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RESUMO 

  O trabalho objetiva avaliar a importância do uso do melaço de cana de açúcar 

como fonte de carbono e plantas aquáticas (macrófitas) como meio de cultura no 

crescimento, aspectos biológicos e bioquímicos da microalga Chlorophyceae 

Ankistrodesmus gracilis (Reinsch) Korshikov cultivada em sistema “indoor”. Para 

avaliação do desenvolvimento de A. gracilis foram utilizados sete diferentes meios de 

cultura, um comercial (CHU12), outro com fertilizante inorgânico (NPK, 20:5:20) e cinco 

meios de cultura de macrófitas são elas: Eichhornia crassipes, Eichhornia azurea, Lemna 

minor, Salvinia auriculata e Azolla filiculoides. Foi obtido para A. gracilis nos meios de 

macrófitas parâmetros de crescimento similares ou superiores ao meio comercial e de 

fertilizante inorgânico sendo que no meio de cultura A. filiculoides foi observado o melhor 

desempenho. No entanto, em termos de densidade celular o meio de cultura L. minor 

apresentou valores mais elevados dentre os meios de macrófitas. Comparando as duas 

formas de melaço utilizadas, exceto no meio de fertilizante inorgânicos (NPK), na forma 

“in natura” foi obtido os melhores resultados para crescimento de A. gracilis nas 

condições utilizadas. Os teores macro e micronutrientes nas plantas apresentaram efeitos 

diretos no desempenho da microalga principalmente, em relação ao N, P e K que foram 

mais elevados nos meios de macrófitas L. minor e A. filiculoides. Comparando o cultivo 

autotrófico com mixotrófico foi observado que a densidade celular da microalga A. 

gracilis foi mais elevada para o cultivo autotrófico, porém o meio CHU12 apresentou a 

maior densidade celular em cultivo mixotrófico “in natura”. Os teores de proteína foram 

mais elevados para o cultivo autotrófico em meio NPK, os teores de lipídios foram mais 

elevados no cultivo mixotrófico “in natura” em meio de Azolla sp.. O meio NPK 

apresentou altas concentrações de fósforo total nos dois cultivos tanto autotrófico quanto 

mixotrófico (“in natura” e hidrolisado), o meio CHU12 apresenta aumento de fósforo no 

cultivo mixotrófico. O nitrogênio inorgânico total tendeu a ser mais elevado no cultivo 

mixotrófico. Os resultados demostram que a microalga A. gracilis apresentou bons 

biomassa de qualidade quando cultivada no cultivo mixotrófico, a variedades dos meios 

de culturas apresentam diferentes resultados nos parâmetros da microalga, sendo que a 

utilização da biomassa algal deve ser predestinada, pois cada cultivo e cada meio de 

cultura apresentou um composto elevado diferente. 

Palavra-chave: NPK, CHU12, macrófitas, crescimento, condições bioquímicas e 

biológicas. 
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ABSTRACT 

The aim of this research was to evaluate the growth, biological and biochemical 

aspects of the microalgae Ankistrodesmus gracilis (Reinsch) Korshikov in culture 

medium composed of organic waste trough autotrophic and mixotrophic culture. Seven 

culture medium were tested: a commercial one (CHU12) and another composed of an 

inorganic fertilizer (NPK 20:5:20); and other five medium composed of the following 

macrophyte species: Eichhornia crassipes, Eichhornia azurea, Lemna minor, Salvinia 

auriculata and Azolla filiculoides. The macrophyte were chosen based on their 

availability in the region, and among them just S. auriculata was not already employed 

as culture medium. Cane molasse (in natura and hydrolyzed) was added to the 

macrophyte medium in order to increase the carbon content. A. gracilis growth on the 

macrophyte medium was similar or even superior than observed on the commercial 

medium and the NPK. The best performance was achieved with the A. filiculoides 

medium. However, regarding to cell density, L. minor has achieved the best performance.  

In regard to cane molasse, the in natura form displayed the best performance, except 

when added to the NPK medium. The macro and micronutrient content in the 

macrophytes were also analyzed. The main feature observed was a higher content of 

nitrogen, phosphorous and potassium in the macrophyte L. minor and A. filiculoides, 

which presented direct effects on the development of the microalgae. Through 

comparison between autotrophic and mixotrophic culture was observed that the 

autotrophic culture presented higher A. gracilis cell density. However, the highest cell 

density was obtained with CHU12 in mixotrophic culture. The higher protein level was 

obtained with the autotrophic culture on NPK medium. The Azolla sp. medium with 

mixotrophic in natura culture presented the higher lipids content. The NPK medium 

presented higher phosphorous concentration on both autotrophic and mixotrophic 

cultures (in natura and hidrolyzed), while CHU12 medium presented an increase in 

phosphorous on the mixotrophic culture. The total inorganic nitrogen was higher on the 

mixotrophic culture. Through the results interpretation, the cane molasse use in A. gracilis 

culture can be added to the culture medium as carbon source. Since this substrate presents 

a variability in results depending the chosen culture, the purpose of algae biomass use 

must be planned accordingly, based on evidence that each culture presented distinct 

features. 

Keywords: NPK, CHU12, macrophytes, growth, biochemical and biological conditions. 
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INTRODUÇÃO 

Os meios de cultura são substratos responsáveis pela produtividade e crescimento 

das microalgas em sistema de cultivo. Os nutrientes presentes no meio de cultura, podem 

estimular ou inibir o crescimento das microalgas (SIPAÚBA-TAVARES et al., 2011), 

além de alterar a composição química das células e propiciar síntese de outros produtos 

(IMAMOGLU et al., 2007).  

A maior dificuldade relacionada a produção de biomassa algal é o preço dos meios 

de cultura comerciais que elevam o custo de produção. Assim, meios alternativos têm 

sido propostos como forma de substituir os reagentes utilizados na formulação destes 

meios de cultura (SIPAÚBA-TAVARES et al., 2009). 

Além do fertilizante inorgânico NPK, o uso da biomassa de macrófitas para 

cultivo de microalgas vem se tornando uma ferramenta que apresenta bons resultados de 

crescimento para a Chlorophyceae Ankistrodesmus gracilis (SIPAÚBA-TAVARES et 

al., 2009, 2018a). Desta forma, os meios de cultura alternativos como o fertilizante 

inorgânico (NPK) e plantas aquáticas são utilizados no sentido de adaptar as necessidades 

nutricionais das microalgas para obtenção de elevada biomassa e elevado valor 

nutricional, sendo economicamente viável (SIPAÚBA-TAVARES e ROCHA, 2001). As 

elevadas concentrações de N, P e K nestes meios alternativos associados às vitaminas do 

complexo B que são acrescentadas para incrementar o crescimento da microalga, podem 

promover o aumento nas concentrações de proteínas, carotenoides e clorofila 

(LOURENÇO, 2006; ORDOG et al., 2012). 

As condições laboratoriais como temperatura, pH, luz e nutrientes contidos no 

meio de cultura afetam o crescimento, como também a atividade metabólica e composição 

celular das microalgas (HUANG et al., 2010). 

 A escolha do meio de cultura dependerá dos elementos necessários para elevar a 

biomassa com a utilização de um meio de cultura definido cuja adição de outros 

elementos, contribuirá para o crescimento e valor nutricional das microalgas. A 

disponibilidade de água e nutrientes são grandes desafios no cultivo de microalgas, além 

de fontes de carbono orgânico tais como glicose e acetado (MITRA et al., 2012).  

Várias microalgas podem combinar fotossíntese autotrófica e assimilação 

heterotrófica em um processo conhecido como mixotrófico, cuja disponibilidade de 

carbono orgânico para a assimilação de carbono inorgânico é fixado pela fotossíntese 

(ANDRADE e COSTA, 2007).   
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As microalgas em condições mixotróficas metabolizam o carbono inorgânico 

através de um mecanismo combinado de características autotróficas e heterotróficas 

(KIM et al., 2013).  

Quando cultivadas em condições mixotróficas, as microalgas apresentam um 

custo de cultivo mais elevado, devido aos valores das fontes de carbonos utilizadas. Uma 

alternativa é a utilização de matéria prima de baixo custo de produção, como o melaço da 

cana-de-açúcar, cuja composição apresenta elevado teor de carbono. O melaço da cana-

de-açúcar tem sido usado em cultivo heterotrófico e/ou mixotrófico, contendo 29,6% de 

sacarose, 24,2% de glicose e 24,2% de frutose. O nitrogênio total contido no melaço varia 

de 0,82% a 2,2%, além de outras substâncias encontradas como: proteínas, aminoácidos, 

amidos, sais de amônio, nitratos e nitritos (BECKER e VENKATARAMAN, 1971). 

  A microalga Ankistrodesmus gracilis é cultivada em laboratório para fins de 

alimentação de zooplâncton, larvas de peixes e juvenis de peixes ornamentais. No entanto, 

pesquisas voltadas à adição do melaço como fonte alternativa de carbono, seu efeito no 

crescimento e composição desta microalga ainda não foram discutidos. 

O objetivo deste estudo foi avaliar a biomassa da microalga Ankistrodesmus 

gracilis em diferentes meios de cultura sob condições mixotróficas utilizando o melaço 

da cana-de-açúcar como fonte de carbono orgânico, comparando este cultivo com o 

autotrófico avaliando a biomassa algal em resposta às condições de cultivo. 

Para tanto a dissertação foi dividida em dois capítulos: o primeiro trata da 

influência da adição do melaço de cana-de-açúcar em meio de cultura no crescimento de 

A. gracilis, o segundo faz uma comparação dos sistemas autotrófico e mixotróficos no 

crescimento da microalga. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 Importância das Microalgas  

 As microalgas são microrganismos presentes em todos os ambientes como água 

doce, salgada, salobra e solo úmido. Esses microrganismos podem ser unicelulares, 

filamentosos ou coloniais (GONG e JIANG, 2011).  As microalgas são divididas em 

classes, que inicialmente foram baseadas no tipo de pigmento e posteriormente, com a 

microscopia eletrônica sua classificação foi baseada em aspectos de estrutura biológica e 

bioquímica (BEN-AMOTZ et al., 2009). 

As microalgas como produtoras primárias tem a capacidade de transformar 

energia solar em energia biológica, tornando sua biomassa suporte de inúmeras cadeias 

tróficas de ambientes aquáticos (SIPAÚBA-TAVARES e ROCHA, 2001). 

As microalgas realizam fotossíntese, chegando a consumir cerca de duas toneladas 

de CO2 para a produção de toneladas de biomassa algal (MALLICK et al., 2012). Além 

disso, são responsáveis por manter o equilíbrio ecológico com elevada importância 

econômica, sendo fonte de alimento para microrganismos (zooplâncton) e também para 

larvas e alevinos de peixes, em função de seu pequeno tamanho e alto teor de ácidos 

graxos polisaturados (SUH et al., 2015).  

Existem inúmeras variedades de espécies de microalgas de água doce e marinha 

cultivadas em sistema “indoor” e “outdoor”, com finalidades múltiplas seja na indústria 

alimentícia, de cosméticos ou mesmo na sua aplicação para tratamento de água e geração 

de combustíveis (SIPAÚBA-TAVARES et al., 2013). As microalgas apresentam, 

portanto, uma ampla variedade de aplicações uma vez que assimilam os nutrientes 

existentes no meio de cultura, incorporando-os à sua biomassa e proporcionando um 

produto nutricionalmente rico (MORIOKA et al., 2014). Essa diversidade de aplicações 

está ligada ao fato de que as microalgas apresentam composição bioquímica diversificada, 

os quais variam de acordo com a espécie cultivada onde os nutrientes podem afetar a 

biomassa algal (CHISTI, 2007). 

A maioria das microalgas apresenta teores proteicos iguais ou superiores aos 

vegetais convencionais. Por exemplo, Cyanobacteria Spirulina contém em sua biomassa 

cerca de 68% de proteína, aminoácidos essenciais três vezes mais elevados quando 

comparado a carne bovina (BECKER, 2007). Milovanovic et al. (2012) verificaram que 

o teor de proteína na biomassa seca de algumas cepas de Cyanobacteria variam de 42,8% 

a 76,5% na biomassa algal. Além de proteínas, as microalgas também possuem alto teor 
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de fibras e polissacarídeos, como ágar alginatos (PULZ e GROSS, 2004; PLAZA et al., 

2008). As microalgas são ricas em fontes de vitaminas e minerais, no entanto, algumas 

espécies do gênero Chlorella contêm mais vitaminas do que plantas terrestres 

(BLAZENCIC, 2007). O gênero Spirulina contém mais β-caroteno que qualquer outro 

alimento, como cenouras e, mais vitamina B12 em comparação aos alimentos frescos ou 

verduras (MOHAMMED e MOHD, 2011).  Os fatores biológicos e químicos influenciam 

no crescimento da microalga, podendo alterar o metabolismo celular afetando a biomassa 

algal e consequentemente, a fotossíntese, a taxa de crescimento, a atividade metabólica e 

a composição celular das microalgas (HUANG et al., 2010). 

Através de estudos taxonômicos as microalgas podem apresentar as seguintes 

formas de metabolismo: fotoautotrófico: quando a energia é obtida de fonte luminosa e o 

carbono de fonte inorgânica, pela fotossíntese; heterotrófico: quando a energia e o 

carbono são obtidos de fonte orgânica externa, em geral pela oxidação de açúcares; 

mixotrófico: quando a fotossíntese e a oxidação de compostos orgânicos ocorrem 

concomitantemente e fotoheterotrófico: quando a fonte de energia é a luz, e a fonte de 

carbono são compostos orgânicos (BUMBAK et al., 2011; PEREZ-GARCIA et al., 

2011).  O uso diversificado da biomassa algal com fins biotecnológicos para a produção 

de substâncias específicas já é uma realidade, sendo que na aquicultura esta biomassa 

poderá ser um importante aditivo alimentar para os organismos aquáticos. 

 Descrição da Espécie de Microalga Estudada 

 Chlorophyceae ou algas verdes, envolvem um grupo amplo de microrganismos 

com enorme variabilidade morfológica. Possuem clorofila a e b e vários carotenoides, 

que podem ser sintetizados e acumulados fora do cloroplasto sob condições de deficiência 

de nitrogênio e/ou outro tipo estresse, conferindo às microalgas uma coloração laranja ou 

vermelha. O produto de armazenamento é o amido, composto de amilase e amilopectina, 

que ao contrário das outras algas, é formado no interior do cloroplasto (DANTAS, 2013). 

O grupo inclui organismos cocóides, flagelados unicelulares, coloniais, 

filamentosas multicelulares ou multinucleados. As algas verdes são cosmopolitas 

principalmente, dulciaquícolas (seres que vivem em água doce), com elevado número de 

espécies e se desenvolvem em terras úmidas. Algumas espécies ocorrem em associações 

simbióticas, geralmente com líquens. A exploração comercial de algas verdes 

microscópicas compreende relativamente poucos gêneros da classe Chlorophyceae entre 
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os quais: Chlorella, Dunaliella, Haematococcus, Botryocccus e Ankistrodesmus 

(TOMASELLI, 2004). 

O gênero Ankistrodesmus possui células raramente solitárias, em geral reunidas 

em colônias sob a forma de tufos (menos organizados) ou de feixes frouxos (mais 

organizados). Algumas vezes, as células se torcem espiraladamente umas sobre as outras 

ao formar o feixe. Não existe mucilagem para manter as células juntas.  O único 

cloroplastídios é parietal, localiza-se lateralmente nas células e tem a forma de lâmina 

pirenóides podem ou não estar presentes, variando em número de um (mais comum) a 

vários (raro). Essas microalgas só ocorrem solitárias em sistema de cultivo (BICUDO e 

MENEZES, 2006).  

Classificação da microalga Ankistrodesmus gracilis segundo VAN-DE-HOEK et 

al. (1997). 

Reino: Plantae 

Divisão: Chorophyta 

Classe: Chloropyceae 

Ordem: Sphaeropleales 

Família: Oocystaceae 

Gênero: Ankistrodesmus 

Espécie: Ankistrodesmus gracilis       

A microalga Ankistrodesmus gracilis (Reinsch) Korshikov (Figura 1), pertence à 

classe das Chlorophyceae da ordem Chlorococcales, e no gênero Ankistrodesmus estão 

incluídas 11 espécies distribuídas em todo mundo (BICUDO e MENEZES, 2006). 

Ankistrodesmus gracilis caracteriza-se por ser unicelular imóvel, não possui flagelos de 

movimentação e também, não produz zoósporos; apresentando aproximadamente 17 µm 

de comprimento e células que possuem os formatos fusiformes, lunadas, retas ou até 

sigmoides, com extremidades em forma de agulhas (BOLD e WYNNE, 1985).  

A microalga A. gracilis cresce em água doce, e muitas vezes agrega-se em 

pequenos grupos, mostrando-se bastante promissora como um incremento da atividade 

aquícola, sendo resistente ao manejo de cultivo (SIPAÚBA-TAVARES et al., 1999). Esta 

microalga faz parte do fitoplâncton de lagos e lagoas, sendo um dos gêneros mais comuns 

entre as algas verdes. O gênero Ankistrodesmus possui um verde intenso devido a 

clorofila a e b que mascaram os carotenoides e xantofilas (BOLD e WYENE, 1985).  
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Figura 1: Microalga Ankistrodesmus gracilis observada na objetiva de 10x em 

sistema de cultivo a qual se apresenta de forma solitária (A) e como é encontrada no meio 

ambiente (B). 

  

Fonte: (A) Imagem do autor, (B) http://protist.i.hosei.ac.jp/PDB/Images/Chlorophyta/ 

Ankistrodesmus/ sp_5b.html.  

A reprodução assexuada ocorre por clivagem da célula parietal em 1-16 

autoesporos que são liberados pela ruptura da parede celular da célula parietal, e estágio 

flagelar ou reprodução sexuada são desconhecidos (GRAHAM e WILCOX, 2000). 

  A espécie Ankistrodesmus gracilis tem sido muito utilizada na alimentação de 

muitos organismos. Macedo e Pinto-Coelho (2008) verificaram que   Ankistrodesmus 

gracilis e Scenedesmus quadricauda utilizadas na alimentação de Daphnia laevis e Moina 

micrura, promoveram aumento no teor proteico e ótimo crescimento desses organismos 

zooplanctônicos. 

Dentre as microalgas de água doce cultivadas, as unicelulares da classe 

Chlorophyceae têm sido amplamente utilizadas na alimentação de organismos 

planctônicos e larvas de peixes, principalmente Ankistrodesmus gracilis demonstrando 

grande aceitação, devido ao tamanho, forma, espessura da parede celular e fácil captura 

(HARDY e CASTRO, 2000; SIPAÚBA-TAVARES e BACHION, 2002; SIPAÚBA-

TAVARES e BRAGA, 2007; SIPAÚBA-TAVARES et al., 2014, BERCHIELLI‐

MORAIS et al., 2016). 

Meios de Cultura 

Os nutrientes encontrados nos meios de cultura devem ser adequados para cada 

espécie de microalga a ser cultivada, pois elas requerem macro e/ou micronutrientes 

específicos (SIPAÚBA-TAVARES et al., 2015). Um dos principais obstáculos do cultivo 

em massa de microalgas é o alto custo dos meios comerciais e dos reagentes químicos 



Mestranda Mayara Galatti Tedesque                             Orientadora Dra. Lúcia H. Sipaúba-Tavares 

 

   

Caunesp                                                                                                                           17 

 

necessários para a preparação de meios de cultura específicos sendo essenciais às 

necessidades nutricionais das microalgas (SIPAÚBA-TAVARES et al, 1999; XU et al., 

2006).  Para espécies de microalgas de ambientes mais eutróficos o meio comercial 

CHU12 contém uma variedade de macro e micronutrientes e, o fertilizante inorgânico 

NPK-20:5:20 vem sendo utilizado com frequência no cultivo de A. gracilis não só pelo 

baixo custo mas também, pela presença dos nutrientes essenciais ao crescimento desta 

microalga como nitrogênio, fósforo e potássio (SIPAÚBA-TAVARES et al., 2018a).  

O nitrogênio é um elemento importante para as microalgas, sendo constituinte de 

diversas substâncias do metabolismo primário como proteínas e material genético e 

fundamental para a vida destes microrganismos. Este nutriente tem grande benefício no 

aumento das concentrações proteicas, carotenoides e clorofila-a.  Se o fornecimento de 

nitrogênio é limitado em proporção a outros elementos, a fotossíntese pode continuar, 

mas os compostos resultantes incluirão uma proporção menor de componentes ricos em 

nitrogênio, pigmentos acessórios como carotenoides e componentes mais ricos em 

energia, como lipídios (SHEEHAN et al., 1998; BENAVENTE-VALDÉS et al., 2016). 

O fósforo participa de todos os processos de trocas energéticas e na constituição 

de moléculas estruturais para o crescimento celular (LOURENÇO, 2006; QU et al., 

2008). Este composto é considerado o nutriente com maior probabilidade de limitar a 

produção do fitoplâncton e, o principal elemento da célula que desempenha um papel 

crítico na produção de ATP para o metabolismo de ácidos nucleicos, na biossíntese de 

fosfolipídios e produção de outros componentes celulares. O ortofosfato inorgânico na 

célula regula atividade enzimática e vias metabólicas bem como, os processos de 

transporte afetando vários aspectos da fotossíntese (MIMURA, 1995; DIETZ e HARRIS, 

1997).  

O potássio, é o mineral catiônico mais abundante entre os constituintes das 

microalgas, presente como íon livre (K+) em altas concentrações, o que torna o maior 

agente osmótico catiônico, junto com concentrações equivalentes de ânions inorgânicos 

e orgânicos. As funções específicas do potássio requerem apenas uma pequena fração da 

concentração total encontrada nas microalgas. Essas funções estão relacionadas a 

ativação de enzimas, a participação no transporte por meio de membranas, a neutralização 

de ânions e a manutenção do potencial osmótico das microalgas (BICUDO e MENEZES, 

2006). Para que haja um crescimento adequado e elevado teor proteico das microalgas, o 

sistema de cultivo deve fornecer todos os nutrientes necessários para o crescimento e 
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síntese celular (SIPAÚBA-TAVARES e ROCHA, 2001). O crescimento das microalgas 

é derivado de diversas reações químicas e interações biológicas, entre elas as condições 

biológicas da cepa, a temperatura, agitação e a concentração de nutrientes que contribuem 

para o desenvolvimento do cultivo e elevada biomassa algal (SIPAÚBA-TAVARES, et 

al., 2009). 

Macrófitas: Aplicação na Aquicultura e Utilização Como Meio de Cultura 

As macrófitas aquáticas se originam de plantas terrestres que sofreram alterações 

adaptativas colonizando ambientes aquáticos, classificadas como submersas, emergentes 

e flutuantes. Essas plantas se proliferam de forma indesejada exigindo técnicas de 

controle (ESTEVES, 1998).  Na aquicultura as macrófitas crescem de forma desordenada 

e muitas vezes tornando-se prejudicial ao cultivo de peixe, pois os tanques de piscicultura 

são ricos em N e P elementos essenciais aos produtores primários. Como os tanques de 

piscicultura não são poluídos e sim eutróficos, o aproveitamento destas plantas, como 

meio de cultura para a microalga A. gracilis tem promovido elevada biomassa, alto valor 

nutricional com baixo custo de produção (SIPAÚBA-TAVARES et al., 2009, 2015, 

2018a). As macrófitas aquáticas são definidas como vegetais visíveis a olho nu, com 

partes fotossintetizantes ativas e suas principais características são: acumular biomassa; 

acelerar a ciclagem de nutrientes; atuar como substrato para perifiton; sustentar a cadeia 

de detritos e herbívora; fornecer oxigênio; oferecer alimento e abrigo para a vida aquática 

(MARCONDES et al., 2002). 

 A plantas aquáticas são produtoras primárias, absorvendo os nutrientes para a 

incorporação à sua biomassa. Muitas macrófitas removem mais nutrientes do que 

necessitam ajudando no controle destes elementos químicos e melhorando a qualidade de 

água em piscicultura. Além disso, comunidades associadas às plantas, atuam de forma 

conjunta e harmônica no metabolismo do ecossistema (SIPAÚBA-TAVARES et al., 

2015).  O fósforo e nitrogênio, têm papel fundamental na composição de moléculas que 

atuam em processos metabólicos constituinte de proteínas e ligados ao armazenamento 

de energia da célula (ATP) (SALISBURY e ROSS, 1992; LARCHER, 2000). A 

disponibilidade de nitrogênio e fósforo é considerada um dos principais fatores que 

controla a ocorrência e a produção primária das macrófitas aquáticas (VAN et al., 1999). 

O gênero Eichhornia possui apenas 6 espécies, dentre elas a Eichhornia crassipes, 

(Figura 2) conhecida como aguapé. É uma planta flutuante, com capacidade de armazenar 

nutrientes além do necessário, contém elementos químicos que são utilizados para o seu 
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desenvolvimento (DENÍCULI et al., 2000). Eichhornia crassipes pode dobrar de peso 

rapidamente e alcançar uma produtividade de 150 toneladas/hectare/ano (WESTLAKE, 

1963) (Figura 2). Esta planta aquática é encontrada em represas, lagos ou viveiros de 

piscicultura, apresentando elevado valor proteico e lipídico essenciais para o crescimento 

de microalgas. O sistema radicular de E. crassipes, funciona como um filtro, retirando o 

material particulado da água e armazenando para seu metabolismo (POTT e POTT, 

2000). A E. crassipes, pode ser excelente fonte de aminoácidos, vitaminas e minerais na 

dieta alimentar de muitos organismos (WOLVERTON e McDONALD, 1979); no caso 

do excesso de biomassa vegetal esta planta pode ser aproveitada na produção de papel 

(MORTON, 1975), na produção de biogás (WOLVERTON e McDONALD, 1979) e 

atualmente, na produção de microalgas (SIPAÚBA-TAVARES et al., 2009). 

Figura 2: Macrófita Eichhornia crassipes. 

   

Fonte: Imagem do autor 

Outra espécie deste gênero, E. azurea (Sw.) Kunth (Figura 3), é flutuante e ocorre 

em represas, lagos ou viveiros de piscicultura (THOMAZ e BINI, 2003). Eichhornia. 

azurea também pode ser usada como fonte de alimento para capivaras, suínos e outros 

herbívoros, suas flores são vistosas muito visitadas por vários insetos atingindo uma 

altura de até 70 centímetros (POTT e POTT, 2000). Segundo Moretti et al. (2003), esta 

macrófita associa-se à macroinvertebrados que ficam distribuídos entre seus ramos ou em 

sua área de superfície foliar e, na indústria, esta planta aquática pode ser utilizada como 

tapete, corda e afins (BARKO; SMART, 1980; POTT; POTT, 2000).  

As plantas do gênero Eichhornia estão espalhadas em águas de mais de 50 países 

distribuídos pelo mundo com invasão rápida, afetam recursos hídricos obstruindo o fluxo 

de água das navegações e podem causar problemas na geração de energia. No entanto 
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possuem muitas vantagens pois são utilizadas em tratamentos de águas residuais, na 

agricultura e horticultura como fertilizante, e, na produção de biogás (NESIC e 

JOVANOVIC, 1996; PATEL, 2012). 

Figura 3: Macrófita Eichhornia azurea. 

    

Fonte: Imagem do autor 

Salvinia auriculata é uma Pteridophyta da família Salviniaceae da ordem 

Hydropteridales, o gênero Salvinia apresenta dez espécies. Sua estrutura consiste de 

folhas livres flutuantes, o rizoma é horizontal facilitando à planta manter-se na superfície 

(BEYRUTH, 1992) (Figura 4). 

Figura 4: Macrófita Salvinia auriculata. 

  

Fonte: Imagem do autor 

S. auriculata cresce na superfície da água em um curto espaço de tempo, 

apresentando amplo compartilhamento geográfico, sendo considerada uma espécie 
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indesejada por se disseminar rapidamente em muitos ecossistemas aquáticos (HENRY-

SILVA e CAMARGO, 2006; WOLFF et al., 2012). Também são utilizadas como 

bioindicadoras de poluição em ecossistemas aquáticos devido à alta taxa de crescimento 

e grande sensibilidade aos agentes tóxicos (WOLFF et al., 2012). Essa planta tem a 

capacidade de absorver substâncias inorgânicas no corpo d’água, podendo ser encontrada 

em todo país (WOLFF et al., 2009). A macrófita S. auriculata Aublet (Figura 4) possui 

vida livre e flutuante, muito comum em água doce, com tempo reduzido de crescimento 

colonizando extensas superfícies de água e proliferando rapidamente. S. auriculata tem 

grande importância como biofertilizante em hortas e pomares, sendo capaz de remover e 

acumular metais pesados (JOYCE, 1990; AMARAL e BITTRICH, 2002; HENRY-

SILVA e CAMARGO, 2006).  

A família Lemnaceae, conhecida como família das lentilhas d’água consiste em 

38 espécies que são classificadas em cinco gêneros Spirodela, Londoltia, Wolffia 

Wolffiella e Lemna (WANG et al.,2012). De flutuação livre e rápido crescimento a 

macrófita Lemna minor  adapta-se facilmente aos ambientes de água estagnadas ou com 

fluxo lento, é pequena com aproximadamente 2 a 4 mm de comprimento e 2 mm de 

largura, considerada uma das menores espécies de angiospermas existente no reino 

vegetal (POTT e CERVI, 1999; MOVAFEGHI et al., 2013; KHATAEE et al., 2012). Por 

ser de pequeno porte a Lemna tem capacidade de sobreviver vários dias em solos úmidos 

(POTT e POTT, 2000) (Figura 5).  

Figura 5: Macrófita Lemna minor.  

 

Fonte: Imagem do autor 

A macrófita L. minor possui altas concentrações de proteínas e baixo teor de fibra 

assim sendo, é considerada excelente fonte de forragem (BEKCAN et al., 2009), esta 

macrófita também é utilizada em ensaios ecotoxicológicos uma vez que possui grande 
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potencial de bioindicador, sendo um dos primeiros organismos atingidos por poluentes 

lançados nos ambientes aquáticos (OECD, 2002). 

Assim como a Lemna, a Azolla filiculoides (Figura 6), enriquece o ambiente com 

nitrogênio, e está associada com a espécie de Cyanobacteria, Anabaena azollae, que vive 

em simbiose nas cavidades dos lobos foliares, além de servir de adubo e de forragem. 

Também está associada ao controle de mosquitos e na purificação da água. Essas plantas 

aquáticas são características de águas calmas, normalmente não crescem em águas ácidas 

e pobres em fósforo; com crescimento é rápido podendo duplicar-se a cada 3-6 dias 

cobrindo rapidamente a superfície da água (KISSMANN e GROTH, 1995; KRAMER, 

1974; POTT e POTT, 2000). A Azolla é rica em micronutrientes e minerais, e considerada 

uma fonte rica em proteínas e aminoácidos (PARASHURAMULU et al., 2013). Segundo 

Gouri et al. (2012), a Azolla pode ser utilizada como fonte de alimento para bovinos, 

ovinos, suínos, coelhos e peixes, devido ao alto teor de nutrientes. 

Figura 6: Macrófita Azolla filiculoides 

   

Fonte: Imagem do autor 

Melaço da Cana-de-Açúcar 

 O melaço de cana-de-açúcar é uma matéria prima que apresenta em sua 

composição alto teor de carbono e baixo custo principalmente, nos países produtores 

desta matéria prima, como o Brasil (LEE e KIM, 2001; LAZARIDOU et al., 2002; 

JIMÉNEZ et al., 2003). O uso de melaço de cana-de-açúcar no cultivo de microalgas em 

sistema mixotrófico possibilita que o CO2 e o carbono orgânico sejam assimilados 

simultaneamente, promovendo o aumento na produção de algumas espécies de 

microalgas (ANDRULEVICIUTE et al., 2014).   
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 Nos cultivos de microalgas o carbono é considerado de grande importância como 

macronutrientes, uma vez que, constitui 50% de sua biomassa e está sempre disponível 

no ambiente nas formas de dióxido de carbono (CO2), bicarbonato (HCO3) ou carbonato 

(CO3
2-). O CO2 é a fonte preferida das microalgas, uma vez que se difunde rapidamente 

da água para o interior celular, usado nos processos de fixação (RAVEN, 1988). 

Microalgas autotróficas usam carbono inorgânico e produzem hidroxila como um 

metabólito, resultando no aumento de pH, enquanto microalgas heterotróficas usam 

carbono orgânico e produzem CO2, resultando em diminuição do pH. Microalgas 

mixotróficas usam simultaneamente carbono inorgânicos e orgânicos e produzem 

hidroxila e CO2 como metabólitos com constante variação do pH (KIM et al., 2013).  

A vantagem para a microalga neste tipo de crescimento é o uso do carbono como 

fonte de energia na ausência de luz, evitando problema associado à limitação de luz como 

também, maior produção de lipídio. No entanto, nem todas as espécies conseguem se 

desenvolver neste tipo de condição (HUANG et al., 2010).  Ainda que a principal fonte 

de carbono seja o dióxido de carbono, vários estudos mostram que microalgas podem 

crescer em diversas fontes de compostos orgânicos como glicose, acetato, lactato, 

aminoácidos, dentre outros (RICHMOND, 1990). As principais fontes de carbono usadas 

para o crescimento das microalgas são carboidratos e ácidos orgânicos (LIANG, et al., 

2009), destacando-se a glicose, o acetato (ácido acético) e o glicerol, como por exemplo 

o amido de mandioca (WEI et al., 2009). O processo fotossintético é a principal fonte de 

energia, apesar de que alguns organismos são capazes de assimilar compostos orgânicos 

como fonte de carbono, utilizando estas fontes como doador de elétrons (CHOJNACKA 

e MARQUEZ-ROCHA, 2004).  

Como fonte de carbono orgânico, os açúcares são os substratos mais utilizados 

nos cultivos mixotróficos de microalgas. No crescimento de Tetraselmis suecica, 

Radmann (2011), utilizou extrado de levedura, glicose e peptona como fonte de carbono 

orgânico, observando melhora significativa no crescimento desta microalga, superando 

em três vezes os dados obtidos sem a adição de fontes de carbono. A hidrólise é uma 

reação orgânica e inorgânica em que se efetua dupla troca com outro composto 

envolvendo a quebra de uma molécula com ajuda de um agente. 

O cultivo mixotrófico com melaço de cana de açúcar é uma combinação entres 

condições autotróficas e heterotróficas, onde pode ser empregada luz e compostos 

orgânicos como fonte de energia (ANDRULEVICIUTE et al., 2014).  O melaço da cana-
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de-açúcar é um resíduo do processo de cristalização da fabricação do açúcar, e tem sido 

muito utilizado na cultura de leveduras para alimentação de animais e na produção de 

álcool, principalmente o etanol (MELO, 2003).  

Este resíduo industrial possui cerca de 50% das proporções de açúcares totais 

(principalmente sacarose, glicose e frutose), água, proteína bruta e gordura (JIANG et al., 

2009). Após o tratamento químico de fermentação, o melaço apresenta resultados 

notáveis como fonte de carbono em culturas heterotróficas e/ou mixotróficas de 

microrganismos, em função das vitaminas e minerais presentes, tais como nitrogênio, 

fosfato, cálcio, magnésio, zinco, manganês, carbono, cobre e ferro (YAN et al., 2011; 

MANTOVAN, et al., 2013).  

Algumas espécies de microalgas com resultados satisfatórios em cultivo 

mixotrófico são Chlorella vulgaris (MITRA et al., 2012), C. sorokiniana (WANG et al., 

2012), C. zofingiensis (LIU et al., 2011), Haematococcus pluvialis (KOBAYASHI et al., 

1992), Spirulina platensis (MARQUEZ et al., 1993) e Botryococcus braunii (ZHANG et 

al., 2011). Muliterno et al. (2005) verificaram que o cultivo de Spirulina platensis a partir 

da adição de glicose concentrada (180 g L-1) como fonte de carbono em cultivo 

mixotrófico nas concentrações de 0,5 a 1,0 g L-1, obteve uma biomassa de 5,38 g L-1. 

Enquanto que Andrade e Costa (2007) utilizando uma iluminação de 3.500 lux e melaço 

de cana-de-açúcar na concentração de 0,75 g L-1 no crescimento de S. platensis, alcançou 

uma biomassa de 2,9 g L-1.  

Descrição do Local de Cultivo 

 O trabalho foi realizado no Laboratório de Limnologia e Produção de 

Plâncton do Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), Jaboticabal, SP. O 

laboratório é dividido em dois setores: um de análise química e outro de produção de 

microalgas, o setor de produção de microalgas conta com uma área total de 28,43 m2, 

contendo uma sala de assepsia e uma sala de cepário, onde os experimentos foram 

realizados e as culturas de microalgas são mantidas (Figura 7).  

O cepário possui pisos de cerâmica de cor gelo e as paredes são revestidas por 

azulejos brancos, contendo prateleiras de estrutura vazada, permitindo a máxima 

passagem de luz ao cultivo das microalgas. A iluminação do local é composta por 

lâmpadas fluorescentes, em toda a sala para que a iluminação é bem distribuída no 

ambiente, atingindo todos os ângulos do cepário. A temperatura é mantida de forma 
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constante por um ar condicionado e a aeração é fornecida por um sistema artificial de 

compressores e filtros de ar, diminuindo o risco de contaminação das culturas. 

Figura 7: Sala de assepsia (A) e de cultivo de microalgas (B). 

    

Fonte: Imagem do autor 

A captação de água para o laboratório é proveniente de nascentes, localizadas na 

parte superior do Caunesp. Após a capitação a água é armazenada em um reservatório de 

fibra de vidro que atua como um tanque de decantação de particulados sólidos e, 

posteriormente, a água passa por um sistema de dupla filtragem através de filtros CUNO 

(5 e 1 µm) para a retenção de partículas contidas na água, seguindo para o laboratório por 

tubulação de PVC para evitar possíveis contaminações. 

Descrição do Preparo dos Meios de Cultura 

Sete meios de cultura foram utilizados nos experimentos: o meio comercial 

CHU12, o fertilizante inorgânico NPK (20:5:20) e cinco meios de macrófitas com as 

plantas: Azolla filiculoides, Eichhornia azurea, Eichhornia crassipes, Lemna minor e 

Salvinia auriculata. Os meios CHU12 e NPK (20:5:20) (SIPAÚBA-TAVARES e 

ROCHA, 1993) foram utilizados como fator de comparação. Em todos os cultivos 

mixotróficos foi adicionado 21 mL de melaço de cana-de-açúcar.  

O meio de cultura CHU12 é um meio comercial preparado à base de vários 

reagentes químicos: Ca(NO3)2, K2HPO4, MgSO47H2O, KCl, Na2CO3, K2SiO. Para o 

preparo do meio CHU12 os ingredientes foram diluídos em 1-L de água destilada e 

autoclavados a 120°C durante 20 minutos.  

Para o cultivo mixotrófico da microalga A. gracilis 10 mL do meio CHU12 foi 

adicionado em 1,4 L de H2O destilada autoclavada (Figura 8A), 21 mL do melaço de 

cana-de-açúcar (Figura 8B) e 190 mL do inóculo da microalga (Figura 8C), após este 

processo a microalga foi cultivada durante 28 dias.  
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O meio NPK (20:5:20) é um fertilizante químico composto por ureia (fonte de 

nitrogênio), super-fosfato simples (fonte de fósforo) e sulfato de potássio (fonte de 

potássio). 

Figura 8: Preparo do meio de cultura CHU12 em cultivo mixotrófico. 

 

Fonte: Imagem do autor 

Para o preparo do meio de cultura NPK primeiramente 70 g de fertilizante químico 

NPK (20:5:20) foi triturado e diluído em 1-L de água destilada e o produto foi autoclavado 

a 120°C durante 20 minutos (SIPAÚBA-TAVARES e ROCHA, 2001). Depois de 

esterilizado, 40 mL do meio foi adicionado em 1,4 L de H2O destilada autoclavada e 

acrescentado 0,02 g de complexo vitamínico B (Figura 9 A e B), mais 21 mL do melaço 

de cana-de-açúcar (Figura 9C) e inóculo da microalga A. gracilis (190 mL) (Figura 9D).  

Figura 9: Preparo do fertilizante inorgânico NPK em cultivo mixotrófico. 

 

Fonte: Imagem do autor 
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Os meios de macrófitas foram baseados nos estudos de SIPAÚBA-TAVARES et 

al. (2009), onde 5 kg de cada planta foram secos e triturados (Figura 10A e B) 

Posteriormente, o material foi fervida em um litro de água destilada por meia hora (Figura 

C) após um leve resfriamento foi filtrado em uma malha para a retirada das partículas 

sólidas e finalmente, autoclavada a 120ºC durante 20 minutos (Figura 10 D e E).  

Figura 10: Metodologia do preparo dos meios de macrófitas A= plantas utilizadas 

(plantas secando ao ar livre); B = macrófita triturada; C = macrófita sendo fervido em 

água destilada; D = filtração do meio; E = meio pronto para uso. 

 

Fonte: Imagem do autor 

Posteriormente, para o cultivo mixotrófico da microalga, 70 mL deste material foi 

adicionado a 1,4 L-1 de H2O destilada autoclavada (Figura 11A); acrescentando também,  

mais 0,02 g do complexo vitamínico B (Figura 12B), 2,5 mL de meio NPK (20:5:20) 

(Figura 11C);  21 mL do melaço de cana-de-açúcar (Figura 11D) e 190 mL de inóculo da 

microalga A. gracilis (Figura 11E). 

A Figura 12 apresenta uma vista panorâmica do cepário onde foram mantidos os 

cultivos de A. gracilis em erlenmeyer de 2 L nos diferentes meios de cultura. 
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Figura 11: Preparo do experimento com meios de macrófitas em cultivo mixotrófico. 

 

Fonte: Imagem do autor 

Figura 12: Imagem panorâmica do cultivo da microalga Ankistrodesmus gracilis em 

diferentes meios de cultura na sala denominada de cepário, local onde fica armazenadas 

as cepas das microalgas. 

 

Fonte: Imagem do autor 

Para realização do experimento em condições mixotróficas, o melaço de cana-de-

açúcar foi adicionado de forma “in natura” e hidrolisado (diluído em 0,4% de solução de 

HCl) como fonte alternativa de carbono (Figura 13).  
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Figura 13: Esquema do preparo da solução de melaço “in natura” e hidrolisado utilizado 

no cultivo mixotrófico. 

 

Para a utilização do melaço de cana-de-açúcar como fonte de carbono orgânico, 

primeiramente foi realizado um teste piloto onde foram avaliadas várias concentrações 

do melaço para a escolha da melhor concentração. Este teste foi realizado em meio de 

cultura CHU12 com melaço “in natura”, com duração de 15 dias. Dentre as cinco 

concentrações testadas (0,5-1,0-1,5-2,0-2,5 g L-1) a que alcançou a maior densidade 

celular foi de 1,5 g L-1. Assim, para a obtenção da concentração de 1,5 g L-1 em 1,4 L de 

H2O destilada foi adicionado 21 mL do melaço de cana-de-açúcar no cultivo da 

microalga. 
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OBJETIVOS  

 1- Avaliar o potencial do melaço de cana-de-açúcar “in natura” e hidrolisado como 

fonte de carbono orgânico no cultivo da microalga Ankistrodesmus gracilis em meios de 

cultura de macrófitas, NPK e CHU12. 

 2- Verificar qual meio de cultura associado ao melaço é mais adequado para o 

desenvolvimento e crescimento de A. gracilis. 

 3- Verificar se o uso do melaço de cana-de-açúcar (cultivo mixotrófico) apresenta 

resultados de teores de lipídio e proteína adequados para esta A. gracilis.  

4- Comparar o cultivo autotrófico e mixotrófico avaliando qual a melhor forma de 

cultivo para uma elevada biomassa e os melhores parâmetros físicos e químicos para 

Ankistrodesmus gracilis. 

 

As hipóteses são: 

1- O cultivo mixotrófico apresenta condições necessárias para o crescimento da 

microalga quando comparado ao autotrófico; 

2- A. gracilis terá maior rendimento em cultivo mixotrófico hidrolisado ou “in 

natura”;  

3- O uso de melaço da cana-de-açúcar como fonte de carbono orgânico é viável 

para o cultivo de A. gracilis. 

4- A microalga A. gracilis apresentara mais lipídio em cultivo autotrófico ou 

mixotrófico. 
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RESUMO 

 As microalgas vem ganhando grande espaço no mercado de devido a sua grande 

importância em vitaminas sais minerais proteínas e lipídios, viabilizar e baratear o custo 

de produção vem sendo muito estudado, portanto o objetivo deste trabalho foi avaliar a 

influência do melaço de cana-de-açúcar “in natura” e hidrolisado como fonte de carbono 

orgânico no cultivo da microalga Ankistrodesmus gracilis em sete meios de cultura, sendo 

cinco de macrófitas: Eichhornia crassipes, E. azurea, Lemna minor, Azolla filiculoides, 

e Salvinia auriculata; outro com meio comercial CHU12 e o sétimo meio com fertilizante 

inorgânico (NPK 20:5:20). A fonte de carbono foi adicionada ao meio na concentração 

de 1,5g L-1. Diferenças significativas (p>0,05) foram encontradas em relação ao 

crescimento, e a densidade celular mais elevada foi obtida no meio CHU12 em cultivo 

mixotrófico “in natura” (313,6 x105 cels mL-1). Para a clorofila-a as maiores 

concentrações foram observadas no meio A. filiculoides em cultivo mixotrófico “in 

natura” (268,2 mg L-1). Elevados teores dos compostos nitrogenados nos meios de cultura 

estiveram relacionados com altas concentrações destes elementos nas plantas. Em geral, 

os compostos nitrogenados foram mais elevados do que o fósforo total no meio de cultura, 

com condutividade acima 0,4 mS cm-1 e pH alcalino. Através dos resultados obtidos foi 

possível observar que o melaço da cana-de-açúcar “in natura” como fonte de carbono em 

cultivo mixotrófico para microalga Ankistrodesmus gracilis é uma alternativa que pode 

ser dotada para o crescimento desta microalga. 

Palavras-chave: fertilizante, CHU12, macrófitas, biomassa da microalga, aspectos 

biológicos e bioquímico. 
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ABSTRACT 

As microalgae has been gaining great amount of market due to its great importance 

in its vitamins and minerals, lipids, to make feasible and cheap the cost of production has 

been much studied, however, influence of “in natura” and hydrolyzed sugarcane molasses 

was evaluated as a source of organic carbon in the culture of the microalga 

Ankistrodesmus gracilis in seven media. The latter comprised five macrophytes 

Eichhornia crassipes, E. azurea, Lemna minor, Azolla filiculoides and Salvinia 

auriculata, other commercial medium CHU12, and a medium with inorganic fertilizer 

(NPK 20:5:20). Carbon source was added to the medium at a concentration of 1.5g L-1. 

Significant differences (p>0.05) were found in relation to growth, density was obtaines 

in medium CHU12 with “in natura” mixotrophic culture (313.6x105 cels mL-1). There 

were greater concentrations of chlorophyll-a in A. filiculoides medium in “in natura” 

mixotrophic culture (268.2 mg L-1). High rates of nitrogen compounds in culture media 

are due to high concentrations of these elements in plants when compared to phosphorus. 

As a rule, nitrogen compounds had higher rates than total phosphorus in the medium, with 

conductivity over 0.4 mScm-1 and high pH. Results show that “in natura” sugarcane 

molasses as carbon source in mixotrophic culture for microalga Ankistrodesmus gracilis 

may be an alternative in mixotrophic culture for microalgae growth. 

Key-words:  fertilizer, CHU12, macrophytes, biomass algal, biological and biochemical 

aspects. 
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INTRODUÇÃO  

Os meios de cultura comerciais para cultivo de microalgas, possuem nutrientes 

necessários que promovem o aumento da biomassa, no entanto, apresentam elevados 

custo de produção (ZAMALLOA et al., 2011). Novas fontes de nutrientes para cultivo de 

microalgas vêm sendo estudadas como por exemplo, o uso de macrófitas e de fertilizante 

inorgânico NPK (20:5:20) como meio de cultura para microalgas Chlorophyceae, onde o 

crescimento e o ganho nutricional são similares ao meio comercial CHU12 (SIPAÚBA-

TAVARES et al., 2009). 

Meios alternativos e de baixo custo produzindo elevada biomassa, são alternativas 

adotadas na produção de microalgas. Os meios de cultura com plantas aquáticas, como 

Eichhornia crassipes, Eichhornia azurea e Lemna minor, promovem alta biomassa e 

conteúdo proteico no cultivo de Ankistrodesmus gracilis (SIPAÚBA-TAVARES et al., 

2018a, b). Nos cultivos de microalgas o carbono é considerado de grande importância 

como macronutriente uma vez que constitui 50% da biomassa das microalgas, sendo 

disponível no ambiente nas formas de dióxido de carbono, bicarbonato ou carbonato 

(KIM et al., 2013). O uso de melaço de cana-de-açúcar na produção de microalgas em 

cultivos mixotrófico possibilita que o CO2 e o carbono orgânico sejam assimilados 

simultaneamente, promovendo o aumento da produção de algumas espécies de 

microalgas (ANDRULEVICIUTE et al., 2014). 

As macrófitas como produtoras primárias retiram do ambiente os nutrientes 

necessários ao see desenvolvimento, principalmente N e P, e muitas vezes acumulam de 

forma luxuriante grande parte dos nutrientes assimilados do meio ambiente (POLOMSKI, 

et al., 2007). Desta forma, as plantas aquáticas tornam-se excelentes ferramentas 

acumuladoras de nutrientes. 

A microalga Ankistrodesmus gracilis é facilmente cultivada em laboratório devido 

ao tamanho, forma, espessura da parede celular, qualidade nutricional, sendo também 

empregada na aquicultura como alimento vivo (SIPAÚBA-TAVARES; PEREIRA, 

2008). 

O uso integrado de material biológico como técnica para preparo de meios de 

cultura é uma linha a ser adotada no cultivo de microalgas, onde os meios são um dos 

compostos mais custosos para a produção da biomassa algal. Assim, alternativas mais 

baratas que propiciam elevada biomassa com condições bioquímica adequada para a 

manutenção de um sistema de cultivo que possa ser empregada de forma diversa devido 
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as seu rendimento, são técnicas inovadoras a serem adotadas na manutenção de 

microalgas em cultivos de laboratório. Proporcionar ao sistema de cultivo uma fonte a 

mais de carbono (melaço de cana-de-açúcar) pode potencializar a taxa de crescimento, 

bem como, gerar maior biomassa e maior concentração de ácidos graxos poli-insaturados 

(GARCIA et al., 2005). 

Existem muitos trabalhos com o cultivo desta microalga, porém poucos em 

cultivos mixotróficos, neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento 

da microalga Ankistrodesmus gracilis em cultivo mixotrófico “in natura” e hidrolisado 

utilizando meio comercial e alternativos. 

MATERIAL E MÉTODOS 

 Cultivo e Meios de Cultura  

A cepa da microalga Ankistrodesmus gracilis foi cedida da coleção de cultura 

005CH, isolada da represa do Broa, (22º15 'S e 47º19' W). A microalga foi cultivada em 

temperatura constante de 22±2ºC com intensidade de luz de 60 µmol m-2 s-1 em 

fotoperíodo de 24 horas.  

Foram utilizados sete meios de cultura meio comercial CHU12, meio com 

fertilizante inorgânico (NPK, 20:5:20) e meios de macrófitas utilizando as seguintes 

plantas: Eichhornia crassipes, Eichhornia azurea, Lemna minor, Azolla filiculoide e 

Salvinia auriculata. O preparo dos meios de cultura com fertilizante e com macrófitas 

foram baseados em Sipaúba-Tavares e Rocha (1993) e Sipaúba-Tavares et al. (2009). O 

inóculo da microalga inicialmente foi realizado em meio CHU12 com a densidade de 

2,4x105 cels mL-1 em volumes de 250 mL. Posteriormente, os inóculos foram transferidos 

para o meio NPK (20:5:20) em frascos de 2 L com densidade celular de 4,5x105 cels mL-

1. Ao atingir a fase exponencial de crescimento (7 dias), a microalga foi transferida para 

recipientes de 2 L contendo os meios de cultura em cultivo mixotrófico. 

Melaço Cana-de-Açúcar 

O melaço de cana utilizado neste estudo foi obtido através da empresa Melaços 

Brasileiros LTDA (Brasil). Sua composição baseia-se em 20% (p/p) de água, 8% (p/p) 

frutose, 7% (p/p) de glicose e íons metálicos tais como cálcio, potássio, sódio, ferro, 

magnésio, cobre, entre outros. O melaço foi usado em duas formas: bruto (“in natura”) e 

hidrolisado, neste caso, o melaço bruto foi diluído em água destilada e esterilizado em 

autoclave a 1atm durante 30 minutos. Para os testes com melaço hidrolisado foi 
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adicionado 0,4% (m/m) de solução ácida (HCl 4 M) sendo incubado em manta térmica 

durante 20 minutos a 80ºC para que a hidrólise converta a sacarose em glicose e frutose. 

O melaço foi filtrado em bomba a vácuo para retirada de possíveis impurezas e 

esterilizado a 1atm durante 30 minutos. A concentração utilizada para o cultivo 

mixotrófico foi de 21 mL de melaço em 1,4-L de água destilada para a obtenção da 

concentração de 1,5g L-1 para o crescimento da microalga.  

Crescimento 

A avaliação do crescimento da microalga ocorrei diariamente por 28 dias, 

retirado-se 1 mL de amostra que foi contada em subamostra (2x1 µL) através de 

hemocitômetro de Neubauer, onde os dados da contagem foram expressos em números 

de células mL-1 x105. A taxa de crescimento (K) foi calculada através da fórmula proposta 

por Guillard (1973): k = (3,322/t2 – t1 x log N2/N1), onde: t = tempo; N= números de 

células (os sobescritos denotam dados em momentos diferentes). O tempo de duplicação 

(TD) foi calculado a partir da fórmula: TD = 1K-1, onde: TD = tempo de duplicação; 1K-

1 = divisão por dia (GUILLARD, 1973).  

Cerca de 50 indivíduos foram mensurados em microscópio Leica DFC 295 para a 

análise de comprimento total. As imagens foram analisadas em sistema LAS core (LAS 

V3.8) em objetiva micrométrica de 400X. O volume celular foi determinado pelo 

tamanho médio com o uso da fórmula geométrica de acordo com Vollenweider (1974) e 

Bottrell et al. (1976). O carbono orgânico total foi calculado usando a fórmula de 

regressão proposta por Rocha e Ducan (1985): C = 0,1204. V1,051 onde: C= teor de 

carbono em pg célula-1; V= volume celular.  

Parâmetros dos Meio de Cultura 

Os parâmetros físicos e químicos dos meios de cultura foram realizados 

semanalmente em tréplica. O oxigênio dissolvido, pH e condutividade elétrica (Cond) do 

meio de cultura foram mensurados com uma sonda de multiparâmetros YSI 556 MPS. Os 

compostos nitrogenados (NT; NH3, NO2 e NO3) e o fósforo total (PT) foram quantificados 

em espectrofotometria, seguindo a metodologia de Golterman et al. (1978) e Koroleff 

(1976). A clorofila-a foi extraída com álcool a 90% e quantificada por Nusch (1980). A 

avaliação do consumo de nitrogênio total e fósforo total foi realizado entre as diferenças 

das concentrações inicial e final de cada componente. Para os teores de peso seco (pg cel-

1) 10 mL foram coletados semanalmente e filtrados em filtro de fibra de vidro GF/C 0,7 
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mm. Posteriormente, foi seco em estufa a 60ºC e após a secagem foi realizada a pesagem 

até peso constante. A determinação do conteúdo de cinzas (%) da microalga foi obtida 

pelo incineramento dos filtros em mufla a 500°C, por 4 horas.  

Composição dos Nutrientes das Plantas Aquáticas 

Cerca de 200 g de biomassa seca foi retirada e utilizada para a composição dos 

nutrientes das plantas segundo Bataglia et al. (1983). 

Análise Estatística dos Dados 

 Foi aplicado aos dados a análise de variância (ANOVA) com o programa de 

Statistica 8.0 para simples verificação entre os meios de cultura dentro de cada 

cultivo(STATSOFT, 2007). Quando encontrada diferenças significativas (p<0,05) foi 

aplicado o teste de Tukey. Os dados foram expressos em média e desvio padrão.  

RESULTADOS 

A densidade celular de Ankistrodesmus gracilis foi significativamente diferente 

(p<0,05) entre os cultivos mixotróficos, com elevada densidade no meio comercial 

CHU12 com máximo de 313,6 x105 cels. mL-1, obtida no 15º dia de crescimento em 

melaço “in natura” (Figura 14). No meio NPK, o crescimento da microalga foi menor 

(p<0,05) atingindo a densidade celular máxima de 14,8 x105 cels. mL-1 no 11º dia no 

melaço “in natura” e 31,5 x105 cels mL-1 no 7º dia de crescimento no melaço hidrolisado, 

resultando a maior densidade celular para este meio (Figura 14). 

Em relação aos meios de macrófitas a densidade celular mais elevada foi obtida 

no meio de cultura Lemna minor (p<0,05) com 204,1 x105 cels mL-1 no 27º dia de 

experimento em cultivo mixotrófico “in natura”, seguido pelo meio de cultura Azolla 

filiculoides que atingiu a maior densidade celular no cultivo mixotrófico hidrolisado 

(163,3 x105 cels mL-1). A densidade celular no meio Salvinia auriculata foi similar nos 

dois cultivos mixotróficos (135,8 x 105 cels mL-1 “in natura” e 131,2 x 105cels mL-1 

hidrolisado). No meio de cultura Eichhornia crassipes foi observado a menor densidade 

celular em cultivo mixotrófico “in natura” e no meio mixotrófico hidrolisado foi obtido 

para o meio E. azurea (Figura 14).  

Em meio comercial CHU12 “in natura”, foi observado o menor tempo de 

duplicação (2,7) para A. gracilis consequentemente, a maior taxa de crescimento 

(p<0,05). No meio cultura de A. filiculoides foi observado o segundo melhor tempo de 

duplicação com 4,29 dias e K = 0,23. O oposto foi obtido no cultivo mixotrófico 
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hidrolisado no meio NPK (Tabela 1). O meio de cultura L. minor em cultivo mixotrófico 

hidrolisado foi observado o melhor tempo de duplicação (4,59 dias) obtendo a melhor 

taxa de crescimento. O oposto foi observado para o meio E. azurea em melaço hidrolisado 

(Tabela 1).  

O comprimento total e volume celular de Ankistrodesmus gracilis em cultivo 

mixotrófico “in natura” nos meios CHU12 e A. filiculoides foram similares (p>0,05) 

(Tabela 1). O comprimento total de A. gracilis em meio de cultura S. auriculata 

apresentou diferenças significativas (p<0,05) em cultivo mixotrófico “in natura”. O 

menor volume celular de A. gracilis foi obtido no meio de cultura L.minor com 3,5±1,3 

µm³, já no meio CHU12 foi obtido para esta microalga o maior teor de carbono orgânico 

total em cultivo mixotrófico “in natura” (1,8±1 pg.cel-1) (Tabela 1). Na adição do melaço 

hidrolisado o comprimento total e o volume celular de A. gracilis foram maiores (p<0,05) 

para os meios de cultura A. filiculoides (11,1±1,2 µm e 14,3±7,6 µm3) e no meio de 

cultura S. auriculata com 11,1±0,8µm e 10,6±4 µm3, respectivamente (Tabela 1).  

O menor comprimento (p<0,05) total ocorreu no meio E. crassipes (7,4±1µm) e 

o menor volume celular (3,8±3 µm3) no meio E. azurea. O carbono orgânico total foi 

maior no meio de cultura A. filiculoides (p<0,05) (1,9±1,1 pg.cel-1) e os meios NPK, E. 

crassipes, E. azurea e L. minor não apresentaram diferenças significativas (p>0,05) nos 

valores de carbono orgânico total de A. gracilis (Tabela 1).  

Elevados teores de clorofila-a de A. gracilis foram encontradas no meio de cultura 

A. filiculoides nos dois cultivos mixotróficos. Para esta variável, diferenças significativas 

(p<0,05) entre os meios foram apresentadas nos dois cultivos mixotróficos. No meio de 

fertilizante inorgânico (NPK) foi obtido o menor teor de clorofila-a em cultivo 

mixotrófico “in natura” (61,9±1,5 mg. L-1) e no meio E. azurea foi encontrado o menor 

teor deste pigmento em cultivo mixotrófico hidrolisado (48,4±18 mg. L-1) (Tabela 1).   

O fertilizante inorgânico NPK obteve os maiores teores de peso seco e conteúdo 

de cinzas em cultivo mixotrófico “in natura” (p<0,05) (309,5±100 pg/cel-1 e 29,1±22%) 

e, nos outros meios de cultura o peso seco foi similar (p>0,05) no cultivo mixotrófico 

hidrolisado. Já o meio comercial apresentou os menores valores nos dois cultivos 

mixotróficos (p<0,05) (Tabela 1).  

O pH foi de ácido a alcalino nos dois cultivos, variando de 6,4±0,7 a 13,63±0,2, 

no cultivo “in natura” e de 3,35±0,3 a 13,1±0,2 no hidrolisado ao longo do período 

experimental (Figura 15 e 16). 
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O borbulhamento constante do ar nos meios de cultura promoveu elevadas 

concentrações de oxigênio dissolvido acima de 7,8 mg L-1 no melaço “in natura” e de 5,9 

mg L-1 no melaço hidrolisado, sendo similar (p>0,05). 

A condutividade elétrica apresentou diferenças significativas (p<0,05) nos dois 

cultivos mixotróficos atingindo elevados valores no meio de cultura com fertilizante 

inorgânico NPK (1,2±0,2 mS cm-1) em cultivo mixotrófico “in natura” (Figuras 15 e 16). 

Foram encontradas diferenças (p<0,05) significativas nos compostos nitrogenados 

e fósforo total nos dois cultivos mixotróficos. No cultivo mixotrófico a amônia tendeu a 

decrescer ao longo do período experimental exceto no meio NPK e no meio A.  

filiculoides em cultivo “in natura” e, no meio E. crassipes em cultivo hidrolisado (Figuras 

15 e 16).  

O meio comercial CHU12 em cultivo mixotrófico hidrolisado apresentou aumento 

de amônia no sétimo dia de cultivo (0,9±0,05 mg L-1), porém obteve um consumo no final 

do experimento (0,5±0,05 mg. L-1). Os meios de macrófitas L. minor, A. filiculoides e S. 

auriculata apresentaram o mesmo padrão no consumo de amônia até décimo quarto dia 

de experimento nos dois cultivos mixotróficos (Figuras 15 e 16). 

O nitrato (p<0,05) no meio CHU12 em cultivo mixotrófico apresentou elevada 

concentração no primeiro dia de experimento (2,2±0,06 mg. L-1 “in natura” e 1,9 mg. L-1 

hidrolisado) seguido de uma queda a partir do sétimo dia (0,2±0,01 mg L-1 “in natura e 

0,2±0,01 hidrolisado) diferentemente do meio NPK que apresentou aumento deste 

composto no final do experimento (Figuras 15 e 16). No meio com S. auriculata em 

cultivo “in natura” houve aumento até o décimo quarto dia de cultivo (1,2±0,02 mg. L-1) 

decrescendo posteriormente. Os meios de macrófitas E. crassipes, E. azurea, L. minor e 

A. filiculoides apresentaram o mesmo padrão para este composto nos dois cultivos 

mixotróficos. 

O nitrito apresentou aumento do primeiro ao sétimo dia nos meios CHU12, NPK, 

E. crassipes e A. filiculoides, (p<0,05) e nos meios de cultura E. azurea e S. auriculata 

houve decréscimo no sétimo dia em cultivo mixotrófico “in natura” (Figura 15). No meio 

de cultura L. minor altos teores de nitrito foram obtidos no primeiro dia de crescimento 

(2,3±0,26 µg L-1) de A. gracilis em cultivo hidrolisado, no entanto, no meio de NPK foi 

o único meio a apresentar um longo aumento nas concentrações de nitrito (Figuras 15 e 

16). 
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O fósforo total no meio de cultura A. filiculoides e do NPK não apresentaram 

diferenças significativas entre si (p>0,05) (Figuras 15 e 16). No meio de cultura com NPK 

foi observado maior concentração de fósforo total (p<0,05) (0,8±0,04 mg L-1 “in natura”) 

já nos meios E. azurea, L. minor e S. auriculata, não foram observadas diferenças para 

estes compostos (p>0,05). O meio comercial CHU12 apresentou aumento de fósforo total 

do início (0,2±0,02 mg L-1 “in natura” e 0,2±6.10-3 mg L-1 hidrolisado) para o final do 

experimento (0,5±0,05 mg L-1 “in natura e 0,4±0,02 mg L-1 hidrolisado). 

Nos dois cultivos mixotróficos o consumo de nitrogênio total foi observado no 

meio CHU12 e nos meios de E. azurea, L. minor, A. filiculoides e S. auriculata (Figura 

17). No meio CHU12 houve aumento de PT no final no cultivo mixotrófico não 

hidrolisado, diferentemente do cultivo hidrolisado que apresentou um consumo de PT no 

final do experimento (Figura 17). 

O meio de cultura com NPK e de E. crassipes apresentaram um padrão semelhante 

no consumo dos compostos nitrogenados e fósforo total nos dois cultivos mixotróficos 

tendendo a aumentar ao longo do período experimental. No entanto, no cultivo hidrolisado 

o PT foi similar entre a concentração inicial e final no meio E. crassipes, já no meio NPK 

houve aumento de PT no final do experimento. No meio de cultura S. auriculata no cultivo 

hidrolisado, não foi observado consumo de PT (Figura 17). 

 Diferentes nutrientes estão contidos nos meios de cultura, como fósforo, nitrogênio 

e potássio que variaram dependendo do meio de cultura. No meio de E. crassipes e E. 

azurea o N, P e K foram elevados comparados aos outros meios de cultura (Tabela 2). 

Nutrientes como Ca e Mg foram encontrados em pequenas concentrações nos meios de 

macrófitas, o mesmo não ocorreu no meio CHU12 com concentrações acima de 3 mg. L No 

meio de S. auriculata, foi o que apresentou as menores concentrações de nutrientes, com 

exceção do Ca.  

DISCUSSÃO 

Os resultados obtidos neste estudo para densidade celular e taxa de crescimento 

de Ankistrodesmus gracilis em cultivo mixotrófico nos meios NPK e de macrófitas foram 

inferiores aqueles obtidos em cultivo autotrófico (SIPAÚBA-TAVARES et al., 2018a). 

Muitas fontes de carbono têm sido propostas para cultivos de microalga, porém uma 

avaliação prática mostra que poucos substratos são possíveis de uso pelos 

microrganismos (PÉREZ-GARCIA et al., 2011). Vidotti et al., (2014) realizaram cultivo 

mixotrófico para as microalgas Chlorella vulgaris e Scenedesmus bijugus utilizando 
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frutose como fonte de carbono, e apresentou rápida morte celular do cultivo. Neste estudo, 

a densidade celular foi afetada pelo melaço hidrolisado, exceto no meio NPK, com 

elevado valor de volume celular, cinzas e peso seco. 

 A clorofila-a é um composto rico em nitrogênio e facilmente acessível sendo 

responsável pelas rápidas taxas de crescimento (BENAVENTE-VALDÉS et al, 2016). 

Neste estudo, os meios de cultura A. filiculoides, S. auriculata e CHU12 apresentaram 

teores de clorofila-a acima de 200 mg L-1, com melaço hidrolisado, estando associado ao 

elevado consumo de NT e FT pela microalga. LI et al. (2008) verificaram que o cultivo 

de Neochloris oleoabundans, quando há disponibilidade do nitrogênio, ocorre rápido 

acúmulo de clorofila e divisão celular.  

 Diferenças entre taxas de crescimento indicam que além de nitrogênio e fósforo 

outros nutrientes limitam a biomassa algal (ROCHA et al., 2015). Os teores de N obtidos 

no presente estudo foram mais elevados do que os obtidos por SIPAÚBA-TAVARES et 

al. (2018a e 2018b) que utilizaram os meios de cultura com plantas aquáticas sem a adição 

do melaço de cana de açúcar. Em cultivo mixotróficos as microalgas tendem a aumentar 

a produção de amônia devido a fonte de carbono, podendo ser fontes a base de ureia e 

ricas em nitrogênio (ANGELO et al., 2014). No entanto, os teores de fósforos foram bem 

menores dos que encontrados no cultivo autotrófico realizado por SIPAÚBA-TAVARES 

et al. (2018a e 2018b), visto que, os nutrientes contidos nas plantas influenciaram de 

forma direta a disponibilização dos macros e micronutrientes para o crescimento e 

desenvolvimento algal. O fósforo necessário para o desenvolvimento das microalgas, 

incluso na forma de ortofosfato e polifosfato, representa 1% da biomassa seca (HU, 

2004).  

Nas culturas da Chlorophyceae Scenedesmus obliquus e da Cyanobacteria 

Microcystis aeruginosa cultivadas em presença de fosfato com a concentração de 1,4 ou 

10 mg L-1 foi observado aumento do teor de clorofila-a. No presente estudo, a planta 

aquática S. auriculata apresentou o menor teor de fósforo (0,7g Kg-1 ) e nos dois cultivos 

mixotróficos obteve o teor de clorofila-a acima de 200 mg L-1, mais elevado do que o 

meio comercial em sistema “in natura”.    

 Grande parte das microalgas tem o seu desenvolvimento adequado em pH neutro, 

porém algumas espécies se desenvolvem melhor em condições ácidas ou alcalinas, 

(ZENG et al., 2011). Em cultivos mixotróficos o aumento do pH pode ocorrer devido a 

fixação do dióxido de carbono (CO2) que está presente na fonte de carbono adicionada ao 
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cultivo (melaço de cana-de-açúcar) porém, o crescimento da biomassa da microalga 

promove a remoção de compostos de carbono responsáveis pela acidificação do meio, 

ocasionando assim, o aumento significativo do pH (LI et al., 2007). O pH alcalino 

observado neste estudo esteve diretamente relacionado ao melaço de cana-de-açúcar que 

promoveu elevado valor de pH acima de 13. 

 O magnésio, estimula a produção de clorofila-a por biomassa (MANDALAM; 

PALSSON, 1998). Neste estudo, foi observado baixas concentrações deste elemento no 

meio de cultura da macrófita S. auriculata, com os teores de clorofila-a acima de 200 mg 

L-1. O meio comercial CHU12 apresentou 7,5 g kg-1 de Mg em sua composição, incluindo 

os elevados teores de clorofila-a e alta densidade celular do que os outros meios. 

A composição bioquímica das microalgas depende dos macros e micronutrientes 

que são utilizados para preparar meios de cultura. Estes nutrientes estão envolvidos no 

crescimento desses microrganismos através de várias reações enzimáticas para a 

biossíntese de vários compostos (KAREMORE et al., 2013). Neste estudo, o N, P e K 

refletiu de forma direta na biomassa algal, nos meios E. crassipes e E. azurea já no L. 

minor, os teores destes elementos foram baixos porém, o crescimento e densidade celular 

da microalga A. gracilis foram elevados neste meio de cultura do que nos outros meios 

utilizados. Deve-se ressaltar que o meio CHU12 nos dois cultivos mixotróficos apresentou 

a biomassa algal mais elevada uma vez que contém altas concentrações de macro e 

micronutrientes essenciais para o crescimento de A. gracilis.  

CONCLUSÃO 

Este estudo demonstra que o uso de melaço “in natura” em meio CHU12 pode ser 

uma fonte de carbono alternativo, pois, apresentou densidade celular mais elevada dentre 

os dois cultivos e os setes meios de cultura utilizados. A escolha do meio afetou 

diretamente o crescimento da microalga, onde foi observado que os meios alternativos 

não apresentaram bom rendimento em termos de densidade celular em cultivo 

mixotrófico, porém, o meio de macrófita A. filiculoides apresentou os teores de clorofila-

a mais elevados. O uso de resíduos biológicos como melaço e plantas aquáticas são 

alternativas a serem adotadas em cultivo de microalga A. gracilis cujos resultados de 

crescimentos e parâmetros biológicos são adequados para produção da biomassa algal 

porém não apresentam altas densidades. Testes de comparação devem ser realizados para 

avaliar as formas de cultivos, pois as condições podem afetar ou favorecer na qualidade 

da biomassa e no crescimento algal. 
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Figura 14. Curva de crescimento da microalga Ankistrodesmus gracilis contendo melaço “in 

natura” (IN) e hidrolisado (H) cultivada em meio: CHU12, fertilizante inorgânico NPK e as 

macrófitas: Eichhornia crassipes, Eichhornia azurea, Lemna minor, Azolla filiculoides e Salvinia 

auriculata. 
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“In natura” 

 

Figura 15. Avaliação dos nutrientes (mg L-1), condutividade (mS cm-1) e pH no cultivo 

mixotrófico “in natura” utilizando os meios de cultura CHU12, NPK, e meios de macrófita: 

Eichhornia crassipes (Ec), Eichhornia azurea (Ea), Lemna minor (Lm), Azolla filiculoides (Af) 

e Salvinia auriculata (Sa). 
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Hidrolisado 

 

Figura 16. Avaliação dos nutrientes (mg L-1), condutividade (mS cm-1) e pH no cultivo 

mixotrófico hidrolisado utilizando os meios de cultura CHU12, NPK, e meios de macrófita: 

Eichhornia crassipes (Ec), Eichhornia azurea (Ea), Lemna minor (Lm), Azolla filiculoides (Af) 

e Salvinia auriculata (Sa). 
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Figura 17. Consumo dos compostos nitrogenados (NT) e fósforo total (PT) no cultivo mixotrófico 

“in natura” e hidrolisado nos meios de cultura C HU12, fertilizante inorgânico NPK, e nos meios de 

macrófita: Eichhornia crassipes (Ec), Eichhornia azurea (Ea), Lemna minor (Lm), Azolla 

filiculoides (Af) e Salvinia auriculata (Sa), no período inicial (1º dia) e final (28º dia) do 

experimento.  
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Tabela 1. Parâmetros de produção da microalga Ankistrodesmus gracilis em cultivo mixotrófico “in natura” e hidrolisado, nos meios: comercial CHU12, 

fertilizante inorgânico NPK, e meios de macrófita Eichhornia crassipes (Ec), Eichhornia azurea (Ea), Lemna minor (Lm), Azolla filiculoides (Af) e Salvinia 

auriculata (Sa). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo de duplicação; TC: Taxa de crescimento; DCmd: Densidade celular média; DCM: Densidade celular máxima; CT: Comprimento total; VC: Volume 

celular; COT: Carbono orgânico total; CC: Conteúdo de cinzas; PS: Peso seco. Letras iguais nas linhas significam que não ocorreu diferenças significativas 

(p>0,05).

Parâmetros   Meios de Cultura 

 CHU12 NPK Ec Ea Lm Af Sa 

“In natura”        

TD (dias) 2,7 9,10 6,4 5,65 5,49 4,29 5,54 

TC (K) 0,36 0,11 0,16 0,18 0,18 0,23 0,18 

DCmd (x105 cel mL-1) 134,1± 8,6a 7,4±4,3c 26,7±13,4c 66,5±40b 114,6±59a 74,1±37,1b 66,5±40b 

DCM (x105 cel mL-1) 313,6a 14,8f 49,3e 128,8d 204,1b 139,3c 135,8cd 

CT (µm) 10,9±1a 8,1±1b 8,3±1b 7,7±1b 7,5±0,9b 11,1±1a 9,4±1ab 

VC (µm³) 13,1±6,7a 4,6±4,2b 5,9±3b 4,7±3,4b 3,5±1,3b 12,4±4ª 7,1±3b 

COT (pg cel-1) 1,8±1a 0,6±0,6c 0,7±0,4c 0,6±0,4c 0,8±0,2bc 1,7±0,6ab 0,9±0,4bc 

Clorofila-a (mg L-1) 135,4±13b 61,9±1,5c 84,3±3,7c 182,1±38b 170,8±16b 268,2±156a 250,5±151ª 

CC (% peso seco) 11,1±6,9b 29,1±2,2a 15,5±10b 15,7±9,5b 11,61±11,3b 19,48±15,6ab 9±7,5c 

PS (pg.cel-1) 52,4±49b 309,5±100a 131,9±72b 85,1±68b 75,8±83b 132,7±81b 137,7±167b 

Hidrolisado        

TD (dias) 4,17 3,19 6,14 9,12 4,59 5,22 5,42 

TC (K) 0,24 0,3 0,16 0,11 0,22 0,19 0,18 

DCmd (x105 cel mL-1) 110,2±75a 9,9±10e 29,5±12de 7,3±4e 81,5±58ab 61,4±39bc 66,2±36b 

DCM (x105 cel mL-1) 217,02a 31,5ef 48,5e 19,3f 194,6b 163,3c 131,2d 

CT (µm) 9,2±1b 7,9±1bc 7,4±1c 8,1±1bc 8,7±1bc 11,1±1,2a 11,1±0,8a 

VC (µm³) 6,6±3bc 4,9±4c 4,3±2c 3,8±3c 4,2±2c 14,3±7,6ª 10,6±4ªb 

COT (pg cel-1) 0,8±0,4bc 0,6±6c 0,5±0,2c 0,5±0,3c 0,5±0,2c 1,9±1,1a 1,4±0,6ab 

Clorofila-a (mg L-1) 221,8±106ab 110,2±71ab 166,9±106ab 48,4±18b 149,6±85ab 266,8±129a 204,4±97ab 

CC (% peso seco) 14,2±12b 21,1±19b 25,1±12b 35,6±10a 14,4±9b 17,2±10b 17±7b 

PS (pg.cel-1) 96,7±52b 166,4±158b 225,1±59b 440,7±177a 116,1±74b 130,8±13b 117,5±45b 
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Tabela 2. Composição dos nutrientes (mg L-1) em diferentes meios de cultura utilizado, 

onde: Ec = Eichhornia crassipes, Ea = Eichhornia azurea, Lm = Lemna minor, Af = Azolla 

filiculoides, Sa = Salvinia auriculata (SIPAÚBA-TAVARES et al., 2018a, 2018b). 

- = não detectado pelo método. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO II 

  

Composição 

Meios de Cultura 

 CHU12 NPK Ec Ea Lm Af Sa 

P2O5 - 25.103 - - - - - 

K2O - 10.103 - - - - - 

N - 10.103 35,1.102 28,4.102 3.102 400 60 

P - - 56,4.102 70,7.102 2.102 200 60 

K - - 73.103 76,2.102 2.103 3.103 2.103 

Ca - - 36,9 68,8 550 16.103 27.102 

Mg - - 23 4,3 190 110 8 

S - - 3.10-1 3.10-2 4.10-2 1.10-2 12.10-3 

B - - 34.10-2 41.10-2 21.10-3 - - 

Cu - - 18.10-2 22.10-2 31.10-3 51.10-3 - 

Fe - - 6.10-2 56.10-2 71.10-3 16.10-3 - 

Zn - - 3.10-2 12.10-2 0,1 51.10-3 - 

Tiamina - 7 7 7 7 7 7 

Vit B2 - 7 7 7 7 7 7 

Vit B6 - 5 5 5 5 5 5 

Vit B12 - 33.103 33.103 33.103 33.103 33.103 33.103 

Vit H - 10 10 10 10 10 10 

Biotina (B1) - 1 1 1 1 1 1 

Ca (NO3)2 3,0 - - - - - - 

Na2CO3 2,0 - - - - - - 

KCl 0,5 - - - - - - 

MgSO47H2O 7,5 - - - - - - 

K2HPO4 0,5 - - - - - - 

FeCl3.6H2O 0,5 - - - - - - 
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COMPARAÇÃO ENTRE SISTEMAS AUTOTRÓFICO E MIXOTRÓFICO NO 

CULTIVO DE ANKISTRODESMUS GRACILIS EM DIFERENTES MEIOS DE 

CULTURA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Manuscrito a ser enviado a Frontiers Plant Science, as normas do artigo estão de 

acordo com a revista. 

RESUMO 
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O objetivo deste trabalho foi comparar o sistema de cultivo autotrófico e 

mixotrófico no cultivo da microalga Ankistrodesmus gracilis em sete meios de cultura, o 

meio comercial CHU12 o meio de fertilizante inorgânico (NPK 20:5:20) e cinco meios de 

macrófitas: Azolla filiculoides Eichhornia azurea, E. crassipes, Lemna minor e Salvinia 

auriculata. A fonte de carbono foi adicionada ao cultivo mixotrófico foi o melaço de 

cana-de-açúcar concentração de 1,5g L-1 na forma “in natura” e hidrolisada. Diferenças 

significativas (p>0,5) foram encontradas em relação ao crescimento, as maiores 

densidades celulares foram encontradas no cultivo autotrófico, somente o meio comercial 

CHU12 apresentou a maior densidade celular no cultivo mixotrófico “in natura” com 313 

x105 cels. mL-1. Elevados teores de proteína foram encontrados no cultivo autotrófico, 

diferentemente dos teores de lipídio que foram mais elevados em cultivo mixotrófico “in 

natura”. O nitrogênio inorgânico total tendeu a apresentar os maiores teores no cultivo 

mixotrófico (“in natura” e hidrolisado) variando de 0,4±0,1 mg L-1 (E. azurea hidrolisado) 

a 4,6±0,6 mg L-1 (NPK “in natura”), o fósforo total apresentou resultados inversamente 

do nitrogênio inorgânico total, obtendo elevados teores em cultivo autotrófico variando 

de 0,5±0,1 mg L-1 (CHU12) a 8,6±0,1 mg L-1 (E. azurea). Através dos resultados obtidos 

foi possível observar que o cultivo autotrófico apresentou melhores resultados de 

crescimento e proteína, porém o uso da ecotecnologia como cultivo mixotrófico, deve ser 

emprega no cultivo das microalgas, porém o sistema a ser adotado para o cultivo 

dependerá do objetivo a ser empregado, pois o cultivo mixotrófico tendeu a apresentar 

melhor resultados de lipídio e nitrogênio inorgânico total. 

Palavras-chave: lipídio, proteínas, biomassa da microalga, aspectos biológicos e 

bioquímico, fontes de carbono. 
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The aim of the present research was to compare between autotrophic and 

mixotrophic cultures for the microalgae Ankistrodesmus gracilis. Seven culture mediums 

were employed for the task: the commercial medium CHU12, an inorganic fertilizer 

medium (NPK 20:5:20) and five other mediums composed of the following macrophyte: 

Azolla filiculoides, Eichhornia azurea, E. crassipes, Lemna minor and Salvinia auriculata. 

The carbon source employed for the mixotrophic culture was cane molasses (1,5g L-1), 

in two forms: hydrolised and in natura. Significant differences (p<0.05) for the 

microalgae growth were observed. The highest cell density was observed in the 

autotrophic culture. Only the commercial medium presented high cell density when in 

mixotrophic culture, with in natura molasses (313x105 cells mL-1). High protein content 

was observed in the autotrophic culture, while the mixotrophic in natura culture presented 

higher lipid content. The mixotrophic culture (both forms) presented higher inorganic 

nitrogen content, which ranged from 0.4±0.1 mg L-1 (E. azurea hydrolised) to 4.6±0.6 

mg L-1 (NPK in natura). The total phosphorus was higher in the autotrophic culture, 

which ranged from 0.5±0.1 mg L-1 (CHU12) to 8.6±0.1 mg L-1 (E. azurea). The 

autotrophic culture presented better results on growth and protein content, however the 

employment of mixotrophic culture should not be discarded. Since the mixotrophic 

culture presented higher lipid and total inorganic nitrogen contents, the adopted system 

will depend on its aim. 

 

.Key-words: lipid, proteins, microalgae biomass, biological and biochemical aspects, 

carbon sources. 
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A indústria da aquicultura têm grande interessa nas microalgas unicelulares pois 

convertem a energia luminosa para a produção de biomassa tornando-se alimento 

disponível aos organismos aquáticos, além de produzir lipídios e proteínas (PEREZ-

GARCIA et al., 2010). 

Os fototróficos utilizam energia luminosa e os organotróficos derivam sua energia 

a partir da oxidação de substâncias orgânicas, entretanto, há uma ampla variedade de 

diferentes grupos taxonômicos que podem utilizar várias fontes de carbono e energia 

simultaneamente, denominado de mixotrófico (WILKEN et al., 2014).  

Além das microalgas autotróficas, existem aquelas que podem crescer 

heterotroficamente ou seja, independentemente da luz, se houver fonte de carbono 

adequada, outras são mixotróficas, uma combinação das duas formas acima, ou seja o 

metabolismo autotrófico e heterotrófico são utilizados em conjunto, oxidando as fontes 

reduzidas de carbono disponíveis no meio (CECCHIN et al., 2018). 

O cultivo fotoautotrófico é mais comum do que o cultivo mixotrófico, pois no 

segundo demanda mais trabalho e maior manuseio do cultivo. Mixotrofia pode ser 

encontrada em diversas microalgas e tem uma ampla estratégia nutricional, que irá 

depender da taxonomia e adaptação às condições de cultivo (WILKEN et al., 2014). 

O uso simultâneo do carbono inorgânico (CO2 – autotrófico) e substratos de 

carbono orgânico (heterotrófico) promove um efeito sinergético de dois processos que 

eleva a produtividade permitindo a microalga crescer em qualquer tipo de ambiente 

(BHATNAGAR et al., 2011). 

O carbono orgânico proveniente do cultivo mixotrófico é derivado de diversas 

fontes dentre elas o melaço de cana-de-açúcar, cujo suplemento envolvido é a glicose, 

acetato, xilose e outros carboidrato (MONDAL et al., 2017). O melaço de cana-de-açúcar 

provou ser uma fonte de carbono sustentável para numerosos microrganismos uma vez 

que incrementa o teor de lipídio nas células (LIU et al., 2013).Trabalhos utilizados com 

microalgas têm enfatizado que o cultivo mixotrófico é efetivo para aumentar biomassa e 

lipídio no entanto, outras espécies apresentam similar crescimento em sistemas 

autotrófico (CECCHIN et al., 2018). 

O melhor sistema para produção de microalgas dependerá do objetivo do cultivo, 

bem como, das características da microalga. Grande parte dos estudos de cultivos são 

realizados em Chlorophyceae, em função dos compostos encontrados nestas microalgas, 

sendo o cultivo autotrófico o predominante principalmente, para a espécie 

Ankistrodesmus gracilis (SIPAÚBA-TAVARES; PEREIRA, 2008).  
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O objetivo deste estudo foi comparar os cultivos autotrófico e mixotrófico (“in 

natura” e hidrolisado) de Ankistrodesmus gracilis em diferentes meios de cultura (meio 

comercial, fertilizante inorgânico e de macrófitas). 

MATERIAL E MÉTODOS 

Microalga e Meios de Cultura 

A cepa da microalga Ankistrodesmus gracilis utilizada nos experimentos foi 

cedida da coleção de cultura 005CH, isolada da represa do Broa (22º15 'S e 47º19' W). O 

inóculo da microalga inicialmente foi cultivado em meio CHU12 com a densidade de 

2,4x105 cels mL-1 em volumes de 250 mL. Posteriormente, os inóculos foram transferidos 

para o meio NPK em frascos de 2 L com densidade celular de 4,5x105 cels mL-1. Ao 

atingir a fase exponencial, de crescimento (7 dias) a microalga foi transferida para 

recipientes de 2 L contendo os meios de cultura. 

Foram utilizados sete meios de cultura: CHU12 (comercial), NPK, 20:5:20 

(fertilizante inorgânico) (SIPAÚBA-TAVARES; ROCHA, 1993)  e meios de macrófitas 

de Eichhornia crassipes (Ec), Eichhornia azurea (Ea), Lemna minor (Lm), Azolla sp. 

(Az) e Salvinia auriculata (Sa) (SIPAÚBA-TAVARES et al., 2009).  

Cultivo autotrófico 

 Para o cultivo autotrófico a microalga foi cultivada nos setes meios em 

temperatura constante de 22±2ºC com intensidade de luz de 60 µmol m-2 s-1 em 

fotoperíodo de 24 horas. Este cultivo foi realizado sem fonte de carbono ou qualquer outra 

fonte de nutriente que não venha dos meios de cultura. 

Cultivo mixotrófico 

Para o cultivo mixotrófico, o melaço de cana utilizado neste estudo foi obtido 

através da empresa Melaços Brasileiros LTDA (Brasil). Sua composição baseia-se em 

20% (p/p) de água, 8% (p/p) frutose, 7% (p/p) de glicose e íons metálicos tais como cálcio, 

potássio, sódio, ferro, magnésio, cobre, entre outros. O melaço foi usado em duas formas: 

bruto (“in natura”) e hidrolisado, neste caso, o melaço “in natura” foi diluído em água 

destilada e esterilizado em autoclave a 1atm durante 30 minutos. Para os testes com 

melaço hidrolisado foi adicionado 0,4% (m/m) de solução ácida (HCl 4 M) sendo 

incubado em manta térmica durante 20 minutos a 80ºC para converter a sacarose em 

glicose e frutose. O melaço foi filtrado em bomba a vácuo para retirada de possíveis 

impurezas e esterilizado a 1atm durante 30 minutos. A concentração utilizada foi de 21 
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mL de melaço em 1,4 L de água destilada, para a obtenção da concentração de 1,5g L-1 

para o crescimento da microalga.  

Crescimento 

O crescimento da microalga foi avaliado durante 28 dias consecutivos, 1 mL de 

amostra foi removida e 2x1µL de subamostra foi contada em um hemocitômetro de 

Neubauer, os dados da contagem foram expressos em números de células mL-1 x105. A 

taxa de crescimento (K) foi calculada através da fórmula proposta por Guillard (1973), k 

= (3,322/t2 – t1 x log N2/N1), onde: t = tempo; N= números de células (os sobrescritos 

denotam dados em momentos diferentes). O tempo de duplicação (DT) foi calculado a 

partir da fórmula: DT = 1K-1, onde: DT = tempo de duplicação; 1K-1 = divisão por dia 

(GUILLARD, 1973). Cerca de 50 indivíduos foram mensurados em microscópio Leica 

DFC 295, as imagens foram analisadas em sistema LAS core (LAS V3.8) em objetiva 

micrométrica de 400X. O carbono orgânico total (TOC) foi calculado usando a fórmula 

de regressão: C = 0,1204. V1,051 onde: C= teor de carbono em pg célula-1; V= volume 

celular (ROCHA e DUCAN, 1985). 

Parâmetros dos Meio de Cultura 

Os parâmetros físicos e químicos dos meios de cultura foram realizados 

semanalmente em tréplica. O pH e condutividade elétrica (COND) do meio de cultura 

foram mensurados com uma sonda de multiparâmetros YSI 556 MPS. O nitrogênio 

inorgânico total (TIN) e o fósforo total (PT) foram quantificados em espectrofotômetro, 

seguindo a metodologia de Golterman et al. (1978) e Koroleff (1976). A clorofila-a 

(Chloro-a) foi extraída com álcool a 90% e quantificada a 663 nm e 750 nm de acordo 

com Nusch (1980).  

Composição Bioquímica 

A biomassa algal de cada meio de cultura foi centrifugada e liofilizada, para análise 

de lipídio (Lip) e proteína (Ptn) seguindo a metodologia proposta por A.O.A.C. (1990). 

Análise Estatística dos Dados 

 Foi aplicado aos dados a análise de variância (ANOVA) com o programa de 

Statistica 8.0 para simples verificação entre os cultivos para cada meio de cultura 

individualmente (STATSOFT, 2007). Quando encontrada diferenças significativas 
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(p<0,05) foi aplicado o teste de Tukey. Os dados foram expressos em média e desvio 

padrão. 

RESULTADOS  

As maiores densidades celulares foram obtidas em meio autotrófico seguidas do 

cultivo “in natura”, exceto no meio de cultura NPK, onde o cultivo mixotrófico ficou 

abaixo de 31,5 x105 cels. mL-1 terminando com a morte das células ao redor do 20º dia 

(Figura 18). No meio CHU12 foi observado a maior densidade celular no cultivo 

mixotrófico “in natura” com 313 x105 cels. mL-1, já no meio NPK as maiores (p<0,05) 

densidades foram encontradas no cultivo autotrófico com 426 x105 cels. mL-1 (Figura 18). 

O meio Lm obteve as maiores (p<0,05) densidades com 473 x105 cels. mL-1 em cultivo 

autotrófico, 204 x105 cels. mL-1 em mixotrófico “in natura” e 194 x105 cels. mL-1 no 

mixotrófico hidrolisado (Figura 18). 

O cultivo autotrófico apresenta maiores parâmetros de crescimento para a 

microalga A. gracilis exceto em relação ao tempo de duplicação (DT) e a taxa de 

crescimento (K) que no meio CHU12 em cultivo mixotrófico “in natura” foi mais rápido 

com 2,7 dias o DT e K=0,36 (Tabela 3). O carbono orgânico total (TOC) e a densidade 

celular máxima (MD) também foram superiores (p<0,05) no cultivo autotrófico, no 

entanto, no meio CHU12 em cultivo mixotrófico “in natura” A. gracilis apresentou maior 

densidade celular (313 x105 cels. mL-1) do que no cultivo autotrófico (304 x105 cels. mL-

1) (Tabela 3). 

Comparando os diferentes meios de cultura nos diferentes tipos de cultivo pode-

se observar uma variedade enorme de valores, onde o DT, K e o MD foram superiores no 

meio CHU12, exceto em cultivo autotrófico que MD foi superior no meio Lm com 473 

x105 cels. mL-1. A concentração de Chloro-a  foi superior no meio Az (4±1.4 mg L-1) e o 

TOC em meio CHU12 (10±6 pg cel-1), ambos em cultivo autotrófico (Tabela 3). 

Comparando os teores de proteína entre os cultivos autotrófico e mixotrófico (“in 

natura” e hidrolisado), os maiores teores foram obtidos no cultivo autotrófico e os de 

lipídios em geral no mixotrófico. Os teores de proteína variaram de 20% de biomassa 

seca (Sa) a 46% de biomassa seca (NPK) em cultivo autotrófico, e de 15% biomassa seca 

(CHU12) a 24% de biomassa seca (Ec) em cultivo mixotrófico “in natura” de 15% 

biomassa seca (CHU12) a 25 % biomassa seca (Az) em cultivo mixotrófico hidrolisado 

(Figura 19). Os teores de proteína em cultivo autotrófico as concentrações diminuíram no 

final do experimento nos meios com plantas, já no meio CHU12 e NPK tiveram um 
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pequeno aumento variando de 45,3 a 47,2% de biomassa seca e de 45,4 a 47,2% de 

biomassa seca, respectivamente (Figura 19). Os teores de proteína no cultivo mixotrófico 

tenderam a aumentar ao final do experimento exceto nos meios Ea de 27,2 a 16,2% de 

biomassa seca na forma “in natura” e Lm de 25,4 a 16,6% de biomassa seca na forma “in 

natura” e de 22,8 a 22,5% de biomassa seca na forma hidrolisada entre o início (1º dia) e 

final (28º dia) de experimento, respectivamente (Figura 19). 

Em relação aos teores de lipídios em cultivo mixotrófico (“in natura” e 

hidrolisado) também foram mais elevados no final do experimento exceto para o meio 

NPK com o teor inicial de 3,6% e final de 2,5% de biomassa seca na forma “in natura” e 

de 3,6% e 2,5% de biomassa seca na forma hidrolisada. Os teores lipídios variaram de 

4,9% de biomassa seca (Ec) a 11% de biomassa seca (Az) em cultivo autotrófico e no 

cultivo mixotrófico  de 3,1% de biomassa seca (NPK) a 14% de biomassa seca (Az) na 

forma “in natura” e de 3,2% de biomassa seca (NPK)  a 12% de biomassa seca (Az) na 

forma hidrolisada (Figura 19). Já no cultivo autotrófico os teores de lipídio tenderam a 

diminuir do início para o final do experimento exceto para o meio Ea que variou de 5,5% 

de biomassa seca do início (1º dia) a 5,7% de biomassa seca no final do experimento (28º 

dia) e também, o meio Sa que aumentou do início (3,8% de biomassa seca) ao final (9,7% 

de biomassa seca) do experimento (Figura 9). 

O pH foi alcalino e similar (p>0,05) entre os cultivos, em geral com concentrações 

médias acima de 7,6±1,8 (Ec) em cultivo autotrófico e de 7,8±0,6 (Ea) e 7,4±0,7 (Ea) em 

cultivo mixotrófico nas formas “in natura” e hidrolisada, respectivamente (Tabela 4). 

A condutividade elétrica foi elevada em função das altas concentrações de TIN e 

TP, sendo maior no meio NPK em cultivo autotrófico e no cultivo mixotrófico hidrolisado 

com 1,6 mS cm-1. Os meios de macrófitas mantiveram o mesmo padrão em condutividade 

elétrica e o meio comercial CHU12 apresentou diferentes valores nos diferentes cultivos 

(Tabela 4). 

Em relação as concentrações de nitrogênio inorgânico total (TIN)no cultivo 

mixotrófico “in natura” foram elevadas no meio NPK com média de 4,6±0,6 mg L-1 e no 

meio CHU12 2,2±1,1 mg L-1 (p<0,05). Em geral, as concentrações de TIN foram acima 

de 0,6±0,2 mg L-1 (Ea) em cultivo autotrófico e de 0,5±0,2 mg L-1 (Ea e Lm) e 0,4±0,1 

mg L-1 (Ea) em cultivo mixotrófico nas formas “in natura” e hidrolisada, respectivamente. 

O meio NPK e os meios de Lm e Az apresentaram diferenças significativas (p>0,05) entre 

os cultivos (Tabela 4). 
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 Elevadas concentrações do fósforo total (PT) foram encontradas no cultivo 

autotrófico com 8,2±0,1 mg L-1 (NPK) e 8,6±0,1 mg L-1 (Ea). No cultivo mixotrófico o 

meio NPK apresentou também elevadas concentrações, com 8,7±0,1 mg L-1  na forma “in 

natura” e 6,1±0,05 na forma hidrolisada (Tabela 4). A concentração de PT no meio CHU12 

em cultivo mixotrófico foi 3 vezes mais elevada do que no cultivo autotrófico.  

DISCUSSÃO 

A microalga A. gracilis obteve elevada biomassa no cultivo autotrófico sendo que, 

no meio CHU12, entre 10º e 17º dia de experimento as maiores densidades foram 

observadas em cultivo mixotrófico na forma “in natura”. Cecchin et al. (2018) cultivando 

Chlorella sorokiniana verificaram que no meio de cultura contendo fontes reduzidas de 

carbono como acetato, a produção de biomassa, densidade celular e produtividade diária 

desta microalga foi maior em cultivo mixotrófico do que autotrófico. Segundo Perez-

Garcia et al. (2010) cada esquema de cultivo tem sua condição especifica e depende do 

objetivo final do cultivo se está relacionado com produção de biomassa, absorção de 

nutrientes ou produção de lipídios. 

  Elevados teores de TIN foram obtidos no cultivo mixotrófico quando comparado 

ao autotrófico, exceto nos meios de Ea e Lm. Perez-Garcia et al. (2010) observaram que 

absorção de amônia foi maior em condições mixotróficas do que em cultivo autotrófico 

no cultivo de Chlorella vulgaris, relacionando o fato de que o ATP e NADPH são 

compostos metabólicos disponíveis e não estão associados na assimilação do carbono em 

condições autotróficas, havendo uma volatilização da amônia em pH acima de 8,5. No 

entanto, no estudo realizado o pH esteve entre 7,6±1,8 a 9,3±1,8 no cultivo autotrófico e 

de 7,4±0,7 a 11,5±2,2 em mixotrófico e o teor de TIN foi elevado sendo que em cultivo 

autotrófico nos meios NPK, CHU12 e Az apresentaram concentrações mais baixas que no 

cultivo mixotrófico. 

 Os elevados teores de TIN e PT foram obtidos neste estudo, o fósforo apresentou 

a maiores concentrações nos meios de macrófitas em cultivo autotrófico. O oposto foi 

obtido em cultivo mixotrófico, que apresentou maiores teores de TIN. A adição de fósforo 

aumenta a remoção de nitrato do meio estimulando a desnitrificação mixotrófica (FAN et 

al., 2018).  

Os teores de clorofila-a e TOC foram maiores no cultivo autotrófico do que no 

mixotrófico com a densidade celular máxima duas a três vezes maior em todos os meios 

de cultura utilizados. O carbono orgânico geralmente leva ao decréscimo do teor de 
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clorofila-a e mudanças em outros pigmentos como a luteína (VAN WAGENEN et al., 

2015). Wilken et al. (2014) trabalhando com Ochromonas danica verificaram uma 

redução no teor de pigmento total com modificações na composição do pigmento e do 

aparelho fotossintético durante o crescimento mixotrófico desta microalga. Perez-Garcia 

et al. (2010) verificaram a superioridade do cultivo autotrófico em relação ao tempo de 

duplicação (TD), taxa de crescimento (K), biomassa produzida e produção de células por 

quantidade de amônia consumida. Neste estudo, o tempo de duplicação foi mais rápido 

no cultivo autotrófico nos meios com macrófitas, já nos meios CHU12 e NPK foi um 

pouco mais elevado do que no cultivo mixotrófico. 

Vários fatores influenciam no crescimento das microalgas incluindo 

disponibilidade de nutrientes, luz (qualidade e quantidade), pH, temperatura e densidade 

do inóculo inicial (LI et al., 2014). O cultivo mixotrófico utiliza tanto luz quanto fontes 

de carbono para fornecer elevada eficiência de energia do que outras formas de cultivo, 

sendo efetiva na produção de biomassa de microalgas (DHULL et al., 2014). 

 Os teores de proteína neste estudo foram mais elevados no cultivo autotrófico do 

que no mixotrófico e o oposto foi observado para o lipídio. Proteína é conhecida como 

um fator crítico para a divisão celular e clorofila-a na microalga, e, as condições 

mixotróficas afetam de forma diferente o teor de lipídio e proteína nas microalgas. De 

acordo com Perez-Garcia et al. (2010) o teor de proteína em Chlorella vulgaris foi 

negativamente correlacionado como teor de lipídio. No entanto, a adição de glicose como 

substrato de carbono orgânico na concentração de 15 g L-1 elevou a biomassa e teor de 

proteína da microalga Dunaliella salina (KADKHODAEI et al., 2015). 

 Neste estudo, foi observado elevada biomassa em cultivo autotrófico e isto pode 

explicar os baixos teores de lipídios neste tipo de cultivo, uma vez que a elevada biomassa 

não está associada com alto teor de lipídio. Segundo Cheah et al. (2018), acumulação do 

lipídio inicia após o esgotamento dos nutrientes que são utilizados no crescimento da 

microalga, principalmente o N que promove a produção de lipídios e carboidratos. Isto 

explica o comportamento de A. gracilis, que no final do experimento apresentou elevados 

teores de lipídio, principalmente, no cultivo mixotrófico onde a biomassa algal foi menor 

quando comparada ao cultivo autotrófico. O acumulo de lipídio depende de vários fatores 

como condições de crescimento, idade da cultura, cepa da microalga, suplemento de luz, 

pH e disponibilidade de nutrientes, entre outros (CHEAH et al., 2018). 

 O cultivo autotrófico é um método tecnicamente e economicamente viável, pois 

neste cultivo utilizasse luz e nutrientes dos meios de cultura, porém, o aproveitamento de 
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diversos meios de cultura como resíduos orgânicos, resíduos suínos entre outros, 

crescendo nos últimos anos para o cultivo de microalgas no intuito do aproveitamento 

destes resíduos biológicos, como é o caso dos meios de macrófitas. Assim o uso da 

ecotecnologia deve ser empregada como ferramenta na produção de microalga cujo o tipo 

de sistema a ser adotado para o cultivo dependerá do objetivo a ser empregado na 

produção desses microrganismos. 

CONCLUSÃO 

 Este estudo demonstrou o melaço de cana-de-açúcar pode ser utilizado no cultivo 

mixotrófico de A. gracilis como fonte de carbono orgânico, no entanto, este tipo de cultivo 

não elevou a biomassa algal quando comparado ao cultivo autotrófico. O crescimento e 

os parâmetros da microalga A. gracilis variaram em relação ao cultivo e meios de cultura 

utilizados na produção da biomassa, com teores de proteínas mais elevados em cultivo 

autotrófico e os teores de lipídios mais elevados no cultivo mixotrófico. Os teores de 

lipídios e proteínas também variam dentre os cultivos, sendo que o autotrófico apresentou 

maiores teores de proteínas e o mixotrófico de lipídios, sendo mais elevado em cultivo 

mixotrófico “in natura”. Estudos devem ser realizados para avaliar qual cultivo e qual 

meio de cultura apresentam os compostos adequados em função da variabilidade de 

respostas em relação ao meio de cultura utilizado, a forma de cultivo adotado e a condição 

específica de cultivo.  
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Figura 18. Curva de crescimento da microalga Ankistrodesmus gracilis em cultivo autotrófico, 

mixotrófico (“in natura” e hidrolisado), nos diferentes meios de cultura. 
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Figura 19. Teores de lipídio e proteína (% de biomassa seca) na fase inicial (1º dia) e final (28º 

dia) do experimento nos cultivos autotrófico e mixotrófico (“in natura” e hidrolisado) nos 

diferentes meios de cultura. 
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Tabela 3. Parâmetros biológicos da microalga Ankistrodesmus gracilis em cultivo 

autotrófico e mixotrófico (“in natura” e hidrolisado) nos diferentes meios de cultura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chloro-a = Clorofila-a (mg L-1); TOC = Carbono Orgânico Total (pg. cel-1); 

DT = Tempo de duplicação (dias); K = taxa de crescimento (K); MD = 

densidade celular máxima (x105 cels. mL-1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cultura Media Parameters 

 Chloro-a TOC DT K MD 

Auototrophic      

CHU12 0.7±0.3 10±6 3.3 0.31 304 

NPK 1.6 ± 0.8 8.5±4 9.3 0.11 426 

Az 4.0±1.4 4.9±0.7 3.8 0.19 292 

Ea 1.6±0.6 3.1±1 7.4 0.14 319 

Ec 1.3±0.7 2.8±1 5 0.20 434 

Lm 3.9±0.5 4.4±0.7 5 0.26 473 

Sa 0.4±0.1 1.4±0.4 2.7 0.36 348 

Mixotrophic      

“In nature”      

CHU12 0.1±0.04 1.8±0.8 2.7 0.36 313 

NPK 0.06±0.05 0.6±0.2 9.1 0.11 14 

Az 0.2±0.1 1.7±0.2 4.3 0.23 139 

Ea 0.1±0.08 0.6±0.1 5.6 0.18 128 

Ec 0.08±0.04 0.8±0.1 6.4 0.16 49 

Lm 0.1±0.1 0.8±0.6 5.5 0.18 204 

Sa 0.2±0.1 0.9±0.2 5.6 0.18 135 

Hydrolyzed      

CHU12 0.2±0.1 0.8±0.5 3.2 0.24 217 

NPK 0.1±0.07 0.6±0.2 3.8 0.3 31 

Az 0.2±0.1 1.9±0.3 5.2 0.19 163 

Ea 0.04±0.01 0.5±0.2 9.1 0.11 19 

Ec 0.1±0.1 0.5±0.2 6.1 0.16 47 

Lm 0.1±0.08 0.5±0.1 4.6 0.22 194 

Sa 0.2±0.1 1.4±0.1 5.4 0.18 131 
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Tabela 4. Avaliação do nitrogênio total – TIN (mg L-1), Fósforo Total – TP (mg L-1), 

Condutividade elétrica - COND (mS cm-1) e pH dos meios de cultura em cultivo 

autotrófico e mixotrófico (“in natura” e hidrolisado). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Letras iguais nas colunas significam que não ocorreu diferenças 

significativas (p>0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

Cultura Media Parameters 

 TIN TP COND pH 

Auototrophic     

CHU12 1.1±0.8ª 0.5±0.1ª 0.6±0.03b 8.5±2.2ª 

NPK 1.5±0.2b 8.2±0.1ª 1.6±0.1ª 8.6±0.3ª 

Az 0.7±0.6b 4.3±0.08ª 0.5±0.05b 8.7±1.1ª 

Ea 0.6±0.2a 8.6±0.1ª 0.4±0.1b 7.6±1.8ª 

Ec 1.7±0.5a 6.4±0.1ª 0.6±0.1ª 9.3±1.8ª 

Lm 0.9±0.4b 5.7±0.05ª 0.4±0.1b 8.7±0.8ª 

Sa 1.5±0.5a 1.6±0.04ª 0.6±0.1ª 8.3±1ª 

Mixotrophic     

“In nature”     

CHU12 2.2±1.1ª 5.1±0.3ª 0.9±0.07ª 9.3±2.4ª 

NPK 4.6±0.6ª 8.7±0.1ª 1.5±0.1ª 8.7±3.1ª 

Az 1.4±0.8ª 3.1±0.08b 0.7±0.04ª 8.3±1.2ª 

Ea 0.5±0.5ª 1.8±0.1b 0.7±0.1ª 7.8±0.6ª 

Ec 1.4±0.2ª 4.5±0.1b 0.6±0.06ª 10.3±1.2ª 

Lm 0.5±0.2b 1.4±0.1c 0.6±0.08ª 8.2±0.1ab 

Sa 1.6±0.7ª 0.9±0.05b 0.8±0.1ª 9.3±1.3ª 

Hydrolyzed     

CHU12 1.6±0.4ª 3.6±0.2ª 1±0.2ª 11.8±2.2ª 

NPK 1.9±0.7b 6.1±0.05b 1.6±0.3ª 10.02±2.6ª 

Az 1.3±0.1ª 2.8±0.6b 0.6±0.07ª 7.7±2.6ª 

Ea 0.4±0.1ª 1.9±0.7b 0.4±0.01b 7.4±0.7ª 

Ec 1.3±0.2ª 3.1±0.3c 0.7±0.1ª 11.3±2.1ª 

Lm 1.3±0.1ª 2.8±1b 0.4±0.05b 7.5±0.7b 

Sa 1.3±0.8ª 1.4±0.7ab 0.6±0.06a 8.95ª±0.1a  


