, peixes, camardes e outros (PANIANGUA, 2003; SIPAUBA-
TAVARES et al., 2011).

A M. gracile tem células em forma semilunadas, estreitas e pontiagudas, sua
reproducédo é assexuada, ndo produz zodsporos e sao células raramente solitarias (BOLD;
WYNNE, 1985). Considerada como um organismo modelo para estudar o crescimento e a

divisao

Figura 1: A — Microalga Messastrum gracile em aumento de 50X; B — Mensuracdo do

tamanho e diametro da microalga.
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celular, ricas em lipidios, pigmentos, polissacarideos (KOBAYASHI; ITO, 1977; KILHAM
etal., 1997; CHU etal., 1995; DO NASCIMENTO et al., 2013). Em experimentos realizados
com esta alga, demonstraram que ela atinge a fase exponencial de crescimento ao redor do
8° dia de cultivo, com a concentragdo de 4,0 x 10° células mL™, que é considerado o fim da
fase de adaptac&o da alga ao meio e o inicio da fase de crescimento logaritmico (SIPAUBA-
TAVARES, 1988; SIPAUBA-TAVARES; ROCHA, 1993; SIPAUBA-TAVARES et al.,
1999).

Esta alga quando cultivada em sistema de cultivo “indoor” pode apresentar elevado
teor nutricional, com o nivel de proteina registrando valores de acima de 45% (SIPAUBA.-
TAVARES; PEREIRA, 2008; SIPAUBA-TAVARES et al., 2009). A escolha desta alga
pode-se justificar por conta do seu facil cultivo, resistente ao manejo e de facil adaptacdo a
meios de cultura alternativos, além do seu crescimento acelerado (SIPAUBATAVARES;
ROCHA, 2001; SIPAUBA-TAVARES; BACHION, 2002).



Mestranda Livia Clara Colla Orientadora Profa. Dra. Lucia Helena Sipatba Tavares

Ao longo dos anos a Messastrum gracile sofreu alterages na sua classificacao, a
partir dos estudos realizados com o gene 18S rDNA (SILVA, 2007) houve o aparecimento
de dois novos géneros, a Messastrum gen. nov. e Curvastrum gen. nov. (FAWLEY et al.
2006; KRIENITZ et al., 2001, 2011; GARCIA, 2017). Anteriormente a este estudo, essa
microalga era denominada Ankistrodesmus gracilis, atualmente sua classificacdo é a
seguinte (GUIRY; GUIRY, 2021):

Dominio: Eukaryota
Reino: Plantae
Subreino: Viridiplantae
Infrareino: Chlorophyta
Filo: Chlorophyta
Subfilo: Chlorophytina
Classe: Chlorophyceae
Ordem: Sphaeropleales
Familia: Selenastraceae
Género: Messastrum

Espécie: Messastrum gracile

2.3 Aspectos gerais do cultivo da microalga

As diversas formas de aplicacdo e desenvolvimento das microalgas destacam-se e
chamam atencdo para atuacdo de pesquisas e insercdo na area comercial e industrial. A
biomassa extraida a partir desses microrganismos é fonte de matéria prima para diversos
produtos, como suplemento na alimentagdo humana, insumos farmacéuticos, fonte de
alimentacdo animal, produtos cosméticos, producdo de bioenergia, biocombustiveis, além
de sua utilizacdo na agricultura e entre muitos outros produtos (BARNABE, 1989;
SIPAUBA-TAVARES; ROCHA., 1993; DENER et al., 2006; CHISTI, 2007). Além disso,
as microalgas sdo capazes de fixar grandes quantidades de CO atmosférico, tornando-se
uma alternativa sustentavel para a mitigagdo das emissdes de gases de efeito estufa (ZHANG
et al., 2020).

Segundo Zhang et al. (2020), o cultivo de microalgas pode ser realizado em diversos
sistemas, desde a cultura em pequena escala em laboratorio até sistemas de producdo em
grande escala, como fotobiorreatores e lagoas de cultivo. Esses sistemas apresentam

vantagens e desvantagens em relacdo ao custo, produtividade, facilidade de operacéo,
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controle de qualidade da biomassa, entre outros fatores, e a escolha do sistema mais
adequado deve ser baseada nas caracteristicas da espécie cultivada e no objetivo da
producao.

De acordo com Kumari e Kumar (2021), o sucesso do cultivo de microalgas depende
de vérios fatores, como a escolha da espécie mais adequada para o objetivo da producéo, o
controle de temperatura, pH e nutrientes na cultura, a selecdo de métodos eficientes de
colheita e extracdo de biomassa, entre outros. A producéo de nutrientes e metabolitos varia
ao longo das fases de crescimento da microalga, produzindo os nutrientes necessarios para
seu metabolismo. A composicdo bioquimica diversificada das células de microalgas
influéncia nos teores de producao de carboidratos, proteinas, lipidios, &cidos graxos, entre
outros (MIAO et al., 2004).

Embora o cultivo de microalgas apresente grandes promessas em varias areas, ainda
ha desafios a serem superados para a sua viabilizagdo em larga escala, como o aumento da
produtividade e eficiéncia do processo, a reducao de custos de producéo e o desenvolvimento
de tecnologias mais eficientes de colheita e processamento da biomassa (SINGH et al.,
2021).

De acordo com o estudo de Borowitzka e Moheimani (2013), as condicdes ideais
para o cultivo de microalgas incluem temperatura entre 20 e 30°C, intensidade de luz na
faixa de 50-200 pmol/m?%/s, que pode ser fornecida por lampadas de LED ou tubos
fluorescentes, e pH entre 6,5 e 8,5. Além disso, é importante manter a agitacdo do meio de
cultivo para garantir a distribuicdo homogénea de nutrientes e luz.

As microalgas sdo organismos fotossintéticos, podendo adaptar-se ao ambiente de
agua doce ou agua salgada (VELASQUES-ORTA et al., 2013). A luz é o fator mais limitante
para a microalga, atuando diretamente em seu crescimento e desenvolvimento (DRAGONE
et al., 2010). O cultivo da microalga é realizado em condic¢des fototroficas, heterotréficas e
mixotroficas, a escolha para o tipo de cultivo depende da espécie da alga ou produtos gerados
como lipidio e proteina. A Figura 2 abaixo mostra o metabolismo de cada tipo de condigéo
de cultivo.

O cultivo mais comumente utilizado é o fototrdfico, sendo utilizado em laboratorio
ou em producdes de larga escala. Tem obrigatoriedade de apresentar fontes de luz, sendo ela
natural ou artificial, realizando a transformacéo da energia luminosa em energia quimica
(LAWOR, 2002). A fonte de carbono é provida do CO2 presente no ambiente como fonte

de carbono inorgénico realizando a sintese das células (WEN; CHEN, 2003). Nesse tipo de
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Figura 2: Metabolismo algal.
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cultivo é dispensavel a utilizacao de fontes de carbono alternativas, apresentando baixo risco
de contaminacédo por ndo ser adicionado fontes de nutricdo externas (AMARO et al., 2011,
ELUMALAI et al., 2011).

O cultivo heterotrofico utiliza fontes de energia organicas como fonte de carbono e
substratos organicos para suprir a absorcdo de elementos vitais para realizar a producao
celular, e, a fonte de luz é dispenséavel neste cultivo (CHEN et al., 2006; ZHANG et al.,
1999). A fonte de carbono disponivel no meio é um fator limitante para o crescimento algal,
resultando em baixa producdo quando o elemento se torna escasso no cultivo (ABALDE et
al., 1995). As vantagens deste cultivo sdo sua fécil operacionalidade e baixo custo de
producdo, uma vez que ndo utiliza energia para a iluminacdo. No entanto, nem todas as
espécies de microalgas se adaptam a falta de luz, por conta disso, ndo é um tipo de cultivo
universal para microalgas (HUANG et al., 2010).

No cultivo mixotrofico, ocorre a acdo simultanea de duas rotas de captacdo de energia
para os microrganismos cultivados, sendo elas a rota metabolica da fotossintese, atuando por
meio da oferta de iluminacdo, e a rota heterotrofica, realizando a oxidagdo dos compostos
organicos presentes no meio para respiracdo (CHOINACKA; MARQUEZ-ROCHA, 2004).
Alguns estudos mostraram que o crescimento das microalgas foi maior em cultivo
mixotréfico do que heterotrofico (BONINI; BASTOS, 2012), e a biomassa produzida neste

cultivo também apresenta produtividade superior ao cultivo fotoautotréfico, sendo de 5,4
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vezes maior (CHOINACKA; MARQUEZ-ROCHA, 2004; YANG et al., 2014; LI et al.,
2014).

A abordagem tradicional para identificar os fatores requeridos para uma elevada
biomassa de microalga inicia com a utilizacdo de um meio de cultura definido, no qual a
adicdo de outros elementos contribuird para o aumento do valor nutricional e
consequentemente, o crescimento da microalga. A escolha do meio de cultura depende de
varios fatores, como a presenca de elementos necessarios ao crescimento da microalga e, se
estes elementos podem afetar a qualidade do produto final e, o custo-beneficio do meio
utilizado (DALAY et al., 2007). O procedimento mais comum para o cultivo de microalgas
é o crescimento fotoautotréfico, possuindo maior eficacia na conversdo de energia solar,
podendo ser cultivadas em ambientes iluminados naturalmente ou artificialmente (PEREZ-
GARCIA, 2011).

Outro fator importante é a composi¢cdo do meio de cultura. O meio de cultura deve
conter nutrientes essenciais para o crescimento das algas, como nitrogénio, fosforo, potassio
e oligoelementos. Podem ser utilizados meios comerciais ou preparar um meio proprio,
dependendo das necessidades especificas da espécie de microalga utilizada. As principais
consideracdes para o desenvolvimento de um meio de cultura séo: a concentragéo total de
sal, fonte de carbono, fonte de nitrogénio, concentracdo de outros elementos como: potéssio,
fosforo, magnésio, sodio, sulfato, microelementos e a adicdo de componentes organicos e de
substancias que promovam o crescimento (LOURENCO, 2006).

O meio de cultura é uma preparagdo quimica que possui nutrientes necessarios para
que os microrganismos se multipliquem e se desenvolvam de forma adequada, permitindo
seu estudo, identificacdo e analise. Quando se trata de meio de cultura para microalgas, o
mais utilizado e que apresenta resultados satisfatorios € o meio liquido, ja o meio de cultura
em estado solido é utilizado para crescimento e desenvolvimento de microrganismos como
fungos e bactérias (BAUMGARTNER, 2011).

Os nutrientes minerais inorganicos fornecidos pelo meio de cultura sdo de suma
importancia para os organismos fotossintetizantes, tendo uma quantidade minima e maxima
para cada organismo, além da necessidade nutricional exigida pela microalga, diferindo para
cada espécie (SIPAUBA-TAVARES et al., 2009). Para uma elevada biomassa, é necessario
ter os nutrientes essenciais, como: nitrogénio, fosforo, carbono e enxofre, além dos metais
como ferro, cobalto, niquel, molibdénio e selénio (CARVALHO et al., 2006).

O carbono é um dos elementos essenciais para desenvolvimento e crescimento da

microalga, o nitrogénio, auxilia na sintese proteica, elevando a taxa de proteina encontrada
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na biomassa e no aumento da acéo fotossintética ligado a um maior nimero de células
clorofiladas presentes no meio (PIORRECK; BAASCH; POHL, 1984). A falta de nitrogénio
no meio de cultura para as microalgas pode ocasionar a limitacéo do crescimento (TUNDISI
etal., 1977) e desvio do fluxo de carbono para a producéo das proteinas para a producao de
carboidratos e lipidios (FORNJAN et al., 2007).

O fésforo é encontrado no organismo de produtores primarios como elemento
essencial para processos celulares, transferéncia de energia e biossintese de acidos nucleicos
como o DNA, sendo que a sua forma mais absorvida pelas microalgas é o ortofosfato
(GROBBELLAR, 2004). Quando o fosforo é ausente no meio de cultivo, torna-se um fator
limitante para crescimento, afetando diretamente na producdo de carboidratos e lipidios
(BOROWITZKA, 1988).

Micronutrientes, ou elementos secundarios, sao importantes para o crescimento das
microalgas, como os sulfatos, que € ligado ao transporte de elétrons por meio da sua
caracteristica condutivel, dando origem a cisteina e metionina, além de outros
micronutrientes que sdo necessarios, porém em menores quantidades, como ferro, boro,
cobre, cobalto, zinco, vanadio, molibdénio e sddio (SIPAUBA-TAVARES; ROCHA, 2001).

2.4 Escolha das macrofitas para producdo de meio de cultura

Uma das formas de utilizar residuos organicos provenientes da aquicultura é o meio
de cultura a base de macrdéfita, com alto potencial fertilizante, tendo em sua composicao altas
quantidades de nitrogénio, fésforo, magnésio, manganés, cobre, zinco, e outros elementos
que sdo de suma importancia para o crescimento algal (SAHU, 2002; SIPAUBA-
TAVARES; BRAGA, 2007). O meio de cultura de macrofitas para as microalgas
Chlorophyceae contendo biomassa de plantas aquaticas e NPK, pode servir de importante
fonte alternativa por apresentar concentracdes elevadas de nitrogénio, fosforo e potéassio,
essenciais ao desenvolvimento e crescimento da microalga apresentando baixo custo e
contribuindo para a reciclagem de residuos de produtos bioldgicos (SIPAUBA-TAVARES
etal., 2014).

Plantas como a Eichhornia crassipes (Figura 3), da familia Pontederiacea, conhecida
como aguape, apresenta em sua biomassa macro e micronutrientes, elevados valores de
calcio, magnésio, manganés, zinco, ferro e cobre quando comparada a outras plantas
aquaticas (HENRY-SILVA; CAMARGO, 2006). A E. crassipes é eficiente na remog¢éo das

impurezas que proporcionam alterac6es da condutividade elétrica, temperatura e turbidez da
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agua, sendo aplicada para tratamento de aguas residuais e pode ser reutilizada na produgéo
agricola sem prejudicar o solo (FRANCA et al., 2014).

Estudos com E. crassipes afirmam que o crescimento microalgal com meio de cultura
da planta tem resultados iguais ou até superiores ao cultivo com meio de cultura comercial.
Os resultados nutricionais também séo superiores, resultando em um acréscimo de até 10%
na quantidade de proteina na biomassa seca, enquanto para o teor de lipidio esse acréscimo
pode chegar até 3 vezes mais de quando cultivado no meio de cultura comercial. O uso de
macrofita como meio de cultura tem beneficios, como o fato de ser uma planta regional do
estado de S&o Paulo e ser facilmente encontrada, com grande capacidade de crescimento,
sendo desnecessario uma elevada biomassa para o meio de cultura (SIPAUBA-TAVARES
et al., 2009; 2014; 2015).

Figura 3: Macrofita Eichhornia crassipes.

Fonte: Imagem da autora.

Plantas como a Eichhornia azurea (Figura 4), da familia Pontederiaceae como a E.
crassipes, também tem sido estudada por seu papel na ecologia de comunidades aquéticas.
Um estudo realizado por Carniatto et al. (2020) avaliou a dinamica populacional da E. azurea
em um reservatdrio brasileiro e como essa espécie influencia a estrutura da comunidade de
macroinvertebrados, mostrando resultados que a planta é de grande importancia para a
estruturacdo de comunidades em ambientes aquaticos.

Os resultados com 0 meio de cultura de E. azurea s&o similares aos resultados com

meio de E. crassipes, com a vantagem de ter maior quantidade de massa que as outras
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Figura 4: Eichhornia azurea.

Fonte: https://sib.gob.ar/especies/eichhornia-azurea.

plantas, chegando a medir de 1 a 8 metros de comprimento por conta de sua raiz que cresce
levemente em ziguezague (POTT; POTT, 1997). Estudos com a E. azurea mostraram que
produtos de alto valor como lipidio, proteina e a rapida duplicacao celular sdo caracteristicas
da biomassa da microalga cultivada em meio de cultura a base da planta (SIPAUBA-
TAVARES et al., 2018b).

Outra macrofita é a Lemna minor (Figura 5), da familia Araceae, também conhecida
como lentilha d’agua, ¢ um excelente bioindicador para &gua com excesso de nutrientes e
metais pesados, podendo ser identificada em um intervalo de tempo de 24 até 72h, com
mudancas visiveis em suas caracteristicas, e assim apontado o desequilibrio no ambiente
aquatico de forma rapida (LI et al., 2020). Além disso, a L. minor é uma macrdéfita de rapida
replicacdo, podendo dobrar a sua biomassa em até uma semana, e por conta da sua excelente
capacidade de remocgdo de metais pesados e excesso de nutrientes presentes no meio,
também pode ser usada para tratamento de aguas residuais (BASSI et al., 1990; RAHMANI;
STERNBERG, 1999).

O meio de cultura de L. minor é rico em diversos nutrientes, disponibilizando uma
composicdo rica em nitrogénio, além dos micronutrientes como célcio e magnésio, que sao
elementos essenciais influenciando na atividade enzimaética e proporcionando rapida
duplicagdo celular, além da rica biomassa e contribuicdo para o aumento de clorofila-a que
é responsavel pela acumulagéo de lipidios (DONG et al., 2020).
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Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Lemna.

A Tabela 1 a seguir, mostra a composicao bioguimica dos meios de cultura comercial
e alternativos, comparando os elementos presentes em cada macrofita em relacédo aos outros
meios utilizados. Todas apresentam macro e micronutrientes essenciais para a microalga,
porém cada planta tem seu elemento de maior abundéncia, E. crassipes destaca-se pelo maior
contetdo de nitrogénio, a L. minor que apresenta maior presenca de célcio e magnésio e a
E. azurea, que apresenta maior teor de fosforo. A juncdo dessas plantas apresenta uma
complementacdo de todos os elementos necessarios para o crescimento da microalga que

estdo presentes em cada uma de forma diferente.

2.5 Isolamento da microalga e manutencdo da cultura da Messastrum gracile

Independente do trabalho que vai ser realizado com a microalga existe um padréo
especifico de coleta para esses microrganismos. No caso da microalga para cultivo e
producdo de biomassa em laboratorio, hé a necessidade de materiais e equipamentos basicos
como autoclave, microscépio, lupa binocular, bico de Bunsen, pinga, algoddo, gaze, luz
artificial, prateleiras vazadas, camara de assepsia, entre outros. Todo material utilizado para
o cultivo deve ser especifico para este fim, por conta de qualquer contaminagdo que pode
acarretar a perda da cultura (SIPAUBA-TAVARES; ROCHA, 2001).

Em geral, o indculo vem de uma populacdo natural, que deve ser isolado dentro de
um curto periodo, evitando contaminagdes e morte das microalgas. No laboratorio as

microalgas sdo inoculadas em meio de cultura especifico para cada espécie a ser cultivada.

14


https://pt.wikipedia.org/wiki/Lemna

Mestranda Livia Clara Colla Orientadora Profa. Dra. Lucia Helena Sipatba Tavares

Tabela 1. Composicdo de nutrientes (mg I') em diferentes meios de cultura: LM = Lemna
minor ; EC = Eichhornia crassipes; EA = Eicchornia azurea (SIPAUBA-TAVARES et al.,
2018a, 2018b).

Meios de cultura

Comercial Alternativo
Composicao CHU12 NPK EC EA LM
P20s - 25.10° - - -
K20 - 10.10° - - -
N - 10.10° 35,1.10? 28.,4.10° 3.10°
P - - 56,4.10? 70,7.10? 2.10%
K - - 73.10° 76,2. 107 2.10°
Ca - - 36,9 68,8 550
Mg - - 23 4,3 190
S - - 3.107! 3.107 4107
B - - 34.102 41.102 21.10°
Cu - - 18.10 22.107 31.10°
Fe - - 6.102 56.102 71.103
Zn - - 3.10 12.102 0,1
Tiamina - 7 7 7 7
Vit B2 - 7 7 7 7
Vit Be - 5 5 5 5
Vit Bi2 - 33.10° 33.10° 33.10° 33.10°
Vit H - 10 10 10 10
Biotina (B1) - 1 1 1 1
Ca(NO3)2 3,0 - - - -
Na,COs 2,0 - - - -
KCI 0,5 - - - -
MgS04.7H,0O 7,5 - - - -
KoHPO4 0,5 - - - -
FeCls.6H.O 0,5 - - - -
Biomassa (Kg m?) - - 3 4,5 96

Quanto ao método de isolamento pode ser do tipo liquido ou solido (&gar) em placa de petri.
A escolha dependeré da espécie e do tamanho da microalga a ser cultivada (SIPAUBA.-
TAVARES; ROCHA, 2001).

As células algais sdo preparadas uma a uma, para isso sao utilizados meios e pipetas,
onde as células microalgais sdo passadas por diversas lavagens em uma placa escavada.
Todo esse processo de isolamento é feito no microscopio, cerca de 12 a 15 células devem
ser isoladas e lavadas cuidadosamente de 6 a 12 vezes em agua ou meio estéril. Uma nova
micropipeta ou capilar deve ser utilizado a cada lavagem, todas esterilizadas.
Posteriormente, sdo colocados em tubos com meio estéril, sob luz de LED para estimular o
crescimento. Todo esse processo € realizado com vidraria esterilizada para evitar
contaminacio (SIPAUBA-TAVAVARES; ROCHA, 2001).
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A Figura 6 mostra as diferentes etapas no procedimento de preparacdo do cultivo
algal utilizada neste estudo a partir de uma cepa proveniente da UFScar (CCMA-UFcar5),
com diferentes vidrarias utilizadas para cultivo em volume de 2 litros. Todo esse
procedimento requer muito cuidado sendo imprescindivel a esterilizacdo do material
utilizado para evitar contaminagdo por bactéria ou outros microrganismos (SIPAUBA-
TAVARES; ROCHA, 2001).

Figura 6: Diferentes etapas no procedimento do cultivo utilizado em laboratorio para o
crescimento de M. gracile em meios mistos de macréfita; (A) Microalgas em tubos de ensaio
proveniente de cepario especifico; (B) Preparacdo dos meios de cultura em 2 L; (C)
Esterilizacdo do meio de cultura em autoclave em 2 L; (D) Erlensmeyers com microalga e
meio de cultura em camara de assepsia; (E) Cultivo de M. gracile em volume em meio misto

de macrofita

A

‘:‘ Ay ‘

Fonte: Imagens cedidas pela professora Dr? Lucia Helena Sipal'jba Tavares.

A Figura 7 mostra as etapas para obtencdo de biomassa algal em sistema fechado de
acordo com o procedimento seguido no Laboratério de Limnologia e Producdo de Plancton
(Caunesp) da Unesp de Jaboticabal, sob a responsabilidade da Prof.2 Dr.2 Lucia Helena
Sipauba Tavares.

A Figura 8 mostra as etapas para confecgdo do meio de cultura a base de macrofita,
seguindo o protocolo criado por Sipalba-Tavares et al. (2009). O procedimento conta com
a limpeza das macrofitas, secagem e moagem das plantas, extracdo com agua destilada por
meio de aquecimento, que posteriormente coado e autoclavado, seu armazenamento deve

ser refrigerado.
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Figura 7: Procedimentos para obtencdo da biomassa algal
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Fonte: Imagens do autor.

Figura 8: Confec¢do do meio de cultura de macrdfita.

Macréfita

Processo de
extracéo da
macréfita

Meio de cultura liquido

Fonte: Imagens do autor.

Mesmo com resultados positivos, os meios de cultura alternativos em certos casos

necessitam de vitaminas como a tiamina, biotina e cianocobalamina para potencializar o
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resultado do desenvolvimento microalgal (BEER et al., 2009), sendo que muitas das algas
requerem vitaminas B12 (SIPAUBA-TAVARES; BACHION, 2002), além de vitamina C e
E, que auxiliam na divisdo celular das microalgas (TAIZ; ZEIGER, 2004).

As microalgas tém se destacado com meios de cultura ndo convencionais, embora as
tecnologias para producdo de microalgas estejam em constante desenvolvimento, s&o
considerados recentes os subprodutos alternativos para producéo de elevada biomassa como
forma de baratear o custo de producéo. Assim, estudos que possibilitem maior conhecimento
sobre tecnologias alternativas para a producdo vigorosa das microalgas com baixo custo de
producéo irdo contribuir para o desenvolvimento de novos protocolos para o cultivo de
microalgas. Diferentes meios de cultura tém quantidades diferentes de nutrientes que podem
alterar significativamente a quantidade de biomassa produzida durante o cultivo, sendo
importante otimizar a composicao do meio de cultura para alcancar o maior rendimento de
produtos de valor agregado as microalgas.

Espera-se avaliar o efeito mais eficaz do uso misto de macroéfitas no desenvolvimento
da microalga M. gracile para a obtencdo de valor nutricional e elevada biomassa. As
macrofitas ja sdo usadas para meio de cultura alternativo utilizando somente uma espécie de
planta, de forma separada, porém ainda ndo ha estudos com os melhores de resultados das
plantas misturados para servir como o0 uso de duas ou mais plantas compondo o meio de
cultura, podendo formar um novo protocolo para cultivo de M. gracile. Com o presente
trabalho espera-se o uso multiplo das macréfitas como meio de cultura, verificacdo da
melhor juncdo de macréfita como meio de cultura, aplicacdo de novas metodologias de
meios de cultura alternativos com uso de planta aquatica e uso de novos protocolos de cultivo

reduzindo o custo e avaliando a melhora do cultivo com aumento da biomassa.

3. OBJETIVOS

- Verificar qual melhor combinacdo das trés macrdéfitas (Eichhoria crassipes, Eichhornia
azurea e Lemna minor) em relacédo a biomassa da microalga;

-Avaliar o potencial destes meios de cultura no crescimento de Messastrum gracile;

- Obter informagdes sobre o valor nutricional da espécie M. gracile em fung&o do tratamento

utilizado.
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5. ARTIGO: Meio de cultura misto de macrofitas no cultivo de Messastrum gracile.

*Manuscrito a ser enviado a Algal Research, atendo as normas da mesma.
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5.1 RESUMO

O presente estudo avaliou o crescimento e as condigdes biologicas da microalga Messastrum
gracile a fim de comparar o efeito das misturas de extrato de macrofita na producdo de
biomassa e condicBes quimicas. As taxas de crescimento (k) da M. gracile foram diferentes
entre 0os meios de cultura mistos, sendo maiores no cultivo que apresentavam juntamente as
plantas Eichhornia crassipes e Lemna minor, enquanto 0os meios que apresentavam a planta
Eichhornia azurea, seu crescimento foi inferior. Os teores de lipidios nos meios L+C+A (L.
minor; E. crassipes; E. azurea) e C+L (E. crassipes; L. minor) ficaram entre 9 e 8,4%
respectivamente da biomassa seca, enquanto nos meios A+C (E. azurea; E. crassipes) e A+L
(E. azurea; L. minor) atingiram 4 e 6% respectivamente de lipidio da biomassa seca. Os
teores de proteina nos meios L+C+A e C+L ficaram entre 44,5 e 42,1 % respectivamente, e
os meios de A+C e A+L com 37,5 e 36,2% respectivamente. A Messastrum gracile cultivada
nos meios de cultura mistos com as plantas E. crassipes e L. minor, que sdo os meios L+C+A
e C+L apresentaram resultados melhores em relacdo aos teores de lipideos e proteinas. A

planta E. azurea mostrou-se incompativel para cultivo de forma mista.

Palavras-chave: Messastrum gracile; Eichhornia crassipes; E. azurea; Lemna minor;

Extrato de macrofita misto; crescimento.
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5.2 Summary

Mixed macrophyte culture medium in the cultivation of Messatrum gracile.

The present study evaluated the growth and biological conditions of the microalga
Messastrum gracile in order to compare the effect of macrophyte extract mixtures on
biomass production and chemical conditions. The growth rates (k) of M. gracile varied
among the mixed culture media, with higher rates observed in the cultivation that included
the plants Eichhornia crassipes and Lemna minor together, while the media containing the
plant Eichhornia azurea showed lower growth. The lipid content in the L+C+A (L. minor;
E. crassipes; E. azurea) and C+L (E. crassipes; L. minor) media ranged between 9% and
8.4%, respectively, of dry biomass, while in the A+C (E. azurea; E. crassipes) and A+L (E.
azurea; L. minor) media, it reached 4% and 6%, respectively, of lipid in dry biomass. The
protein content in the L+C+A and C+L media ranged between 44.5% and 42.1%,
respectively, while the A+C and A+L media had 37.5% and 36.2%, respectively.
Messastrum gracile cultivated in mixed culture media with E. crassipes and L. minor,
specifically in the L+C+A and C+L media, showed better results in terms of lipid and protein
content. The plant E. azurea proved to be incompatible for mixed cultivation.

Keywords: Messastrum gracile; Eichhornia crassipes; Eichhornia azurea; Lemna minor;
mixed macrophyte extract; growth.
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5.3 Introducéo

As microalgas verdes constituem um grupo diverso e seus produtos sdo utilizados em
varias vertentes da industria, por exemplo, na aquicultura, farmacologia, para transformacéo
de energia e muitos outros. Esses microrganismos assimilam carbono, nitrogénio, fosforo e
micronutrientes, e posteriormente sao transformados em compostos organicos que compdem
as estruturas delas, com sua biomassa extremamente rica em produtos de alta qualidade,
como proteinas, lipidios, vitaminas e antioxidantes, que sdo componentes principais de
alimentacdo animal e humana, também biocombustiveis como biodiesel e biohidrogénio, e
medicamentos suplementares (HASHEMIAN et al., 2019; CHAI et al., 2021).

A eficiéncia de crescimento das microalgas apresenta um grande potencial produtivo,
e estad diretamente ligado ao meio de cultura, que em sua grande maioria é utilizado meios
comerciais com alto valor, o que pode afetar a viabilidade da producéo, sendo composto por
elementos quimicos que fornecem os nutrientes essenciais para o cultivo, podendo estimular
ou inibir o crescimento algal (SIPAUBA-TAVARES et al., 2011). Na busca de maior
conhecimento, combinacGes de meios de cultura com fontes alternativas que contenham
nutrientes como nitrogénio, fosforo e micronutrientes, visam a maximizagdo do crescimento
e a producdo de compostos especificos de interesse comercial (GAO et al., 2021; CHEN, et
al., 2022).

O meio de cultura a base de macrofita tém demonstrado consistentemente o
desempenho positivo para cultivo de Messastrum gracile, causando aumento significativo
na producdo da biomassa, e que quando utilizada em condi¢cbes normais de cultivo
fototrofico, apresenta resultados iguais ou superiores aos meios de cultura comerciais. O
meio de cultura de macréfita fornece nutrientes essenciais, fundamentais para o
desenvolvimento da microalga, como potéassio, nitrogénio, fésforo e micronutrientes como
calcio e magnésio que sdo importantes para o desenvolvimento algal e resulta no aumento
dos teores de lipidios e proteinas presentes nelas (SIPAUBA-TAVARES et al., 2017; 2019;
2022).

Dentre as plantas utilizadas individualmente como meio de cultura para microalgas,
a Eichhornia crassipes, Lemna minor e Eichhornia azurea sdo plantas que mostraram
melhor atuacdo no cultivo. Nas condic¢Oes experimentais, foi observado que os meios de
cultura baseados nessas plantas se destacaram, proporcionando os valores mais altos de
densidade celular e biomassa das microalgas, enfatizando assim o papel do extrato dessas

plantas como facilitadoras do crescimento algal (TEDESQUE et al., 2021).
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No entanto, é importante salientar que 0s experimentos utilizam apenas uma espécie
de planta aquatica como base para o0 meio de cultura, deixando uma lacuna significativa para
investigacOes, explorando a possibilidade de combinar o extrato de diferentes plantas
aquaticas para gerenciar de forma mais eficaz os nutrientes presentes em cada uma delas,
demonstrando ser uma estratégia valiosa para otimizar o cultivo de microalgas. Por exemplo,
a planta Lemna minor, de menor dimensdo em compara¢ao com outras macrofitas, utiliza-
se maior volume de planta, causando um possivel problema com a disponibilidade dela, no
entanto, combinada a outras plantas pode ser uma alternativa viavel para complementar o
cultivo e melhorar a eficiéncia nutricional, especialmente em situacGes em que outras plantas
apresentam resultados menos satisfatorios em diferentes pardmetros de anélise. Este estudo
avaliou: (1) qual meio misto de cultura promove melhor rendimento no crescimento de
Messastrum gracile; (2) se ocorre diferencas do valor nutricional da M. gracile com o0s
diferentes meios mistos de macrdéfita; (3) se 0 meio misto interfere nas variaveis fisico-
quimicas do meio de cultura; (4) se 0 meio misto de macrofita promove maior biomassa de

M. gracile.

6. Material e Métodos

6.1 Planejamento experimental

A microalga Messastrum gracile utilizada no experimento é proveniente da
Universidade Federal de Séo Carlos, linhagem n° CCMA-UFScar5, isolada da Represa do
Broa (SP, Brasil), posteriormente, cultivada no Laboratério de Limnologia e Producédo de
Plancton (UNESP, Centro de Aquicultura) em sistema de cultivo estatico ndo axénico com
aeracdo constante e temperatura mantida entre 22 + 2°C, oxigénio dissolvido em torno de
6,4 + 0,1 mg L% O experimento foi realizado na intensidade de luz de 60 pmol fotonm=2s*
e fotoperiodo de 24 horas. O experimento iniciou com volume de cultura de 10 mL em meio
CHU1_2 e foi transferido para volume de cultura de 250 mL na densidade de 0,75 x 10° células
mL"* também no meio de cultura CHU1,. Quando as culturas atingiram a fase exponencial
de crescimento (7° dia), 10 mL (com densidade de 2 x 10° células mL™) foram transferidos
para uma cultura contendo 2 L em meio de cultura NPK para adaptacdo da alga em meio
alternativo. Apos o 7° dia de crescimento exponencial, a cultura de M. gracile foi transferida
para recipientes esterilizados de 2 L contendo densidade de 4,5 x 10° cells mL™, no volume
de 190 mL da cultura, onde foram preparados meios de cultivo de macrdfitas (Sipauba-
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Tavares et al., 2009). Para os tratamentos mistos foram selecionadas trés plantas aquaticas:
Eichhornia azurea (A), Eichhornia crassipes (C) e Lemna minor (L). Os quatro tratamentos
foram elaborados com as seguintes misturas de plantas aquaticas: L+C+A; A+C; C+L; e
A+L. A escolha destas macrofitas foi baseada em estudos anteriores onde foram obtidos
resultados adequados para o crescimento destas M. gracile. Essas macrofitas sdo de facil
obtencéo nas proximidades do laboratério de Limnologia e Producgéo de Plancton. Todos os
meios de cultura foram autoclavados antes do uso e transferidos para frascos sob condi¢bes
assépticas. A iluminacdo foi fornecida por lampadas LED (High CRI LED 6500 k) no topo
de cada cultura. Os ensaios foram investigados durante 16 dias com triplicatas para cada dia
de coleta (1, 4, 8, 12 e 16) sob a mesma condig&o de crescimento (Figura 1).

10 mL
60 pmol photons m-2st

(Fonte de luz)
A 15cm
CHU,,
0,75 x10° cells mL*
250 mL
B
14 cm
CHU,,
2 x10° cells mL-1 22+2°C
Air 2L
C 28cm
L NPK
4,5 x105cells mLt
2L
D 28 cm
L+C+A A+C - CiL — - = Y Z

Figura 1. Diagrama esquematico do preparo da microalga Messastrum gracile em volume
de 2L, para o cultivo em meio misto de macrdfita onde: (A) Manutencdo da cepa 10 mL em
meio CHUz12; (B) Cultivo inicial em 2L somente em meio NPK (20:5:20); (C) Cultivo em
meio NPK em volume de 2 L; (D) Frascos experimentais nas diferentes associacdes de
macrofitas como meio de cultura, onde: L+C+A = Lemna minor+Eichhornia crassipes+E.
azurea; A+C= Eichhornia azurea+E. crassipes; C+L = Eichhornia crassipes+Lemna minor;

A+L = E. azurea+Lemna minor.

33



Mestranda Livia Clara Colla Orientadora Profa. Dra. Lucia Helena Sipatba Tavares

6.2. Meios de cultura

Para o preparo dos 4 tratamentos do meio de cultura misto com macréfitas foi
realizado o seguinte procedimento. Primeiramente, cada planta aquética foi preparada
individualmente seguindo a metodologia proposta por Sipauba-Tavares et al. (2009), onde
aproximadamente 5 kg (peso umido) de biomassa vegetal foram lavados suavemente em
agua corrente para remover detritos e epifitas. Apds secas ao sol, as macrofitas foram
transferidas para estufa a 60°C por 24 horas. O material vegetal foi triturado e
homogeneizado em moedor e fervido em agua destilada por 1 hora. O extrato de macrofita
foi filtrado em manta de microfibra e autoclavado a 120°C por 20 minutos. Foram coletadas
amostras de 70 mL que, ap6s resfriamento, foram diluidas com agua destilada até 1,4 L,
quando foram adicionados 2,5 mL de NPK (20:5:20), confeccionado com 70 g de NPK
(20:5:20) diluido em 1 L de agua destilada e posteriormente autoclavado a 120°C por 20
minutos, a quantidade adicionada ao meio foi definida por meio de ensaios preliminares para
definicdo do protocolo do meio de macréfita (SIPAUBA-TAVARES, et al., 2009).
Complexo de vitamina B foi adicionado ao meio de cultura extrato de macréfita na proporgéo
de 0,02 gL, Ap6s o preparo de cada meio de cultura com macrdfita, foram calculadas as
porcentagens para misturar as 3 plantas, contendo os quatro tratamentos, onde: L+C+A foi
utilizado 33% de cada planta, equivalente a 23,3 mL de meio extrato de macrdfita, A+C,
C+L e A+L, utilizou-se 50% de cada extrato de planta aquatica, correspondendo a 35 mL de

meio extrato de macréfita.

6.3 Crescimento da microalga, parametros dos meios de cultura e composi¢ao

bioquimica

A densidade celular foi monitorada por 16 dias consecutivos e aliquotas de 1 mL
foram removidas diariamente da cultura de microalgas em triplicata. Foi utilizada uma
subamostra minima de 2 x 1 uL* para quantificacdo celular, com camara de contagem de
Neubauer. A taxa de crescimento e o tempo de duplicacdo foram obtidos de acordo com
Guillard (1973), onde a taxa de crescimento (k, divisdes por dia) foi calculada da seguinte
forma:

k = (3,322/t2-t1 X logN2/N1)
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Onde: N2 e N1 sdo o numero de células nos dias t2 e ti, respectivamente. O tempo de
duplicacdo (tempo de divisdo celular ou tempo de geracdo) foi calculado a partir dos

resultados obtidos da taxa de crescimento pela formula:

D = 1k

Onde: 1k é a divisdo por dia. O volume celular foi calculado pelo tamanho médio das
células com o uso da formula geométrica mais apropriada, ou melhor, da formula de dois
cones no caso M. gracile (Hillebrand et al., 1999). O comprimento total de 50 espécimes foi
determinado com microscépio Leica DFC 295 com sistema de analise de imagens LAS core
(LAS V3.8) e objetiva micrométrica de 40X. O carbono organico total (COT) foi calculado

por regressao seguindo Rocha e Duncan (1985):
COT: 0,1204 V1051

Onde: COT = teor de carbono organico total em pg cell* e V = volume da célula.

A concentracdo de clorofila-a foi determinada pela extracdo dos pigmentos com alcool
90% e por espectrofotdbmetro (663 e 750 nm), seguindo metodologia de Nusch (1980). A
biomassa seca foi determinada de acordo com Vollenweider (1974). A condutividade
elétrica, o oxigénio dissolvido e o pH foram medidos com a sonda multisensor YSI 56 MPS.
O fosforo total (TP) e o nitrogénio inorganico total (TIN) foram quantificados por
espectrofotbmetro, seguindo Golterman et al. (1978) e Koroleff (1976). A biomassa de
microalgas foi colhida, centrifugada e liofilizada para analise do teor de proteinas pelo
método de combustdo de Dumas, fornecido pela Leco (CN628). O conteudo lipidico foi
liofilizado e analisado extraindo pelo método de hidrdlise acida de Soxhlet (AOC, 2020). Os
conteddos de proteinas e lipidios foram expressos como peso seco de biomassa. A biomassa
seca foi determinada de acordo com Vollenwaider (1974). As analises foram realizadas a
cada 4 dias (1, 4, 8, 12 e 16 dias de crescimento).

6.4 Analise estatistica dos dados

A analise de variancia (ANOVA) foi aplicada considerando um modelo fatorial (4X5)
onde os fatores de variacdo foram os meios de cultura (4) para cada dia de amostragem (5)
a fim de descrever o comportamento do crescimento das microalgas e as variaveis biéticas

e abioticas do cultivo (Sokal e Rohlf, 1981). O teste de Tukey foi aplicado quando ocorreram
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diferengas (p < 0,05) entre os tratamentos. Os dados foram expressos como média + DP com
RStudio. Todos os tratamentos foram realizados em triplicata.

6.5 Composicao de meios de cultura de macrofitas

As andlises de macrominerais (Ca, K, Mg, N, P e S) e micronutrientes (B, Fe, Mn e Zn)
dos meios de cultura foram processadas por extracdo dos nutrientes com acido citrico e
neutralizadas com citrato de amonio, processadas de acordo com metodologia apresentada
pelo MAPA (2007).

7. Resultados
7.1 Condicdes de cultivo, meios de cultura e crescimento da microalga

A densidade celular da microalga Messastrum gracile foi significativamente
diferente entre os meios mistos estudados. No 16° dia de crescimento foi observado a maior
densidade celular do experimento no meio de cultura C+L, com 163 + 2 x 10° cells mL. A
densidade celular de M. gracile no 16° dia do meio C+L comparada ao meio A+L, que foi 0
meio que obteve menor densidade, 57 + 4 x 10° cells mL™, foi aproximadamente 65% mais
elevada. No meio de cultura C+L, foi observada as maiores densidades em relacdo aos outros
meios em praticamente todos os dias de cultivo, porém o meio de L+C+A também
apresentou desempenho positivo no crescimento celular, apresentando a maior densidade no
16° dia com 99 + 2 x 10° cells mL* (Figura 2 e Tabela 1).

Em relacdo ao carbono organico total (COT), o maior teor foi observado no 4° dia
no meio de cultura misto L+C+A, com 6 + 3 pg cell’X. A média dos teores de COT nos meios
foi entre 1 + 0 e 5+ 0 pg cell?, e no 4° dia foi observado o maior teor para todos 0s meios
utilizados, e os menores teores foram registrados no 8° e 12° dia também para todos os
meios. No 16° dia de crescimento o aumento do teor de COT ocorreu somente no meio de
cultura misto L+C+A com 3 + 1 pg cell* (Tabela 1).

O volume celular (VC), apresentou os maiores valores registrados no 1° e 4° dia de
crescimento, e a partir do 8° dia 0 VC diminuiu. O 4° dia expressou 0s maiores valores para
volume celular para todos os meios de cultura misto, contudo o meio de cultura misto

L+C+A foi 0 maior valor do experimento, com 42 + 22 pm®. Em comparagdo, o menor
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Fig 2. Curva de crescimento da microalga Messastrum gracile em meio de cultura misto de
macrofita onde: L+C+A = L. minor+E. crassipes+E. azurea; A+C= E. azurea+E. crassipes;

C+L = E. crassipes+L. minor; A+L = E. azurea+L. minor.

volume celular foi observado no 16° dia no meio de cultura misto A+L, com médiade 7 £ 2
um? (Tabela 1).

As concentracOes de clorofila-a foram mais elevadas no 16° dia em todos os meios,
com destaque para 0 meio de cultura misto C+L exibindo a maior concentragdo, com 3,2 +
0,1 g L™ Por outro lado, o meio de cultura misto com a menor concentracio de clorofila foi
0 meio A+L ao longo do crescimento de M. gracile, e no 16° dia de cultivo, obteve a
concentracdo de 0,3 + 0 g L, aproximadamente 10 vezes menor do que o meio C+L (Tabela
1).

A biomassa foi significativamente diferente entre meios mistos de macroéfita, onde
no 16° dia 0 meio de cultura C+L exibiu a maior biomassa, com 5,0 + 0,1 g L, e 0 mesmo
meio apresentou em quase todos os dias de coleta os maiores teores de biomassa. O meio de
cultura misto que apresentou a menor biomassa foi A+L com 1,7 + 0,3 g L™ no 16° dia de
crescimento, cerca de 34% menor do que o maior valor do experimento (C+L) (Tabela 1).

Em relacdo aos pardmetros dos meios de cultura, pH e condutividade variaram ao
longo dos dias experimentais (Tabela 2). O menor valor encontrado para o pH foi no 16° dia
do meio de cultura misto A+L com 7 £ 0 sendo o unico dia com variagao relevante, enquanto
os outros dias o valor do pH ficou entre 8 e 9, mostrando-se constante em todo o experimento
(Tabela 2).
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Tabela 1. Médias e desvio padrdo das varidveis biologicas da microalga Messastrum gracile.
Médias em cada linha seguidas da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes

(p<0,05), ANOVA (teste) entre os meios de cultura e os dias de crescimento.

Parameters Days Culture media
L+C+A A+C C+L A+L
Microalgae
5+0 5+0 6+ 0 5+0
8+ 0 9 + O 10+ 19 9+ O
DCM 8 25 £0¢ 14 + 1hi 70 + 14 20 + Qgh
12 66 + 04 47+ 1f 131+ 6° 53 + 5¢f
16 99 +2¢ 67 + 24 163 £22 57 £4¢
0,5 + 02 0,4 £ 0 0,50 0,304
K 8 0,4 + 0% 0,2 £ 0de 0,5+0° 0,3+£04
12 0,4 + 0k 03+0¢ 0,4 + 0bc 0,3+0¢
16 0,3 + 0cd 0,3+04¢ 0,3+04¢ 0,2 +0°
2,1 40,21 23+0,1f 2,0+08 3,4 +0,3¢
D 8 2.4 +0f 3,9 + 0,2 2,0 +0ft 3,540,
12 2,5+0f 3,1+0,14¢ 2,4 +0f 3,240,1%
16 2,9+0,1° 3,740,220 3,1 £ 0% 43+0,1°
3+2d 5+3b 2 & ik 2 & 1k
6+ 32 2+1f 4+ 3¢ 2+ ]ehi
coT 8 2 & cfe 2+ e 2 & ehi 1 +0m
12 2+1¢ 1+ 1hi 2 + 1hi 1 + [kim
16 3+ 1ef 1+ 1K 2+ 1M 1+0m
23 + ]]bcd 35+21% 12 & 5def 11 + 6def
42 + 222 13 + 7def 28 + 19b¢ 13 + 8def
vC 8 15 + odef 13 + 6df 13 + 6df 8 +3f
12 18 & 7¢def 10 £ 59f 13 + 6%f 9 + 4ef
16 18 & 5edef 10 = 4ede 12 & 5%f 7+2f
0,1+0i 0,1+0 0,1+0i 0,1+0
0,2 £ 0h 0,1 £ 0 0,3 + Ohi 0,1 £ 0
Chlo-a 8 1,1 +0¢f 0,2 + Ohi 0,8 +08 0,2 + Ohi
12 1,304 0,9 + 0f 1,6 +0,1° 0,3 + Ohi
16 2,1+0,1° 1,2 +0d 3,2+0,12 0,3+ 0"
0,5+0,1" 0,7 £ 0,22 0,6+0,1" 0,6 +0,1"
1,1 + 0,5¢feh 0,6 +0,1h 0,8 + 0,2¢h 1,0 +£0,1feh
Bio 8 1,9 +0,34ef 1,9 +0,3%f 2,0 £ 0,20f 1,4 + 0,3¢feh
12 2,1 £ 0,44 1,4 + 0,8¢feh 3,7 +0,4b 1,2 £ 0,2¢feh
16 3,4£0,1b 2,7+0,3 5,0£0,5% 1,7 +£0,3¢fe

DCM — Densidade celular média (x10° cells mL™?); K — Taxa especifica de crescimento; TD
— Tempo de duplicacdo (dias); COT — Carbono organico total (pg cell'!); VC — Volume
celular (um?®); Clo-a — Clorofila (mgL™?); Bio — Biomassa (mgL™); - = ndo analisado.
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Tabela 2. Médias e desvio padrdo das variaveis abioticas do meio de cultura. Médias em
cada linha seguidas da mesma letra ndo séo significativamente diferentes (p<0,05), ANOVA

(teste) entre os meios de cultura e os dias de crescimento.

Parametros Dias Meio de cultura
L+C+A A+C C+L A+L
Meio
1 8+ 0,1%f 9+ 0,12 9 + Qabcd 8+0,1f
4 9 + (,2cde 9+0,1% 9 + Qcde 8+ 0.1¢f
pH 8 9 + 0,]bcde 9+0° 9 + Qabcd 9 + Qcde
12 8 +0,1¢f 9 + 0,620 9 + 0,20 9+0,6°
16 9 + Qcde 9 + Q3¢ 9 + Qcde 7+09
1 573 +0,1fn 565 + 129" 448 + 13K 563 + gh
4 620 + 28¢cd 586 + gefan 515+ 8i 639 + 17
Cond 8 604 + 25%f9 616 + 9cde 524 + 111 756 + 10%®
12 606 + 12¢%f 647 £ 2¢ 503 + 21 707 £ 7P
16 632 + 17% 641 + 15% 511+7i 723 + 14®

Cond — Condutividade (uS cm™).

A condutividade elétrica, foi menor no primeiro dia no meio de cultura misto C+L,
com 448 + 13 uS cm’, e ao longo do experimento, neste mesmo meio foi observado as
menores concentracfes para condutividade em comparacdo aos outros meios de cultura
mistos. Em contrapartida, a maior condutividade ocorreu no meio de cultura misto A+L,
com 756 + 10 uScm-1 no 8° dia de crescimento (Tabela 2).

O nitrogénio inorganico total e o fésforo total ndo apresentaram grandes alteracdes
ao longo dos dias de crescimento (Figura 3). A maior concentracdo foi no 16° dia do meio
misto C+L com concentragdo de 2 + 0 mg L™ e a menor também no 16° dia no meio de
cultura misto L+C+A com 1,3 + 0 mg L. Todos os meios de cultura mistos iniciaram com
praticamente 0 mesmo valor de nitrogénio, com poucas variagdes ao longo dos dias de
crescimento (Figura 3).

O fosforo total foi maior no primeiro dia no meio misto L+C+A com valor de 1,5 +
1 mg L%, e ao longo dos dias de experimento foi absorvido pela alga, confirmando isso com
a menor concentragio no 16° dia com 1,4 + 0 mg L. Porém, o menor valor de todo
experimento foi observado no meio de cultura misto C+L com 1 + 0,1 mg L%, mostrando

uma absorcéo de 0,3 mg L™ em relagdo ao primeiro dia de cultivo desse meio (Figura 2).

7.2 Proteina e Lipidio

Os teores de proteina (Figura 4) foram similares para 0s meios de cultura mistos, com
0 maior teor encontrado no meio de cultura L+C+A no 16° dia de cultivo, com 44,5% de
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Fig 3. Contelido de fosforo total (TP) e nitrogénio inorganico total (TIN) (mgL ) do meio
de cultura no cultivo da microalga Messastrum gracile nos dias de coleta.

proteina, enquanto o menor valor foi observado no meio de cultura A+C com 31,9% de
proteina no 8° dia de crescimento. Os valores de proteina apresentaram baixa varia¢do, com
alteracdo méxima de aproximadamente 7% de proteina e a minima com menos de 1%,
quando observado os valores obtidos no primeiro dia e no 16° de cultivo.

O lipidio apresentou valores abaixo de 10% (Figura 4), o maior valor foi observado
no 16° dia do meio de cultura L+C+A com aproximadamente 9% de lipidio, e 0 menor valor
no 4° dia do meio de cultura A+C, com 1,8% de lipidio. Ao longo dos dias de crescimento
foi observado que os teores de lipidio ficaram sem muitas alteragdes no 8° e 12° dia de
crescimento em todos os meios de cultura mistos, mostrando um resultado significativo
somente no 16° dia de crescimento, com excecao para o meio de cultura A+C que apresentou

uma queda neste mesmo dia de 1,5% (Figura 4).
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Fig 4. Contetdo de proteina e lipidio (% de biomassa seca) da microalga Messastrum
gracile, nos dias de coleta.

7.3 Nutrientes dos meios de cultura misto de macrofita

Os nutrientes dos meios de cultura apresentaram-se similares, com uma distribuicéo
dos elementos presentes nas plantas, tornando os meios homogéneos entre si (Tabela 3). O
elemento mais abundante em todos os meios foi 0 K, com a maior concentracéo encontrado,
no meio A+C de 2,47 g L™ e 0 menor no meio C+L com 1,18 g L. Os outros elementos
mostraram pouca variagao entre os meios avaliados. O célcio foi 0 segundo maior nutriente
do meio com 0,50 g L para 0 meio de C+L e o menor para 0 meio A+L com 0,35 g L™,
Os outros macronutrientes variaram entre 0,15 gL no meio C+L e 0,22 no meio A+C para
N, e 0,07 gL ! no meio L+C+A e 0,09 gL ! para os meios C+L e A+L para o P. A consisténcia
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Tabela 3. Composigdo dos nutrientes (g L™) nos meios de cultura mistos de macrofitas.

Nutrientes Meio de cultura
L+C+A A+C C+L A+L
N 0,20 0,22 0,15 0,19
P 0,07 0,05 0,09 0,09
K 2,12 2,47 1,18 1,99
Ca 0,42 0,46 0,50 0,35
Mg 0,18 0,19 0,19 0,17

na composicdo dos meios de cultura é fundamental para ter um ambiente propicio ao
crescimento da microalga.

8. Discussao

O meio de cultura misto de macrofitas influenciou no crescimento da microalga M.
gracile, visto que a densidade celular apresentou valores significativos, apds a fase de
adaptacdo ao meio, demostrando crescimento logaritmico para a alga. No meio de cultura
misto com a juncdo das macrofitas Eichhornia crassipes e Lemna minor, obteve-se
densidades elevadas para todos os parametros de crescimento da microalga, mostrando que
a combinagéo dos nutrientes presentes nas diferentes plantas tem vantagens de crescimento
quando comparado ao meio de cultura de apenas uma macrdfita.

Os meios que apresentaram melhor desenvolvimento em relagdo a densidade foram
0s meios de cultura misto L+C+A e C+L, a composi¢cdo de ambos apresentou elevadas
concentracdes do P, Ca e Mg. Segundo Ghosh et al. (2017), os ions Ca?* e Mg?* tem ligacio
direta com a absorcdo do P presente no meio, facilitando a absor¢do dos macronutrientes
pela microalga, provocando o aumento da densidade celular, teor de proteina e lipidios. Por
outro lado, o excesso de micronutrientes podem acarretar a acidificacdo do meio,
prejudicando a acdo enzimatica da microalga e desacelerando o seu crescimento. Com isso,
associa-se que 0s meios que apresentavam a planta E. azurea ndo apresentaram um resultado
positivo com a planta associada a outras, por conta de um efeito antagdnico ao crescimento
causado provavelmente por excesso de algum micronutriente ndo detectado na analise.

O cultivo com a planta E. azurea pode ser prejudicado com a adicdo de fontes de
carbono como melago pré-tratado e alteragdes no tipo de cultivo utilizado como foi relatado
por Tedesque et al., 2021, porém o cultivo de forma tradicional e com somente ela como

base do meio de cultura, tem resultados positivos no cultivo da alga M. gracile (SIPAUBA-
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TAVARES, et al.,, 2018). Segundo Sipauba-Tavares et al. (2019) o cultivo fototrofico
apresenta resultados melhores do que quando cultivo em sistema mixotrofico, expressando
valores significativamente maiores para densidade celular, clorofila e biomassa,
influenciando também nos teores de lipidio e proteina presentes na M. gracile.

O tempo de duplicagdo (DT) da microalga sofre influéncia com os nutrientes
disponiveis no meio. A duplicacdo celular mais rapida foi observada nos meios de cultura
mistos de L+C+A e C+L, ricos em macronutrientes, mas que tem como principais nutrientes
em suas composicGes o N e K. O potassio esta presente no transporte de nutrientes para o
interior da célula, sua disponibilidade no cultivo da alga é responséavel por otimizacéo da
divisdo celular rapida. Estudos com a microalga Dunaliella salina mostrou que o aumento
de transportadores resultou no crescimento massivo das células da cultura em um curto
periodo (WOYDA-PLOSZCZYCA et al., 2021).

Os parédmetros da microalga como carbono orgénico total (COT), volume celular
(CV), conteudo de clorofila-a e biomassa, seguiram a tendéncia da densidade e apresentaram
melhores valores nos meios de cultura misto L+C+A e C+L, confirmando que sua
composicdo quimica beneficiou seus resultados. De acordo com Sipauba-Tavares et al.
(2018), os resultados obtidos em relacdo aos parédmetros avaliados revelaram um
desempenho satisfatorios nos meios de cultura isolados de E. crassipes e L. minor. A
presenca simultdnea dessas duas plantas no meio misto, com caracteristicas favoraveis
distintas, resultou em um significativo crescimento da microalga e na producdo de seus
produtos associados.

Estudos com as macrdfitas E. crassipes, E. azurea e L. minor como meio de cultura
de forma individual (SIPAUBA — TAVARES et al., 2017, 2018, 2019, 2022) apresentaram
valores iguais ou superiores ao meio de cultura comercial em relacdo ao crescimento da
microalga e os parametros bioldgicos. A planta L. minor demonstrou um desempenho maior
em termos de densidade celular, biomassa e teor de clorofila-a, indicando seu potencial como
um meio de cultura altamente eficaz. Por outro lado, as plantas E. crassipes e E. azurea se
destacaram pelo seu maior acimulo de macronutrientes nitrogénio (N) e fésforo (P), além
de apresentarem maior volume celular.

O meio de macrofitas normalmente tem aceitagdo positiva com a alga M. gracile,
porém quando comparado ao cultivo da microalga Haematococcus pluvialis em meio de
extrato de macroéfita, seu crescimento ndo atingiu valores proximo ao cultivo com meio
comercial, como acontece com a M. gracile. Sua densidade celular, biomassa e clorofila

foram reduzidas a metade do que normalmente € encontrado em outros meios de cultura nas
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mesmas condicdes, levando ao entendimento que os processos metabolicos da H. pluvialis
sdo prejudicados quando cultivada em meio de macrdfita (SIPAUBA- TAVARES et al.,
2022).

O pH manteve-se alcalino em todos 0s meios, exceto no 16° dia do meio de cultura
misto de A+L, com valor neutro e abaixo dos outros meios que apresentaram melhor
crescimento da alga nesse mesmo dia. Um dos motivos que pode levar a reducdo do pH € a
baixa absorcdo de ions pela alga, que em saturacdo acidifica 0 meio. Pesquisas com
Chlorella sorokiniana variando o pH, mostrou que o crescimento realizado em baixo pH,
tem pouco aproveitamento do CO», e aumento da producdo de lipidio e, com pH mais
elevado favorece a producdo de carbono e proteina na biomassa (QIU, et al., 2017). Os
elevados valores de condutividade elétrica no meio A+L, confirmam o possivel excesso dos
ions presentes, que também aumentam a condutividade elétrica. A acidificacdo do meio de
A+L pode explicar a morte celular durante os dias os ultimos dias de cultivo, interferindo no
metabolismo da microalga.

Os meios de L+C+A e C+L demonstraram maior capacidade de absorcdo de
nitrogénio e fosforo, ambos essenciais na producdo de proteina e lipidios. Em contrapartida,
0s demais meios ndo apresentaram 0s mesmos resultados, mantendo-se praticamente
inalterados em relacdo aos valores registrados no inicio do experimento. No estudo de
Tossavainen et al. (2019) com microalgas Chlorophyceae cultivadas em aguas residuais de
piscicultura, a remocdo de nutrientes inorganicos como NH4* e PO4* ficaram entre 75% e
89% e 84% e 95% respectivamente, nos primeiros dias de cultivo, e proporcionando maior
producdo de proteina algal, que é diretamente ligada aos nutrientes disponiveis e a ambiente
propicio para absorcdo desses nutrientes pela alga. Em estudos com as plantas E. crassipes
e E. azurea como meio de cultura de forma individual, foi apresentado valores indicando a
rapida absorcdo da microalga de nutrientes presentes no meio, como nitrogénio e potassio,
melhorando os pardmetros da microalga (SIPAUBA-TAVARES, et al., 2018).

Os produtos gerados pela microalga, ou seja, a proteina e o lipidio, variaram entre
36% e 44% e 4% e 9% respectivamente no meio L+C+A e 37% e 42% e 4% e 8% para o
meio de cultura misto C+L. Por outro lado, os outros meios apresentaram bons resultados
para a proteina, com 31% e 37% para 0 meio de cultura misto A+C e 35% e 40% para o
meio A+L. No entanto, os resultados para o teor de lipidios foram inferiores quando
comparados aos outros dois meios, situando-se entre 1% e 5% para 0 meio de cultura misto
A+C e 4% e 6% para 0 meio A+L. Sipauba-Tavares et al. (2018) obtiveram valores

semelhantes para proteina e lipidio com os meios de cultura das macréfitas Eichhornia
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crassipes e Eichhornia azurea, com porcentagens proximas a 47% para proteina e 8% para
lipidio. O mesmo resultado de proteina e lipidio também foi obtido por Sipauba — Tavares
et al. (2019) quando utilizados meios de cultura das macrofitas Eicchornia crassipes e
Lemna minor.

Os nutrientes presentes nos meios de cultura afirmaram a composigéo
homogeneizada apresentadas pelos meios e a capacidade de ministrar as substancias que
cada planta disponibiliza, com valores semelhantes para todos os meios. O elemento de
destaque foi o potassio, estudos com adigdo de potassio no cultivo de microalgas mostraram
que o teor lipidico acumulado pelas células é maior que quando cultivado em meio pobre
nesse nutriente (WANG et al., 2020). Em relacdo aos micronutrientes, como mencionado
acima, atua diretamente na densidade celular e maior acimulo de biomassa. A composi¢édo
rica dos meios de cultura mistos, principalmente em micronutrientes, auxiliou a producéo

dos produtos gerados pela alga.

9. Concluséao

O presente estudo ressalta a importancia do desenvolvimento de novos protocolos
para meios de cultura alternativos para cultivo de microalgas com finalidade de obter maior
teor de biomassa e valor nutricional. O meio de cultura misto de macrofitas proporciona a
possibilidade de gestdo dos compostos que podem ser complementados com a juncdo das
plantas, suprindo a demanda necessaria que a microalga possui. Dentre 0s diversos meios de
cultura mistos avaliados, destacaram-se 0s meios de L+C+A e o C+L como mais eficientes,
promovendo melhor rendimento no crescimento acelerado da M. gracile, apresentando
beneficios nutricionais da biomassa significativos e maiores teores de proteina e lipidio. Os
meios que apresentavam a planta E. azurea associado a uma segunda planta na composicao
causou a morte celular antecipada, provocando alteragdes nos parametros fisico-quimicos,
este resultado ressalta a importancia da selecdo cuidadosa dos componentes do meio de
cultura misto para evitar os efeitos adversos. Contudo, pode-se considerar que 0 meio de
cultura misto com macrdfita E. crassipes e L. minor € vialvel para o cultivo de microalgas

com biomassa de alta qualidade.
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