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Resumo

As microalgas sdo organismos que apresentam diversificada composicéo
bioguimica e tem atraido interesse de véarias areas comerciais e de pesquisas
focadas na obtencéo de compostos de alto valor comercial. Algumas espécies séo
cultivadas em larga escala, como por exemplo a microalga Haematococcus
pluvialis, que na aquicultura desempenha papel fundamental como fonte alimentar
de organismos aquaticos. O crescimento, desenvolvimento e a composi¢ao
bioquimica algal s&o influenciados por diversos fatores como o meio de cultura e
as condicdes de cultivo. Um dos maiores problemas na producdo destes
microrganismos em larga escala € o elevado custo de producéo, principalmente
devido as formulacdes dos meios de cultura. O objetivo deste estudo foi avaliar o
desempenho da microalga H. pluvialis cultivada em meios de cultura alternativos
com baixo custo de producdo comparado ao meio comercial WC, sob duas
condicBes de cultivo: fototrofico e mixotrofico. Em condicéo fototrofica, a microalga
foi cultivada em meio a base de fertilizante inorganico NPK nas rela¢des (20:5:20,
12:6:12, 10:10:10 e 4:14:8) e em condi¢cdo mixotrofica foi testado a adicao de
melago como fonte organica de carbono. Este estudo foi realizado em ambiente
com condi¢des controladas em volume de 2 litros. A microalga Haematococcus
pluvialis apresentou crescimento e desenvolvimento satisfatério quando cultivada
em meio alternativo a base de fertilizante inorganico sob condigdo fototréfica. Em
relacdo ao cultivo mixotréfico utilizando melago de cana-de acgUcar como fonte
alternativa de glicose, a producédo de biomassa é diretamente influenciada pelo
meio de cultura adotado. A relacdo 10:10:10 apresentou elevada densidade celular
comparada ao meio comercial WC, sendo a mais indicada para obtencéo de alta
produtividade. O meio de cultura adotado também influenciou a composicao
bioquimica desta espécie, sendo obtidos elevados teores de proteina e
aminoacidos totais e baixa producéo de lipidios, uma vez que, a disponibilidade e
consumo de nitrogénio e fosforo no cultivo foi alta. A adicdo de melagco pode ser
uma alternativa econbmica na substituicdo de fontes organicas de carbono
comumente utilizada em cultivo mixotrofico, podendo estimular o crescimento de H.
pluvialis e induzir maior producéo de aminoéacidos totais, no entanto em meio a base

de fertilizante o crescimento da microalga nao foi satisfatorio evidenciando que o
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meio de cultura também influencia as condi¢cdes de cultivo. Comparando o0s
resultados obtidos, para estas condicdes de cultivo testadas, a microalga
Haematococcus pluvialis tem melhor desenvolvimento sob condicao fototréfica de
cultivo e o uso de meios de cultura utilizando fontes alternativas de nutrientes &
uma técnica adequada para reduzir os custos de producdo e obter alta

produtividade com elevado valor nutricional.

Palavras-chave: Fertilizante inorganico, melaco de cana-de-agtcar,
desempenho algal.
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Abstract

Microalgae are organisms with diversified biochemical composition and are
increasingly being focused by several commercial firms and research areas to
obtain compounds with high commercial value. Some species, such as the
microalga Haematococcus pluvialis, are cultivated on a large scale and have a
fundamental role as feed sources of water organisms. Growth, development and
biochemical composition of the algae are affected by several factors such as the
culture medium and breeding conditions. One of the most important issues in the
large scale production of these microorganisms is high production costs especially
due to the formulation of culture media. Current paper evaluates the performance
of microalga H. pluvialis bred in alternative culture media with low production costs
when compared to WC commercial medium under phototrophic and mixotrophic
culture conditions. In phototrophic conditions, the microalga was cultivated in a
medium based on the inorganic fertilizer NPK at different ratios (20:5:20, 12:6:12,
10:10:10 and 4:14:8), whereas in mixotrophic conditions it was tested by adding
sugar cane molasses as the organic source for carbon. Current analysis was
performed in a 2-L volume in controlled conditions. The microalga Haematococcus
pluvialis grew and developed successfully when cultivated in an alternative medium
based on inorganic fertilizers under phototrophic conditions. In the case of
mixotrophic culture with sugar cane molasses as an alternative glucose source,
biomass production was directly affected by the culture medium used. The ratio
10:10:10 had high cell density when compared to that of WC commercial medium,
more appropriate for high productivity. Culture medium also influenced the
biochemical composition of the species with high levels of proteins and total amino
acids and low production of lipids due to the high availability and intake of nitrogen
and phosphorus in the culture. The addition of molasses may be an economical
alternative in the substitution of organic sources of carbon commonly used in
mixotrophic culture and may stimulate the growth of H. pluvialis and induce higher
production of total amino acids. However, the growth of the microalga in a fertilizer-
based medium was not satisfactory and revealed that the culture medium also
influenced the culture conditions. When results were compared for the conditions of
the tested culture, the microalga Haematococcus pluvialis developed better under

phototrophic conditions. The use of culture media with alternative nutrient sources
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was an adequate technique to lower production costs and obtain high productivity

with high nutritional rates.

Keywords: inorganic fertilizer, cane molasses, performance of algae.
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CAPITULO | - INTRODUCAO GERAL

As microalgas sdo organismos fotossintéticos que utilizam luz e CO2 como
fonte de carbono para producdo de biomassa (Pérez—Garcia et al. 2011); e
apresentam altas taxas de conversao da energia solar em biomassa (Schenk et al.
2008). Estes microrganismos podem ser unicelulares, coloniais ou filamentosos;
sdo comuns em ambientes aquaticos, principalmente em agua doce (90%), aguas
salgadas ou salobra e nos solos; podem apresentar ou ndo motilidade; a maioria
apresenta vida livre, porém podem viver em associacao simbidtica com tolerancia

a ampla gama de condi¢cbes ambientais (Lee, 2008).

Segundo Reviers (2006), além das Cyanobacteria, existem outros 10 grupos
de algas eucarioticas distribuidos nas linhagens da coroa de divergéncia como as:
Chlorophyta (algas verdes); Rhodoplantae (algas vermelhas); Glaucophyta (algas
unicelulares com plastidios verde-azulados); Cryptophyta (unicelulares flagelados
com plastidios de cores Vvariadas); Picobiliphyta (algas unicelulares
picoplanctdnicas, descobertas em 2007 e ainda pouco conhecidas);
Euglenophyceae (unicelulares flagelados, incolores ou com plastidios verdes);
Chlorarachniophyceae (amebas ou ameboflagelados com plastidios verdes);
Haptophyta (com plastidios castanho-dourados, majoritariamente unicelulares sao
um componente importante do plancton marinho); Ochrophyta (14 classes de algas
com plastidios castanho-dourados, como, por exemplo, as diatomaceas ou as algas
pardas) e as Dinophyta (algas incolores ou providas de plastidios de cores variadas,
majoritariamente plancténicas, unicelulares e flageladas). Dentre a distribuicéo de
classes, sao consideradas mais abundantes as diatomaceas (Bacillariophyceae),
as algas douradas (Chrysophyceae) e as algas verdes (classe Chlorophyceae)
(Demirbas e Demirbas, 2010).

Comparado a plantas terrestres, o crescimento algal pode ser 100 vezes
mais acelerado e a duplicacdo de biomassa pode ocorrer em menos de um dia,
devido apresentarem estrutura celular simples e elevada relacdo superficie/volume,
favorecendo maiores taxas de assimilacéo de nutrientes (Lam et al. 2012). Outra
importante caracteristica das microalgas € o elevado consumo de CO2, que de

forma eficiente é convertido em biomassa liberando oxigénio via fotossintese para
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a atmosfera (Rossi et al. 2015). Assim, estes organismos sao considerados

responsaveis por pelo menos 60% da producdo primaria da Terra (Chisti, 2004).

Nos ambientes aquaticos, desempenham fundamental papel na ciclagem
dos nutrientes, balanco do pH e na remocao do diéxido de carbono, gerando
oxigénio e promovendo melhoria na qualidade da 4gua através da absorcédo de
compostos nitrogenados (Pérez-Garcia et al. 2011); na remog¢&o de contaminantes
organicos; metais pesados e microrganismos patogénicos presente em aguas

residuais (Munoz e Guieysse, 2006).

As microalgas apresentam composicdo bioquimica diversificada
(carboidratos, proteinas, lipidios, acidos graxos, etc.) sendo diretamente
influenciadas pelas condi¢des de cultivo, fatores ambientais e variando de acordo
com a espécie (Miao e Wu, 2004). As cloroficeas comumente contém em sua
composicao cerca de 32% de fibras totais, 10% de minerais, 44% de albumina, 12%
de &cidos graxos, e 2% de clorofila em relagdo ao peso seco (Paniangua, 2003).
Consideradas excelentes fontes produtoras de lipidios, o acumulo pelas células
pode ultrapassar 80% em relacdo ao seu peso, embora a maioria das espécies sao
reportadas com niveis variando entre 20% e 50% (Chisti, 2007). A limitacdo de
alguns elementos em seu cultivo, como nitrogénio e fosforo, pode alterar a
producdo de determinados compostos intracelulares aumentando ou reduzindo o

acumulo pelas células (lllman et al. 2000).

As microalgas apresentam fases carateristicas de crescimento e
desenvolvimento, a duracdo de cada fase € diretamente influenciada por fatores
nutricionais, fisicos, quimicos e biolégicos caracteristicos de cada espécie cultivada
(Richmond, 2004). O crescimento e a composi¢cao das microalgas sao definidos
pelas condi¢cdes de cultivo, e devido a capacidade de se adaptarem a diversos
ambientes estes microrganismos podem assumir alguns tipos de metabolismo,
sendo capazes de alterar sua rota metabdlica como resposta as mudancas
ambientais (Mata et al. 2010). Os principais tipos de regime algal séo: fototrdfico,
heterotréfico e mixotréfico. Na tabela abaixo encontram-se as principais

caracteristicas de cada condic¢ao de cultivo (Chen et al. 2011).
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Tabela 1. Diferentes tipos de metabolismo algal em fung&o das condi¢des de cultivo

Condicao de cultivo Fonte de energia Fonte de carbono
Fototroéfico Luz Inorgénico
Heterotroéfico Composto orgéanico Organico

Mixotroéfico Luz ou composto organico Inorganico ou organico

Adaptado de Chen et al. 2011.

O cultivo em condig¢des fototréficas apresenta como principal caracteristica
a utilizacdo de luz como fonte de energia e carbono organico (COz2) como fonte de
carbono, sendo ambos convertidos em energia quimica através de reacdes
fotossintéticas (Huang et al. 2010, Cheirsilp e Torpee, 2012). Este tipo de cultivo é
comumente utilizado em producgdes de microalgas em larga escala, uma vez que
sao realizados em locais abertos para maior aproveitamento da incidéncia de luz
(Yoo et al. 2010).

Embora a luminosidade atue como principal fator de eficiéncia sobre o cultivo
de microalgas em condicfes fototréficas, a limitacdo de luz ocasionada pela alta
densidade celular ou 0 excesso de luz (fotoinibicdo) podem acarretar reducées no
crescimento algal. Neste tipo de regime, as culturas requerem um maior periodo de

cultivo para obter elevada densidade celular (Adesanya et al. 2014).

Em cultivo sob condi¢Bes heterotréficas, as microalgas utilizam fontes de
carbono organico tanto como fonte de energia quanto como fonte de carbono na
auséncia de luminosidade (Liang, 2013). Neste sistema € possivel evitar problemas
associados a limitacéo de luz, apresentando relevantes resultados na producao de
biomassa, sendo os rendimentos significativamente superiores aos do cultivo
fototrofico. Porém nem todas espécies conseguem se desenvolver neste tipo de
condicdo (Huang et al. 2010).

O crescimento da microalga em condi¢cdes heterotréficas oferece outras
vantagens além da auséncia da luminosidade e maior acumulo de biomassa, como
por exemplo melhor controle das condi¢cfes de cultivo e maior producéo de lipideos
(Gim et al. 2014). No entanto, o metabolismo heterotréfico € questionado em
relacdo aos custos de producdo, uma vez que as microalgas necessitam de
elevadas concentracbes de carbono no meio para que nao ocorra inibicdo no
metabolismo e a adicdo de uma fonte de carbono organico apresenta elevado custo

podendo inviabilizar este tipo de cultivo (Su et al. 2012, Liang, 2013).

11
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Condicdo mixotrofica de cultivo é uma combinacdo entre as condi¢cdes
fototroficas e heterotréficas, onde pode ser empregada luz além de compostos
organicos como fontes de energia (Wang et al. 2014). Este sistema apresenta como
principal vantagem maior e melhor aproveitamento da energia, uma vez que a
cultura tem menor dependéncia da luminosidade (Cerén-Garcia et al. 2000, Liang
et al. 2009). Algumas espécies sdo capazes de adaptar seu metabolismo para estas
condi¢cbes, podendo melhorar significativamente a produtividade de biomassa
(densidade celular e taxa de crescimento), reduzindo os custos de producéo gastos
com a adicao de fontes de carbono (Girard et al. 2014). Outra forma indicada para
reduzir os gastos ocasionados pela adicdo de fontes de carbono € o uso de fontes
alternativas como aguas residuais, melaco de cana e carboidratos hidrolisados, que

apresentam em sua composicao elevada concentracéo de glicose (Liang, 2013).

O meio de cultura utilizado no cultivo de microalgas é o principal fator
responsavel pela alta produtividade. Os nutrientes presentes nesses meios podem
estimular ou inibir o crescimento de acordo com a sua disponibilidade (Sipauba-
Tavares et al. 2011). A constituicio do meio de cultura ndo sé influencia o
crescimento celular, mas também influencia a composicao das células e a sintese
de outros produtos; por isso, uma das principais caracteristicas dos meios de

cultura € suprir as necessidades nutricionais das microalgas (Imamoglu et al. 2007).

Alguns nutrientes sdo considerados essenciais para o crescimento das
microalgas, como o nitrogénio, fésforo, célcio, magnésio e potassio, entre outros
(Sipauba-Tavares e Rocha, 2001). O nitrogénio € um dos principais elementos
responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento algal. Varias formas de
nitrogénio sdo comumente utilizadas, como nitrato, ureia e aménia; porém, a
amonia é a fonte que apresenta maior preferéncia de assimilacédo (Shi et al. 2000,
Liu et al. 2013). A ambnia é assimilada preferencialmente pela maioria das
microalgas, porém em cultivos de larga escala a ureia é utilizada devido ao baixo
custo e dificulta a contaminacéo do cultivo por protozoarios ou outras algas (Xia et
al. 2013). O fésforo também é um elemento essencial para o cultivo de microalgas,
pois auxilia nos processos metabolicos, na converséo de energia e na fotossintese
(Junying et al. 2013, Rashid et al. 2014).

Os micronutrientes também sao fontes nutricionais importantes para o

crescimento algal. A deficiéncia de determinado micronutriente, como por exemplo

12
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o ferro, estd relacionado com a diminuicdo da densidade celular de algumas
espécies (Imamoglu et al. 2009). O ferro também é um micronutriente fundamental
para estimular o acimulo de pigmentos (Wang et al. 2013). Além dos macros e
micronutrientes considerados essenciais, 0 uso de vitaminas complementa o meio
e ajuda elevar a producdo de biomassa e sdo essenciais para muitas espécies
(Sipauba-Tavares e Rocha, 2001, Sipauba-Tavares e Bachion, 2002).

Em condicbes onde a disponibilidade de nutrientes € baixa, é possivel
constatar uma reducédo na divisao celular, taxa fotossintética e sintese de proteinas.
A energia fotossintética antes utilizada na divisdo celular € voltada para o acumulo
de carboidratos e de lipideos, ocorrendo também aumento na sintese de enzimas

especificas para a absorcéo de nutrientes (Yeh e Chang, 2012).

O maior problema relacionado a producdo do meio de cultura € o elevado
custo de producéo. Assim, alguns meios de cultura alternativos tém sido propostos
como substitutos dos reagentes utilizados nas formulagdes dos meios comerciais,
obtendo-se resultados similares tanto no crescimento algal como no valor
nutricional da espécie (Sipauba-Tavares et al. 2009). O uso de fertilizantes
inorganicos para a formulagdo de meios de cultura € uma alternativa de baixo custo
e atua de forma eficiente no desenvolvimento algal (Sipauba-Tavares et al. 1999,
2009, Campafa-Torres et al. 2012). Outros autores também utilizaram aguas
residuais de estacfes de tratamento de esgoto doméstico (Bhatnagar et al. 2011)

e meio a base de plantas aquéaticas (Sipauba-Tavares e Braga, 2007).

A aeracao no cultivo de microalgas esta relacionada a diversos fatores que
influenciam nos parametros de crescimento celular. Uma das principais funcdes da
aeracado € impedir que as células algais se aglomerem, garantindo maior incidéncia
luminosa sob o cultivo. Manter a aeracao nos sistemas de cultivo também ajuda na
mistura do meio de cultura, auxiliando uma distribuicdo homogénea de nutrientes e
favorecendo a troca de gases e, consequentemente, aumentando a produtividade
(Lee e Shen, 2004). A falta de oxigénio nas culturas dificulta a absorc¢éo de luz por
cada célula de microalga e o desenvolvimento se torna limitado (Brennan e
Owende, 2010).

O principal papel da temperatura nos sistemas de cultivo de microalgas é

auxiliar a dissociacdo das moléculas de carbono, disponibilizando-as para os
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processos fotossintéticos, além de ser responsavel por regular as respostas
morfolégicas e fisioldgicas das células (Zeng et al. 2011). Altas temperaturas
podem aumentar as taxas metabdlicas, enquanto baixas temperaturas podem inibir
o crescimento algal (Munoz e Guieysse, 2006). Os niveis 6timos de temperaturas
sao influenciados por outros parametros ambientais, tais como, a intensidade
luminosa (Zeng et al. 2011). No entanto, a maioria das microalgas desenvolve-se
em temperaturas entre 10 e 35°C, com Otimo crescimento entre 15 e 25°C

(Sipauba-Tavares e Rocha, 2001).

Devido a capacidade das microalgas em assimilarem carbono inorgéanico, o
pH durante o cultivo também deve ser controlado e monitorado, pois possuem
tendéncia de aumentar durante o cultivo (Rocha et al. 2003). O controle e
monitoramento do pH é fundamental, uma vez que a elevacdo do mesmo acarreta
na decantacdo de nutrientes como o ferro e pode ocasionar aglomeracao das
microalgas junto com o precipitado (Sipauba-Tavares e Rocha, 2001). A grande
maioria das espécies de microalgas possui 6timo crescimento em pH neutro, porém

algumas espécies crescem sob condi¢Bes acidas ou alcalinas (Zeng et al. 2011).

A luminosidade exerce importante influéncia no crescimento e
desenvolvimento das microalgas e é fundamental na realizacdo da fotossintese
(Oncel e Akpolat, 2006). A intensidade requerida € especifica para cada espécie e
guando a sua distribuicdo € homogénia sob o cultivo, proporciona melhores taxas
de absorcdo de energia aumentando a eficiéncia fotossintética (Sipauba-Tavares
et al. 2011). As microalgas podem ser cultivadas utilizando tanto luz solar quanto
luz artificial como fonte de energia, e variacdes na intensidade luminosa podem
induzir alteracbes na composicdo bioquimica das microalgas (Krzeminska et al.
2014). O uso da luminosidade acima do requerido para cada espécie acarreta
reducado nas taxas de crescimento, sendo este fendmeno denominado fotoinibicao,
enquanto baixos niveis de luz limitam o crescimento das microalgas (Chisti, 2007).
Para maioria destes organismos, a saturacao devido ao excesso de luminosidade

€ em torno de 200 pmol m2 s* (Teo et al. 2014).

Comumente em condi¢des laboratoriais os cultivos sao realizados sob
luminosidade constante, porém algumas espécies de microalgas podem entrar em
estresse quando sujeitas a 24h de iluminacéo, sendo muitas vezes utilizados ciclos
de fotoperiodo. Em geral podem ser de 20:4, 16:8, 14:10 ou 12:12 horas
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claro/escuro, sendo relatados como fator determinante na taxa de atividade
fotossintética das microalgas (Janssen et al. 2001).

Algumas microalgas ja sao cultivadas comercialmente, como as espécies
Chlorella beyerinck, (Chlorophyceae) e Arthrospira stizenberger (Cyanophyceae)
extraindo destas microalgas aditivos para alimentos naturais (“health food”). Ja
Dunaliella salina, (Chlorophyceae) pode ser utilizada na obtengéo de 3-caroteno e
Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae) na obtencdo de astaxantina (Becker,
2004). Estima-se que a producao anual de biomassa algal € cerca de 5 milhdes de
quilos por ano, com valor de mercado proximo a 330 USD por kg (Pulz e Gross,
2004).

O cultivo das microalgas tem sido foco de diversas pesquisas com fins
biotecnoldgicos para producdo de substancias especificas (Antelo et al. 2008). Por
apresentar composi¢ao bioquimica diversificada, as microalgas sao utilizadas como
suplementos alimentares, para o desenvolvimento de produtos nutracéuticos, fonte
de carboidratos e proteinas usados na industria alimenticia e cosmética; pigmentos
(carotenoides, ficobilina e clorofila), industria cosmética e farmacéutica e lipideos,
principalmente &acidos graxos, utilizados na produgcdo de biocombustiveis
(Spolaore, 2006). Para producao de biocombustiveis, as microalgas podem ser
cultivadas e convertidas em combustivel através de diferentes vias metabdlicas
gerando biodiesel, bioetanol, biohidrogénio, biogas, biogasolina e bio-6leo (Singh e
Gu, 2010).

Na aquicultura a biomassa algal pode ser utilizada como importante aditivo
alimentar para o0s organismos aquaticos, fornecendo proteinas, vitaminas e
micronutrientes (Riquelme e Avendafio-Herrera, 2003, Sipaluba-Tavares e Pereira,
2008, Ju et al. 2009).

DESCRICAO DA ESPECIE Haematococcus pluvialis

Segundo Hoek et al. (1995), a microalga Haematococcus pluvialis apresenta
a seguinte classificagéo:

Divisédo: Chlorophyta

Classe: Chlorophyceae
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Ordem: Volvocales

Familia: Haematococcaceae
Género: Haematococcus
Espécie: Haematococcus pluvialis

Os membros pertencentes a esta ordem apresentam caracteristicas Unicas,
como mobilidade, que estd presente tanto na fase reprodutiva quanto na fase
vegetativa (Khondker et al. 2007).

1 Célula 2 Células 4 Células 8 Células 16 Células 32 Células
Inicio
Germinacgao
Cisto (aplanésporo) Célula intermediaria Célula verde Célula

(Palmelodide) flagelada

Figura 1. Ciclo de vida da microalga Haematococcus pluvilais (adaptado de
Wayama et al. 2013)

Haematococcus pluvialis € uma microalga verde que pode sintetizar grande
guantidade de astaxantina sob varias condicdes de estresse (Sarada et al. 2002)
acumulando até 5% do seu peso seco (Lorenz e Cysewski, 2000). A astaxantina
(3,3-di-hidroxi-B, B-caroteno-4,4-diona) é um carotenoide com alto poder
antioxidante e possui um elevado valor de mercado, mais de $200 milhdes de
dolares por ano (Li et al. 2011). Este composto tem atraido atengéo devido a sua
ampla aplicacdo e uso na formulacdo de cosméticos e farmacos, industria

alimenticia e como suplemento alimentar (Holtin et al. 2009).

Na aquicultura, a microalga Haematococcus pluvialis possui diversas

aplicacfes, sendo utilizada no preparo de dietas de organismos aquaticos e
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aumentando a pigmentacdo em espécies de camardes e de peixes como trutas,
salmdes e espécies ornamentais (Chien e Shiau, 2005). Cuzon et al. (2004),
estudando o efeito da astaxantina produzida por H. pluvialis na alimentagéo do
camardo Litopennaeus vannamei, relataram maior taxa de sobrevivéncia das
larvas. A utilizacdo de H. pluvialis em dietas alimentares da truta arco iris
(Oncorhynchus mykiss) mostrou grande potencial de melhorar a qualidade dos
seus ovos (Sheikhzadeh et al. 2012).

Véarias pesquisas foram realizadas visando obter maior crescimento de
Haematococcus pluvialis sob diversas condi¢cdes de cultivo (Cifuentes et al. 2003,
Fabregas et al. 2000, Goksan et al. 2011, Kaewpintong et al. 2007). Para o cultivo
comercial de H. pluvialis é utilizado como estratégia de producdo um sistema
dividido em duas fases: a primeira denominada fase verde, onde obtém-se o
maximo crescimento celular em menor tempo de cultivo; e a segunda fase
denominada de indugdo, onde ocorre a sintese e acumulo de astaxantina. Nesta
fase as células crescem lentamente, mas podem acumular grande quantidade de

astaxantina em relacéo ao peso seco (Aflalo et al. 2007).

s

A biossintese de astaxantina € diretamente afetada pela intensidade
luminosa de cultivo, alta luminosidade reduz o crescimento, porém estimula o
acumulo de astaxantina (Boussiba, 2000, Zhekisheva et al. 2005). No entanto a
inducdo ao acumulo de astaxantina em Haematococcus pluvialis ndo € decorrente
apenas da maior intensidade luminosa; a deficiéncia de nitrogénio também induz a
carotenogénese nesta espécie (Del Campo et al. 2004, Orosa et al. 2001). Sendo
assim, para obter alta producéo de astaxantina e alta produtividade, inicialmente as
microalgas sdo cultivadas em meios contendo nitrogénio e luminosidade favoravel
para producdo de biomassa, seguido de uma fase de inducao (Zhang et al. 2009).
Entender as caracteristicas que influenciam o crescimento e desenvolvimento de
determinada espécie de microalga possibilita a otimizacao dos sistemas de cultivo,
uma vez que, é de grande importancia manter o crescimento desta espécie em
estado vegetativo para o maximo acumulo de biomassa algal fornecendo os

nutrientes necessarios e reduzindo os custos de producéo.
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OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos deste estudo:

s Avaliar o crescimento e desenvolvimento da microalga Haematococcus
pluvialis em sistema fototréfico utilizando fertilizante inorganico, verificando
qual proporcédo do meio é a mais adequada;

% Avaliar o crescimento e desenvolvimento de H. pluvialis em sistema
mixotrofico utilizando melaco de cana-de-acucar como fonte alternativa de
carbono, avaliando se esse componente é importante no crescimento dessa
espécie em meio a base de fertilizante;

% Determinar sobre o valor nutricional da espécie em funcao das condi¢cbes de
cultivo testadas;

% Comparar através dos resultados obtidos as caracteristicas e beneficios dos
diferentes sistemas utilizados para o cultivo de H. pluvialis.
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DESCRICAO DO LOCAL DE ESTUDO

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Limnologia e Producdo de
Plancton do Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), Jaboticabal, SP. Um
dos setores do laboratério € o de cultivo de microalgas, que possui uma area total
de 28,43 m? compreendendo uma sala de assepsia e um cepario, no qual foi

realizado o experimento e onde sdo mantidas as culturas de microalgas.

O cepério foi construido com pisos de ceramica de cor gelo, paredes
revestidas de azulejos brancos, contendo prateleiras de estrutura vazada que
permitem a maxima passagem da luz e um sistema de cultivo com condi¢cées
artificiais de iluminacdo, aeracdo e temperatura. A iluminacdo é composta por
lampadas fluorescentes, evitando interferéncia na temperatura do local, e séo
distribuidas de forma intercalada atingindo todos os angulos do cepario. A
refrigeracdo é mantida de forma constante por um ar condicionado e a aeracao é
fornecida por um sistema artificial de compressores e filtros de ar diminuindo o risco

de contaminacao das culturas.

Fonte: Imagem do autor

Figura 2. Cultivo de microalgas evidenciando as condi¢des de cultivo.
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Todo laborat6rio € abastecido com agua proveniente de nascente, localizada
na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP- Campus de
Jaboticabal. Apds a captacdo a agua € armazenada em reservatoério, atuando como
um tanque de decantagéo de particulados sélidos provenientes da hascente e como
reserva d’agua para funcionamento do laboratério em casos de falha na captagao
e bombeamento. Antes de abastecer o laboratorio, a 4gua passa por um sistema
de dupla filtragem por filtros CUNO (5 e 1 ym) reduzindo a perda de pressao da
dgua no processo, sendo que as tubulagbes por onde a &gua passa
(canos/torneiras) é feita de materiais plasticos para evitar possiveis contaminantes.
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PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

Pararealizacédo dos experimentos sob condicao fototrdéfica, foi utilizado meio
comercial WC (Guillard e Lorenzen, 1972), este meio apresenta em sua
composicdo varios reagentes quimicos que possuem altos custos de producao,
dificultando sua aplicagdo em larga escala. A tabela abaixo mostra os reagentes

gue compdem este meio e a forma de preparo.

Tabela 2. Forma de diluicdo das solucdes constituintes do meio de cultura WC
(Guillard e Lorenzen, 1972).

Solucdes Reagentes

Solucao A- diluir em 1 L de 4gua destilada CaCl, 2H.0 - 18,36 g.
Solugéo B- diluir em 1 L de &gua destilada MgSO47H0 - 18,47 g.

Solucgéo C- diluir em 1L de 4gua destilada NaHCOs - 6,30 g.

Solucao D- diluir em 1 L de agua HsBO; - 3,50 g.
destilada
Solugéo E TRIS (Hydroximetil Amino-Metano) - 200 g.

HCL (P.A) - 70 mL
Agua destilada - 930 mL

Solugéo F- Fosfato —diluirem 1 L de 4gua KH.PO. - 67,8 g.
destilada

Biotina — B6®W - 1,0 mL**
Tiamina @ - 1,0 mL**

Solucdo G- Nitrato- diluirem 1 L de 4gua NaNOs - 470,0 g.
destilada

FeCls.6H20 - 18,32 g.

Na;EDTA - 8,7 g.

Tragos de Metais-solucGes estoque @ - 1,0
mL

(@ solucéo estoque de Biotina e Tiamina xx/100

mL de agua destilada.

** Depende da quantidade de vitamina pesada.

@ Solugbes estoque de tragos de metais:
CoCl,6H.O 2,00 g.
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MnCl,.4H,O 36,9 g.
CuS04.5H,0 2,00 g.

ZnCl, 2,00qg.

NaMo 04.2H.O 1,20 g.
Solucéo diluida para 100 ml.

Posteriormente, para o preparo do meio WC as solu¢bes foram diluidas

seguindo a ordem e volume como mostrado na tabela 3.

Tabela 3. Preparo do meio de cultura WC (Guillard e Lorenzen, 1972).

Componentes Volume (ml)
Agua destilada 5.000
Solugéo A 10,0
Solucéo B 10,0
Solugéo C 10,0
Solucéo D 10,0
Solucéo E 25,0
Solucédo de Fosfato 2,5
Solucédo de Nitrato 2,5

Além do meio comercial WC, foi utilizado o meio a base de fertilizante
inorganico NPK em quatro relagBes (Figura 3). O meio NPK é um fertilizante
guimico, composto por uréia (fonte de nitrogénio), superfosfato simples (fonte de
fésforo) e sulfato de potassio (fonte de potassio). Para o seu preparo, cerca de 50
g de fertilizante inorganico foram pesados, posteriormente triturados, diluidos em

llitro de dgua destilada e autoclavados a 120°C durante 20 minutos.
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Figura 3. Fertilizante inorganico NPK nas seguintes relacdes: 20:5:20 (A); 12:6:12
(B); 10:10:10 (C), 4:14:8 (D).
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Para realizacdo dos experimentos sob condicdo mixotréfica foi utilizado
melago de cana de agucar “in natura” como fonte alternativa de carbono organico,

posteriormente 0 melaco foi pesado em seis concentracdes 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25

e 1,5 g L e diluido em agua destilada (Figura 4).

A B C

Figura 4. Preparo da solucdo de melaco utilizado no cultivo sob condigbes

mixotroficas, onde: melago “in natura” (A), pesagem do melaco (B) e melaco diluido
(©).
Ap6s diluido, o melago foi adicionado nos diferentes tratamentos em 1400

litros de agua destilada e autoclavados a 120°C durante 20 minutos (Figura 5).

Figura 5. Meios contendo a solucdo de melaco diluida nas diferentes proporgdes.
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CAPITULO 1l

FONTES DE MACROMINERAIS DE FERTILIZANTE INORGANICO NO
CRESCIMENTO DE HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS FLOTOW

(CHLOROPHYCEAE)

*Manuscrito formatado nas normas da revista “Journal of Applied Phycology”
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RESUMO

O estudo investigou o efeito do uso de fertilizante inorganico em concentracdes de
macrominerais no crescimento e variaveis fisiologicas da microalga
Haematococcus pluvialis em cultivo estatico (2 L) em relagdo ao meio comercial
WC. Os resultados demonstraram elevada densidade celular em meio a base de
fertilizante inorganico (4,6 x 10° cels mLt) em relagdo ao meio comercial WC (3,2
x 10° cels mL™1). As concentracdes de macromineriais influenciaram nas variaveis
fisiolégicas e de crescimento, e o balanco de nitrogénio e fésforo favoreceu maior
crescimento algal. A composi¢ao bioquimica desta espécie apresentou elevados
teores de proteina na presenca de altas concentracdes de nitrogénio ou de fosforo.
O consumo destes nutrientes foi influenciado pelo meio de cultura adotado e nos
meios a base de fertilizante inorganico, a producdo de aminoacidos totais foi
significativamente maior (p<0,05) do que em meio comercial. O custo de producédo
do meio a base de fertilizante inorganico € 65% menor comparado ao meio
comercial testado. O cultivo de H. pluvialis em meio contendo fertilizante inorganico
€ uma alternativa adequada na substituicio de meios comerciais apresentando

satisfatdria composicao bioquimica e menor custo de producéo.

Palavras-chave: cultivo alternativo, NPK, perfil de aminoacidos, cultivo de

microalgas.
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ABSTRACT
Macrominerals sources of inorganic fertilizer in the growth of Haematococcus

pluvialis Flotow (Chlorophyceae)

Current analysis investigates the effect of inorganic fertilizers at different macromineral
concentrations in the growth and physiological variables of the microalga Haematococcus
pluvialis under static culture (2 L) compared to WC commercial medium. Results
showed high cell density in the inorganic fertilizer-based medium (4.6 x 10° cells mL™?)
when compared to WC commercial medium (3.2 x 10° cells mL™?). Different macromineral
concentrations affected the physiological variables and growth and nitrogen and
phosphorus balanced higher algae growth. The biochemical composition of the species
revealed high protein levels with high nitrogen and phosphorus concentrations. Intake of
nutrients was affected by the culture medium used. The production of total amino acids
in inorganic fertilization-based media was significantly higher (p<0.05) than that in the
commercial medium. Production costs of inorganic fertilization-based medium was 65%
lower when compared with the commercial medium tested. The culture of H. pluvialis in
a medium with inorganic fertilization is an adequate alternative to replace commercial

media due to satisfactory biochemical compositions and lower production costs.

Keywords: alternative culture, NPK, profile of amino acids, culture of microalgae.
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INTRODUCAO

Os nutrientes possuem grande importancia no crescimento e
desenvolvimento das microalgas. O fornecimento de uma Unica fonte nutricional
afeta a adaptacéo fisioldgica e a composicao bioquimica das microalgas (Liu et al.
2013). As microalgas podem assimilar diversas fontes de nutrientes, no entanto a
taxa de absorcao depende das condi¢des de cultivo (Perez-Garcia et al. 2011). O
fésforo e o nitrogénio séo os principais elementos que limitam a producao primaria
nas algas (Villar-Argaiz e Sterner 2002), e quando cultivadas em diversas relacées
desses elementos, o crescimento algal depende das exigéncias fisiologicas para
cada nutriente e varia entre as espécies (Lagus et al. 2004). Além do nitrogénio e
fésforo outros micronutrientes sdo fundamentais para o crescimento das
microalgas, tais como calcio, magnésio, ferro, enxofre e elementos tracos (Junying
et al. 2013).

Os custos operacionais no cultivo de microalgas sédo representados em
grande parte pelos nutrientes utilizados no preparo dos meios de cultura. A escolha
do meio de cultura a ser adotado para o crescimento das microalgas depende das
exigéncias nutricionais das algas, qualidade do produto e custo de producao
(Borowitzka 2005), uma vez que, suprir as exigéncias nutricionais contribui para o
crescimento eficiente promovendo alta producdo de biomassa (Alkhamis e Qin
2015). Uma solucdo para reduzir o custo e tempo de cultivo € o uso de fontes
alternativas de nutrientes na composicéo dos meios de cultura, tais como: sulfato
de aménia (Rodrigues et al. 2010), uréia (Matsudo et al. 2009), esterco suino
(Olguin et al. 2003), plantas aquéticas (Sipauba-Tavares et al. 2009), entre outros.

Alguns estudos tém enfatizado sobre a relagdo de N:P em meio comercial
F/2 (Rasdi e Qin 2015) e o uso de fertilizantes agricolas no cultivo de microalgas
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(Dalay et al. 2007), porém poucas pesquisas sdo especificas no efeito de fontes
alternativas de nitrogénio e fosforo em relacbes de concentracdo no
desenvolvimento e composicéo bioquimica (especialmente perfil de aminoacidos)
da microalga Haematococcus pluvialis. O conteddo de aminoacidos na biomassa
algal também depende de diversos fatores, como espécie de alga, condicOes
ambientais e principalmente de cultivo (Masojidek e Prasil 2010).

Haematococcus pluvialis Flotow € uma microalga verde unicelular
comumente usada em aplicacdes comerciais para produzir astaxantina, importante
fonte nutricional para a aquicultura (Pan e Chien 2009) e consumo humano (Guerin
et al. 2003). Atualmente as microalgas séo cultivadas como fonte convencional de
nutricdo em funcdo dos elevados teores de aminoacidos e proteinas, sendo
aplicada na industria de farmacos, cosméticos, biocombustiveis e aquicultura (Pulz
e Gross 2004, Harun et al. 2010).

Dentre os constituintes dos meios de cultura para o crescimento de
Haematococcus pluvilias, o nitrogénio e fésforo sdo importantes, e em altas
concentracdes, induzem a maior producéo de células vegetativas e maior acamulo
de biomassa (Cifuentes et al. 2003). A limitacdo destes dois elementos desacelera
as taxas de crescimento e induz as células a acumulos de compostos, como acidos
graxos e astaxantina (Zhekisheva et al. 2002). O potassio € um macronutriente
necessario para as atividades metabdlicas relacionadas ao crescimento
(Sivakumar e Arunkumar 2009).

Para o cultivo economicamente viavel de microalgas, a producdo a baixo
custo com elevada biomassa e valor nutricional é uma ferramenta a ser adotada
em virtude do custo dos meios comerciais, visando diminuir a dependéncia dos

mesmos e aumentar a rentabilidade operacional. Assim, o objetivo deste estudo foi
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investigar os efeitos do uso de fertilizante inorganico em diferentes concentracdes
de macrominerais como principal constituinte do meio de cultura para cultivo da
microalga Haematococcus pluvialis em relacdo ao meio comercial WC, através da
avaliacdo das variaveis de crescimento, composicdo bioquimica e perfil de

aminoacidos.

MATERIAL E METODOS

Cepa da microalga e condic¢des de cultivo

A cepa da microalga Haematococcus pluvialis (CMEA 227 C1) foi obtida do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (Brasil) e
cultivada em meio comercial WC (Guillard e Lorenzen 1972), mantida sob
condig¢des controladas de intensidade de luz (20 umol m™2 s™1) e temperatura (22+1
°C).

Dois meios de cultura foram utilizados para o0 crescimento de
Haematococcus pluvialis, o meio comercial WC e outro a base de fertilizante
inorganico composto por nitrogénio, fosforo e potassio (NPK) nas relacfes 20:5:20,
12:6:12, 10:10:10 e 4:14:8 adaptado de Sipauba-Tavares et al. (1999). Para o
preparo dos meios a base de fetilizante inorganico, cerca de 50 g L foram
dissolvidos em agua destilada e esterilizados em autoclave a latm durante 30
minutos. Em todos os meios de cultura utilizados, vitamina do complexo B foi
adicionada em todos meios na quantidade de 0,02 g L-1 (7 mg-B1; 7mg-B2;5
mg - B6; 33 ug - B12) mais vitamina H (0,1 mg) (Sipauba-Tavares et al 1999). A
composicdo do meio a base de fertilizante inorganico NPK € mostrada na Tabela

1.
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Todos os experimentos foram realizados em frascos com volume de 2 L,
mantidos em temperatura de 22°C, aeracdo constante e iluminacdo continua,
fornecida a uma intensidade média de 30 umol m2 s por lampadas brancas
fluorescentes. Apenas células verdes a partir da fase de crescimento exponencial

foram utilizadas como in6culo em todos 0s experimentos.

Crescimento algal nos diferentes meios de cultura

As culturas foram pré-cultivadas em frascos de 250 mL, com densidade algal
de 0,40 x 10° cels mL* em meio comercial WC. Quando as culturas atigiram a fase
exponencial de crescimento (7-dias), cerca de 200 mL a uma densidade de 0,2 x
10° cels mL* foram transferidas para frascos com volume de 2 litros. Apés 7-dias
(fase exponencial de crescimento), 20% (v/v) das culturas algais foram inoculadas
em frascos esterilizados com capacidade para 2 litros, contendo 1,4 L do meio
comercial WC e 1,4 L de 4gua destilada nas diferentes relacdes de N, P e K do
fertilizante inorganico na proporcao de 3% (v/v). As amostras do crescimento algal,
variaveis fisioldgicas e bioquimicas foram analisadas semanalmente (1, 7, 14, 21 e
28 dias) e o perfil de aminoéacidos, avaliado ao final do experimento (28 dias).

O crescimento celular foi monitorado durante o periodo de 28 dias. Aliquotas
de 1 mL* em triplicata foram removidas diariamente das culturas algais e um
minimo de 2 x 1 uL* de sub-amostra foi utilizada para a quantificacédo de células
com o auxilio de camera de Neubauer. Taxa de crescimento (k) foi calculada
através da formula: k = (3,322/t>-t1 x log N2/N1) (t = tempo; N = nimero de células;
nameros subscritos indicam valores em diferentes tempos) (Guillard 1973). Tempo
de duplicacéo (tempo de diviséo celular) foi calculado a partir dos resultados obtidos
da taxa de crescimento através da férmula: Td = 1k (Td = tempo de duplicacéo,

1kt = divisdes por dia) (Guillard 1973). Peso seco foi determinado em triplicata
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apos filtrar 10 mL de amostra da cultura em filtros previamente pesados (Whatman
GFI/C), os filtros contendo a biomassa foram secos a uma temperatura de 60°C
segundo metodologia proposta por Vollenweider (1974). Para avaliacdo do
comprimento total, 50 células foram medidas em microscopio de luz Leica DFC 295
analisando as imagens em sistema Las Core (LAS V3.8), com um objetiva
micrométrica resultante em 400x. O volume celular foi obtido através do calculo do
tamanho médio das células, utilizando a forma geométrica mais correspondente
(forma de esfera) (Hillebrand et al. 1999). Carbono organico total (TOC) foi
calculado através da formula C = 0,1204.V1%! (C = conteldo de carbono em pg
cel; V = volume celular) por meio de regresséo de acordo com Rocha e Duncan
(1985). A clorofila-a foi determinada por analise colorimétrica utilizando
espectrofotdmetro (Femto 700 plus), apos extracdo em etanol a 90% (Nusch 1980).

As variaveis fisicas dos meios de cultura foram mensurados semanalmente.
O oxigénio dissolvido, pH e condutividade foram avaliados com auxilio de sonda
multiparametros YSI 556 MPS. As concentracbes de amoénia (NH3z) foram
determinadas espectrofotometricamente de acordo com Koroleff (1976) e fosforo
total, nitrato (NO3") e nitrito (NO2’) foram determinados como descrito por Golterman

et al. (1978).

Andlise bioquimica e perfil de aminoécido

Para avaliacdo dos teores de proteina e lipideos, a biomassa das microalgas
foi colhida semanalmente, centrifugada e liofilizada para posterior analise (A.O.A.C
1990). O perfil de aminoacidos foi determinado por meio de hidrolise &cida e
cromatografia de troca idnica por cromatografo liquido de alta performace (HPLC),

para aminoéacidos totais foi utilizado coluna LUNA C18 100A 5u (250x4,6mm) 00G-

36
Caunesp



Mestrando Bruno Scardoeli Truzzi Orientadora Dra. Lucia H. Sipauba Tavares

4252-EQ e para as determinacdes de aminoacidos livres coluna Luna 3u C18(2)
100A (250x4,6mm) 00G-4251-E0 de acordo com modificacbes na metodologia

proposta por White et al. (1986).

Analise de custo dos meios de cultura

Os custos de producdo dos meios de cultura foram obtidos através dos
precos dos fertilizantes inorganicos, vitamina do complexo B e reagentes analiticos
utilizados para produzir o meio comercial WC. O custo foi avaliado para a producao

de 50 litros de meio de cultura.

Analise estatistica

Os dados deste estudo foram expressos como médias * desvio padrao, e 0s
resultados avaliados em triplicata. ANOVA One-way foi aplicada para simples
verificacdo entre as médias das variaveis dos meios de cultura e para comparar
diferencas entre a producdo maxima de células (Fowler et al., 1998). Na ocorréncia
de diferencas entre os resultados obtidos foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de
5% de significancia (p<0,05). Todas as analises foram realizadas com auxilio do

programa Statistica 10.0 (StatSoft Inc.).

RESULTADOS

De acordo com os resultados de crescimento celular (Figura 1), durante a
fase inicial de cultivo (4 ao 12° dia) a maior densidade de Haematococcus pluvialis
foi obtida no meio comercial WC, variando de 1,3 a 3,2 x 10° cels mL™%, a partir do
12° dia de cultivo foi observado maior densidade no meio a base de fertilizante

inorganico NPK 10:10:10, com méaxima densidade de 4,6 x 10° cels mL? e a menor
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densidade no meio NPK 4:14:8, com 1,7 x 10° cels mL™L. Diferencas significativas
ocorreram entre os meios de cultura (p<0,01), nos meios alternativos NPK 20:5:20
e 12:6:12 o crescimento foi similar ao meio comercial WC, sendo superior no NPK
10:10:10, exceto para NPK 4:14:8 que apresentou drastica reducdo na densidade

celular a partir do 19° dia ocasionando a morte celular (Figura 1).

Os valores méaximos de densidade celular foram obtidos em diferentes
tempos para cada meio de cultura estudado, variando entre o 13° e 28° dia de
cultivo, sendo maior no 20° dia (4,6 x 10° cels mL™!) para o meio NPK 10:10:10. Os
meios NPK 4:14:8 e o meio comercial WC foram os que apresentaram densidades
maximas em menor tempo de cultivo no 13° e 16° dia de cultivo respectivamente,
no entanto, em meio a base de fertilizante inorganico a densidade foi
significativamente inferior (p<0,05) ao meio comercial. Os meios NPK 12:6:12 e
20:5:20 apresentaram maxima densidade celular apds periodo maior de cultivo 27°
e 28° dia, com 3,1 e 3,3 x 10° cels mL™, respectivamente, porém deve-se destacar
que no meio NPK 20:5:20 o crescimento celular foi crescente o qual n&o ocorreu

com os outros meios (Figura 1).

A relacdo N:P apresentou influéncia direta sob o crescimento de
Haematococcus pluvialis, quando a relacdo N>P (NPK 20:5:20) foi observado
elevado crescimento, quando a relacdo de P foi 50% de N (NPK 12:6:12) ocorreu
um ligeiro aumento no crescimento e na relacdo N<P (NPK 4:14:8) foi observada
reducédo significativa (p<0,01) do crescimento. Ja o balanco da relagdo N:P (NPK
10:10:10) favoreceu o crescimento da microalga H. pluvialis (4,6 x 10° cels mL™)
guando comparado aos outros meios que variaram entre 1,7 a 3,3 x 10° cels mL™.

Nos meios utilizados a média do comprimento total das células de H. pluvialis

foi similar variando de 18,1 a 25,7 um. O tempo de duplicagdo mais curto (4,83 dias)
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foi obtido no meio comercial WC, influenciando na maior taxa de crescimento
(k=0,21) para H. pluvialis neste meio. Com exce¢ao do meio NPK 10:10:10 que
apresentou tempo de duplicacao de (5,51 dias), nos demais meios de cultura foram
acima de 9 dias. O tempo de duplicacdo nos meios NPK foi elevado e a taxa de
crescimento foi menor variando de k=0,08 a k=0,11, exceto para o NPK 10:10:10
(k=0,18). Quando as proporc¢des de nutrientes (NPK) foram iguais, foi observado
os maiores valores de densidade celular com 4,6 x 10° cels mL* comparado com
0s outros meios utilizados. O mesmo foi observado para o peso seco, que no meio
NPK 10:10:10 foi maior (p<0,05) que nos outros meios e similar ao NPK 4:14:8
(2272,1 + 635 pg cel?), com o menor valor médio (1595,2 + 297 pg cel) no meio

NPK 20:5:20.

O volume celular foi maior no meio NPK 20:5:20 (p<0,05) e similar nos
demais meios a base de fertilizante inorganico. O teor de proteina foi mais elevado
(p<0,05) no meio com fertilizante inorganico (NPK 20:5:20 e 4:14:8) e os teores de
lipideos nos meios WC e NPK 10-10-10 (p<0,05). O teor de clorofila-a foi mais
elevado no meio NPK 20:5:20 e menor no meio NPK 4:14:8 (p<0,05). Os meios
WC, NPK 12:6:12 e 10:10:10 as concentracfes médias de clorofila-a foram
similares. O carbono organico total foi similar nos meios WC e NPK 20:5:20 e menor

no meio NPK 12:6:12 (p<0,05) (Tabela 2).

Os teores de aminoacidos totais foram mais elevados (p<0,01) quando H.
pluvialis foi cultivada em meios a base de fertilizante inorganico do que no meio
comercial WC. O meio NPK 20:5:20 foram obtidas as maiores concentragdes de
aminodcidos totais (44,9g 100 g do peso seco) e no meio WC as menores (15,19
100 g do peso seco) (p<0,01). O &cido glutamico e a leucina foram os que

apresentaram maior (p<0,01) conteldo e a cisteina o menor (p<0,01) nédo
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ultrapassando 1% da producéo total de aminoacidos. Em relacdo a producéo de
alanina, arginina e acido aspartico foram encontrados em concentracfes variando
entre 0,97 a 3,78 g 100g e, metionina, treonina, tirosina e histidina que sao
aminoacidos essenciais foram encontradas em quantidades inferiores, maxima de
2,12 g 100g. Os teores de aminoacidos foram elevados quando a relacao N:P € de

75% N e 25% P (Tabela 3).

Dentre as variaveis fisicas avaliadas no presente estudo, oxigénio dissolvido
manteve-se ao redor de 7,4 a 8,7 mg L~ e o pH variando de 6,3 a 8,5 (p<0,01). A
condutividade elétrica foi mais elevada nos meios a base de fertilizante inorgéanico
atingindo valores médios de 1,950 uS cm1, j& no meio comercial WC estes valores
nao ultrapassaram 650 uS cm™ (p<0,01). A temperatura variou entre os meios de

cultura mantendo-se em média de 19,5 a 22,2°C (p<0,05).

Os niveis de nitrogénio nas formas de amoénia, nitrato e nitrito e o fésforo
total apresentaram diferencas significativas (p<0,01) entre os meios de cultura
utilizados. As concentracdes de amoénia foram mais elevadas em meio a base de
fertilizante inorganico NPK 20:5:20 e 12:6:12, variando de 596,5 a 1207,8 ug Lte
311,5 a 567,5 ug L™, respectivamente e reduzidas (p<0,01) no meio WC (0,9-15,6
ug L1). Nos meios NPK 10:10:10 e 4:14:8 as concentracdes média de amonia
foram similares, aproximadamente 130 pg L~ e no meio comercial WC foi de 7 ug
L~* (p<0,01). Nitrito foi encontrado em baixas concentracdes em todos os meios de
cultura, em média de 4 a 150 pug L™, com excecdo do meio NPK 20:5:20 que variou

de 6,8 a 263,8 ug L.

O nitrato foi 0 oposto com as menores concentracdes no meio NPK 20:5:20

e as maiores concentragdes no NPK 10:10:10 e 4:14:8 variando de 975 a 1111 pg
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L1 e 1259,4 a 1274,1 ug L%, respectivamente (p<0,01). As concentracdes de
fésforo nos meios a base de fertilizante inorganico foram mais elevadas (p<0,01)
guando comparada ao meio comercial WC, variando de 1897 a 3216 ug L™t e 465
a 1492 ug L%, respectivamente (Tabela 4). Os diferentes tipos de fontes de
nitrogénio (aménia, nitrato e nitrito) nos meios de cultura utilizados influenciaram o
consumo por Haematococcus pluvialis, demonstrando que esta espécie consumiu
preferencialmente nitrato e fosforo quando cultivada no meio comercial WC, e nos

meios a base de fertilizante inorganico o maior consumo foi de amonia (Figura 2).

Foi obtida uma diferenca de quase 65% mais elevada para producao do meio
comercial WC quando comparado aos meios a base de fertilizante inorganico NPK.
O custo dos meios de cultura para producgéo de 50 L* de microalga cultivada foi de:
WC= R$17,45; NPK 20:5:20= R$7,35; NPK 12:6:12= R$6,28; NPK 10:10:10=

R$7,03 e NPK 4:14:8 R$6,68.

DISCUSSAO

Neste estudo foi testado o uso de fertilizante inorgénico como fonte
alternativa de N, P e K obtendo resultados similares e/ou superiores ao meio
comercial WC. Altas densidades celulares foram observadas nos meios a base de
fertilizante inorganico, exceto na relagdo NPK 4:14:8. O elevado crescimento algal
foi devido a disponibilidade de nutrientes e de condi¢des favoraveis de cultivo, como
luminosidade, niveis de oxigénio dissolvido e pH moderado. Estudos indicam que
0 uso de baixa luminosidade para Haematococcus pluvialis nas faixas entre 30-60
umol m™2 st é fundamental para aumentar a produtividade de biomassa (Zhang et
al. 2014). Manter os niveis de oxigénio dissolvido na cultura acima de 4 mg L' e

abaixo de 10 mg L, também acelera os processos fotossintéticos e H. pluvialis
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qguando cultivada sob condi¢cdes moderadas de pH, entre 7 e 8 a producao de
células vegetativas sdo maiores (Sarada et al. 2002). Neste estudo os niveis de
oxigénio dissolvido (7,4 a 8,7 mg L) e pH (6,4 a 8,4) foram similares as condicdes

descritas na literatura.

Em meios comerciais altas densidades foram reportadas para
Haematococcus pluvialis, como aquelas obtidas por Dominguez-Bocanegra et al.
(2004) testando o meio BBM com 3,5 x 10° cels mL* e Goksan et al. (2011) com o
meio BG-11 e adicdo de diferentes fontes de nitrogénio, a densidade celular
maxima foi de 2,6 x 10° cels mL1. Neste estudo, no meio comercial WC a densidade
celular foi similar aos outros meios comerciais testados (3,2 x 10° cels mL?), porém
no meio de fertilizante inorganico (NPK 10:10:10) a densidade de 4,6 x 10° cels mL-
! foi mais elevada do que as obtidas pelos autores acima citados. Dalay et al. (2007)
estudando a mesma espécie obtiveram maior produgdo de biomassa (0,90 g L)
em meio a base de fertilizante inorganico (NPK 20:5:20).

Diferencas entre taxas de crescimento indicam que, além de nitrogénio e
fésforo, outros nutrientes também limitam o crescimento algal (Rocha et al. 2015),
como por exemplo os micronutrientes Ca, Mg, B, Cu, Fe e Zn. O nitrogénio e o
fésforo sdo nutrientes importantes para o cultivo das microalgas e em alguns meios
de cultura a disponibilidade pode se tornar um fator limitante, como observado no
meio NPK 4:14:8 onde a relagéo N:P foi baixa. Ja o potassio, mesmo presente em
altos niveis nos meios de cultura, ndo apresenta influéncia no desempenho algal
(Tocquin et al. 2012).

O estado nutricional das células afeta diretamente o consumo dos nutrientes
pelas microalgas. Espécies como Chlorella sp., em presenca de diferentes fontes

de nitrogénio consome primeiramente a amonia. Enquanto que, espécies como
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Chlorella protothecoides, Nitzschia laevis e Phaeodactylum tricornutum preferem o
consumo de nitratos ou ureia invés de amoénia (Perez-Garcia et al. 2011).

Neste estudo, nos meios a base de fertilizante inorganico a amonia foi
preferencialmente consumida por Haematococcus pluvialis ao invés do nitrato. Em
meios a base de fertilizante inorganico a deplecdo dos niveis de nitrato por H.
pluvialis € baixa (Tocquin et al. 2012). Isso pode estar relacionado com o baixo
gasto energético requerido para assimilagdo da amoénia, que dentre outros tipos de
fontes de nitrogénio € energeticamente mais eficiente (Shi et al. 2000; Wilhem et al.
2006).

Em relacdo ao fosforo, Tocquin et al. (2012) observaram melhor
desempenho da microalga H. pluvialis nos meios que continham baixa relacéo N:P,
indicando que altos niveis de fésforo podem ser benéficos para o crescimento algal.
No entanto, quando a concentracdo de fésforo se torna mais elevada que 50% dos
niveis de nitrogénio, ocorre uma reducao no crescimento (Ashraf et al. 2011). Este
padrao foi observado neste estudo no meio de cultura NPK 4:14:8.

Haemaotococcus pluvialis, quando cultivada sob baixa luminosidade e
disponibilidade de nutrientes como nitrogénio e fésforo, comumumente apresenta
maior producao de proteina ao invés de lipideos, uma vez que o acumulo de lipidios
por esta espécie esta relacionado a condi¢des de estresse, como alta luminosidade
e baixos niveis de nitrogénio (Damiani et al. 2010). Em geral, o nitrogénio e fosforo
tem efeito positivo sobre o crescimento algal, mas efeito negativo no acumulo de
lipidios (Ganuza et al. 2008). Neste estudo o efeito da luminosidade no acumulo de
lipidios foi mais efetivo do que as concentragbes de nitrogénio, visto que o meio
NPK 10:10:10 os teores de lipidios foram similares ao meio comercial WC enquanto

no meio NPK 4:14:8 apresentou 0s menores teores.
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A alta disponibilidade de nitrogénio também influencia maior producdo de
clorofila-a nas células algais, uma vez que o nitrogénio est4 presente em grandes
guantidades nessa molécula (Rangel-Yagui et al. 2004) e o fésforo ndo so afeta a
producdo de clorofila-a, como também, altos niveis diminuem a sintese deste
composto (Celekli et al. 2009). De acordo com os resultados observados neste
estudo, a relagdo NPK 20:5:20 apresenta as maiores concentra¢des de clorofila-a,
enquanto na relagédo 12:6:12 as concentragdes de clorofila-a foram similares aos
demais meios.

O contetdo de aminoacidos das microalgas esta diretamente relacionado
com as condicfes de cultivo e composicdo quimica do meio de cultura. A elevada
producdo de acido glutdmico e leucina e baixa producdo de cisteina dentre os
aminoacidos é um padrdo comum na maioria das microalgas (Brown 1991). O
mesmo foi observado neste estudo em relacdo ao acido glutamico e leucina, que
apresentaram proporcdes elevadas quando comparados aos outros aminoacidos.

Espécies de microalgas Chlorophyceae sédo reportadas como excelentes
fontes produtoras de aminoacidos, Dunaliella sp. e Scenedesmus sp. obtiveram
niveis de aminodacidos totais de 34,1 e 30,9 g 100g peso seco, respectivamente
(Kent et al. 2015). Kim et al. (2015) analisando o perfil de aminoacidos de
Haematococcus sp. em meio comercial BG-11 observaram que o conteudo de
aminoacidos totais ao redor de 10 g 100g por peso seco, sendo este resultado
similar ao observado neste estudo em meio comercial WC, porém ndo observou
arginina, cisteina, metionina e prolina. J& comparando estes resultados aos obtidos
neste estudo, no meio a base de fertilizante inorganico a producao de aminoacidos

totais foi superior (22,44 +0,1 a 44,91 + 0,5 g 1009 por peso seco).
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A disponibilidade e maior assimilacdo de amdnia nos meios alternativos
podem ter influenciado diretamente nestes resultados. No perfil de aminoacidos de
H. pluvialis em meio WC e de fertilizante inorgénico, foi encontrado cisteina,
arginina, metionina e prolina com maiores teores no meio NPK 20:5:20 e os
menores no meio comercial WC, sendo cisteina com a mais baixa concentracao,
evidenciando a importancia dos meios de cultura a base de fertilizante inorganico
no cultivo de H. pluvialis. O uso de fertilizante inorganico apresenta baixo custo,

cerca de 65% mais barato que o meio comercial WC.

CONCLUSAO

O meio a base de fertilizante inorganico NPK 10:10:10 é o mais indicado
para obtengdo de maior densidade celular de Haematococcus pluvialis. Esta
microalga pode apresentar preferéncias no consumo dos nutrientes em relacao ao
meio de cultura e a composi¢cdo do meio que também influencia diretamente na
composicao bioquimica desta espécie. O teor de proteina e o perfil de aminoacidos
foram maiores quando cultivada em meios a base de fertilizante inorganico. O uso
de fertilizante inorganico é uma ferramenta que pode melhorar o desenvolvimento
algal em relacdo ao meio comercial WC, diminuindo o custo no cultivo de
microalgas, aumentando a produtividade tanto de biomassa, quanto de compostos
de alto valor comercial. Os resultados deste estudo evidenciaram que o uso de
fertilizante inorgénico, principalmente nas propor¢cées 20:5:20 e 10:10:10
proporcionaram elevado valor nutricional a baixo custo para cultivo de

Haematococcus pluvialis.
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Figura 1. Crescimento da microalga Haematococcus pluvialis em diferentes meios

de cultura durante o periodo experimental.
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Figura 2. Concentracdes de nitrato (NO3’) e fésforo total (PT) em meio comercial
WC e amonia (NHs) no meio de cultura a base de fertilizante inorganico NPK
(20:5:20, 12:6:12, 10:10:10 e 4:14:8) durante o periodo de 28 dias no cultivo de

Haematococcus pluvialis.
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Tabela 1. Composicéo dos diferentes fertilizantes inorganicos

Composicao quimica

NPK % ng LT

N P20s K20 S Ca Mg B Cu Fe Zn

20:5:20 21,3 52 198 005 705 44 006 003 05 O
12:6:12 12,1 6,2 11,8 0,01 1044 65 01 0,06 0,6 0,01

10:10:20 105 1,7 10,7 0,01 1346 84 02 01 0,6 0,02
4:14:8 42 143 79 001 3346 21 01 006 05 0,03

Caunesp

52



Mestrando Bruno Scardoeli Truzzi Orientadora Dra. Lucia H. Sipauba Tavares

Tabela 2. Variaveis fisiolégicas da microalga Haematococcus pluvialis em diferentes meios de cultivo.

Variaveis Comercial NPK

WC 20:5:20 12:6:12 10:10:10 4:14:8
Densidade celular maxima (cel mL™) 3,2 x10°% 3,3 x10% 3,1 x10°% 4,6 x10°8 1,7 x10%°
Taxa de crescimento (k) 0,21 0,10 0,08 0,18 0,11
Tempo de duplicacéo (dias) 4,83 9,79 12,48 5,51 9,19
Peso seco (pg cel?) 1966+1086° 15974297 1720+842° 2798+735% 2272+635%
Comprimento total (um) 23,7+22 23,522 20,5422 21,732 21,5+1°8
Volume celular (um?) 7707+1976° 8039+2336? 4994+1196° 6051+2685°¢ 5861+567°¢
Carbono Organico total (pg cel?) 1479+4002 1557+4812 936+236° 1148+541° 1108+108°
Proteina (% PS) 36,7+16% 45,5+12 25,2+3° 31,6152 41,3+1%°
Lipideo (% PS) 6,3+3? 3,541 3,1+22 6+22° 2,1+123
Clorofila-a (mg L) 728+548° 1061+7392 619+338° 741+545P 475+275°
Todos os valores sdo médias + desvio padrdo (n=3). Letra minuscula na mesma linha representa diferenca significativa entre os meios de cultivo
(p<0,05).
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Orientadora Dra. Lucia H. Sipauba Tavares

Tabela 3. Conteudo de aminoacidos (g 100g peso seco) da microalga

Haematococcus pluvialis nos diferentes meios de cultura. Todos os valores sé&o

médias * desvio padréo (n=2).

. Comercial NPK
Aminoéacidos
wcC 20:5:20 12:6:12 10:10:10 4:14:8
Alanina 1,32+0,0¢ 3,73#0,022 2,16+0,0¢ 2,68+0,02¢ 3,27+0,01°
Arginina 1,09+0,0¢ 3,51+0,042 2,11+0,01° 2,86+0,01¢ 3, 06+0,07"
Acido aspartico 1,25+0,02¢ 3,78+0,032 0,97+0,02° 1,69+0,06¢ 3,36+0,02°
Cisteina* 0,11+0,0°¢ 0,41+0,02 0,17+0,0¢ 0,21+0,0° 0,36+0,0°
Acido glutamico 1,72+0,0° 5,240,052 2,07+0,0¢ 3,17+0,02°¢ 4,37+0,0°
Glicina 0,95+0,04¢ 2,65+0,08% 1,38+0,09 1,83+0,01¢ 2,31+0,02°
Hidroxiprolina 0,45+0,01¢ 0,62+0,0%* 0,37+0,0¢9 0,54+0,04" 0,66+0,022
Histidina* 0,24+0,0¢ 0,76+0,01% 0,43+0,01¢ 0,60+0,01° 0,66+0,0°
Isoleucina* 0,61+0,01¢ 1,86+0,01* 0,95+0,02¢ 1,39+0,0°¢ 1,66+0,01°
Leucina* 1,49+0,02¢ 4,470,022 2,41+0,049 3,35+0,06¢ 3,90+0,06°
Lisina* 0,93+0,02°¢ 2,94+0,04% 1,39+0,01¢ 2,05+0,04¢ 2,54+0,02°
Metionina* 0,23+0,0¢ 0,91+0,01* 0,46+0,0¢ 0,58+0,0° 0,74+0,0°
Fenilalanina* 0,89+0,01¢ 2,59+0,082 1,40+0,02¢ 2,01+0,01¢ 2,27+0,02°
Prolina 0,85+0,01°¢ 2,45+0,02% 1,34+0,02¢ 1,83+0,04¢ 2,12+0,01°
Serina 0,82+0,01¢ 2,21+0,03% 1,17+0,01¢ 1,53+0,0¢ 2,01+0,01°
Treonina* 0,70+0,01¢ 2,12+0,06% 1,18+0,09 1,56+0,01¢ 1,91+0,03°
Tirosina* 0,45+0,01¢ 1,69+0,0® 0,89+0,01¢ 1,20+0,12° 1,40+0,0°
Valina* 0,97+0,01¢ 2,95+0,03% 1,51+0,01¢ 2,14+0,13° 2,64+0,0°
Total 15,14+0,04°¢ 44,91+0,52 2244+0,19 31,2840,3° 39,32+0,2°
(*) indica os aminoacidos essenciais
Letras na mesma linha representam diferengas significativas (p<0,05).
54

Caunesp



Mestrando Bruno Scardoeli Truzzi

Tabela 4. Variaveis dos meios de cultura ao longo do periodo experimental.

Orientadora Dra. Lucia H. Sipauba Tavares

Variaveis Comercial NPK

WC 20:5:20 12:6:12 10:10:10 4:14:8
Oxigénio dissolvido (mg L) 8,1+0,62 8,7+12 7,5+0,82 7,8+0,32 7,4+0,12
pH 7,7+1% 6,6+1° 8,4+12 6,7+123b 6,39+1P
Condutividade (S cm?) 616,9+93°¢ 1950,8+325%  1009,3+147°  797,6+159° 943 5+219bc
Temperatura (°C) 22,2+12 19,9+1Pb 19,5+1b 20,3+]32b 22,1+12
Amoénia (ug L™) 7,1+6° 875,8+2882 417,1+124% 144 5+103bc 114,4+90Pc
Nitrato (pg LY) 1724281 28,1+27P 62,2+46P 1053,9+552 1270,1+102
Nitrito (ug L) 12,9+6P 148,5+922 41,2+23b 88,7451 4,8+2b
Fosforo Total (ug L™) 790+431¢ 2267+161° 29861602 2253+358P 3078+1112

Caunesp

Letras diferentes na mesma linha representam diferengas significativas (<0,05).
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CAPITULO Il

COMPARACAO E AVALIACAO DO CRESCIMENTO DA MICROALGA
HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS FLOTOW (CHLOROPHYCEAE) EM
CONDICOES FOTOTROFICA E MIXOTROFICA UTILIZANDO FONTES
ALTERNATIVAS DE CULTIVO

*Manuscrito formatado nas normas da revista “Journal of Applied Phycology”
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o crescimento da microalga Haematococcus
pluvialis em meio comercial WC e a base de fertilizante inorganico NPK sob
condicao fototréfica e mixotréfica utilizando melaco de cana-de-acucar como fonte
de carbono orgéanico. Os resultados obtidos demonstraram elevada densidade
celular da microalga H. pluvialis cultivada em condicédo fototréfica, com 4,6 x 10°
cels mL*em meio NPK e 3,2 x 10° cels mL* em meio comercial WC. Em condicéo
mixotroéfica os resultados foram opostos a condicao fototréfica, a maxima densidade
celular ocorreu em meio comercial WC, com 3,6 x 10° cels mL e em meio NPK a
densidade foi de 2,4 x 10° cels mLt. Comparando as condicdes de cultivo, sob
cultivo fototréfico a densidade celular de H. pluvialis foi cerca de 22% maior do que
em condicdo mixotrofica (p<0,01). A adicdo de melaco fornece ao meio maiores
concentracbes de nitrogénio e fosforo. Em cultivo fototréfico ocorreu elevada
sintese de proteina e baixo acumulo de lipideo, no entanto, a adicdo de melaco em
cultivo mixotréfico reduziu os teores tanto de proteina quanto de lipidios de H.
pluvialis, porém estimulou a producdo de aminoacidos. Neste estudo constatou-se
que a microalga H. pluvialis apresenta melhor crescimento em condicao fototréfica
de cultivo, porém também é capaz de desenvolver-se em cultivo mixotrofico, sendo
seu crescimento influenciado pelo meio de cultura. O melaco pode ser uma
alternativa na substituicdo de outras fontes de carbono organico e para aumentar a

producédo de determinado composto de interesse.

Palavra-chave: Melaco de cana-de-acucar, fertilizante inorganico, aminoacidos
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ABSTRACT

Comparison and evaluation of microalga Haematococcus pluvialis growth in
phototrophic and mixotrophic conditions with alternative culture sources

Current investigation evaluates the growth of the microalga Haematococcus
pluvialis in WC commercial medium and in NPK inorganic fertilization-based
medium under phototrophic and mixotrophic conditions with sugar cane molasses
as a source of organic carbon. Results showed high cell density of the microalga H.
pluvialis cultivated under phototrophic conditions, with 4.6 x 10° cells mL*in NPK
medium and 3.2 x 10° cells mL? in a WC commercial medium. Results under
mixotrophic conditions contrasted those under phototrophic conditions. Maximum
cell density in WC commercial medium was 3.6 x 10° cells mLtand density of 2.4 x
10° cells mLt in NPK medium. When culture conditions were compared, cell density
of H. pluvialis under phototrophic culture was approximately 22% greater than that
in mixotrophic conditions (p<0.01). The addition of molasses provides the medium
with greater concentrations of nitrogen and phosphorus. Under phototrophic culture,
a high protein synthesis and low lipid accumulation were reported, even though the
addition of molasses in mixotrophic culture decreased protein and lipid rates in H.
pluvialis, but triggered the production of amino acids. Current study revealed that
microalga H. pluvialis had a higher growth in phototrophic culture conditions. It may
also develop in a mixotrophic culture and its growth affected by culture. Molasses
may be an alternative to replace other organic carbon sources and to increase the

production of the compound.

Keywords: sugar cane molasses; inorganic fertilizer; amino acids.
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INTRODUCAO

As microalgas sdo consideradas fontes promissoras em diversas areas,
como na producdo de antioxidantes naturais, proteinas, acidos graxos poli-
insaturados e como fonte alimentar na aquicultura (Mata et al. 2010). Estes
microrganismos desenvolvem-se comumente em regimes fototroficos, podendo em
condi¢cBes controladas de cultivo desenvolver-se sob condi¢cdes heterotroficas e
mixotréficas (Fernandes et al. 2015).

Sob condi¢cdes de cultivo fototrofico, as células algais absorvem energia
através da luminosidade e utilizam CO2 como fonte de carbono (Perez-Garcia et al.
2011). O cultivo em regime mixotrofico € uma variacdo do regime heterotrofico,
onde CO2 e carbono organico sdo assimilados simultaneamente e ambos o0s
processos de respiracdo e fotossintese sao realizados (Lee 2004). Este tipo de
cultivo tem sido reportado como uma importante ferramenta para aumentar a
producdo de algumas espécies de microalgas (Andruleviciute et al. 2014).
Recentemente, pesquisas sob as condi¢des de cultivo mixotréfico vem recebendo
grande atencao, sendo possivel associar fontes de carbono organico na auséncia
ou sob baixa luminosidade, obtendo-se produtividade maxima igual ou até mesmo
superior (Wang et al. 2013).

Um dos maiores problemas relacionados a producdo em larga escala no
cultivo de microalgas, tanto em condic¢des fototréficas quanto mixotréficas, é o alto
custo dos meios de cultura, comumente preparados através de solu¢des compostas
por reagentes de grau analitico. No cultivo mixotréfico ainda ha a adigdo de fontes
organicas de carbono que podem representar 50% dos custos de producao (Chen

et al. 2009). Uma alternativa € a utilizagdo de matérias primas de baixo custo que
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proporcionem aumento na producdo de biomassa algal com alto valor nutricional
(Dalay et al. 2007).

O melaco de cana de acucar € uma matéria prima que apresenta em sua
composicdo alto teor de carbono e baixo custo principalmente nos paises
produtores desta matéria-prima, como o Brasil. O fertilizante inorganico NPK
também é uma fonte alternativa de baixo custo e contém elevada disponibilidade
de elementos como nitrogénio, fosforo, potassio e outros micromineirais
considerados essenciais para o desenvolvimento algal (Sipauba-Tavares et
al.1999).

Haematococcus pluvialis € uma microalga cultivada comercialmente, que
sintetiza e acumula grandes quantidades de astaxantina, além de apresentar
composicdo quimica diversificada (Kamath et al. 2008). Esta espécie € capaz de
desenvolver em diversas condicbes de cultivo, como em regime fototrofico,
mixotréfico e heterotrofico (Kobayashi et al. 1992, Hata et al. 2001, Orosa et al.
2005). Alguns estudos avaliaram seu crescimento em condi¢cdes mixotréficas
utilizando fontes de carbono, principalmente o acetato de sédio (Kobayashi et al.
1992, Orosa et al. 2005, Gonzalez et al. 2009). No entanto, pesquisas voltadas a
adicdo de melaco como fonte alternativa de carbono, determinando niveis 6timos
de inclusdo e efeitos no crescimento e composicdo desta microalga ainda néo
foram descritas.

O objetivo deste estudo foi cultivar a microalga Haematococcus pluvialis em
meio comercial WC e a base de fertilizante inorganico NPK sob condicéo fototrofica
e mixotrofica utilizando melaco de cana-de-agucar como fonte de carbono organico,

avaliando o desenvolvimento e crescimento desta espécie em resposta as
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condicbes de cultivo, verificando a reducdo dos custos de producdo com uma

matéria prima de alto valor nutricional e comercial.

MATERIAL E METODOS

Cepa da microalga e condicdes de cultivo

A cepa da microalga Haematococcus pluvialis (CMEA 227 C1) foi obtida do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro e cultivada
em meio comercial WC (Guillard e Lorenzen 1972), mantida sob condi¢gbes
controladas de intensidade de luz (20 umol m=2 s™1) e temperatura (221 °C).

Para o cultivo em condic¢des fototréficas, as microalgas foram cultivadas e
inoculadas em meio comercial WC e em meio a base de fertilizante inorganico
composto por nitrogénio, fésforo e potassio (NPK) na relacdo 10:10:10. Esta
relagcdo de fertilizante foi escolhida em estudo prévio, onde foi obtido maior
densidade celular nesta proporgéo. Para o preparo dos meios a base de fertilizante
inorganico, cerca de 50 g L foram dissolvidos em agua destilada e esterilizados
em autoclave a latm durante 30 minutos.

Para o cultivo em condicdo mixotréfica foram utilizadas as mesmas
condicdes de cultivo e meios de cultura descritos acima e 0,75 g L'! de melaco de
cana-de-acucar foi adicionado como fonte alternativa de carbono. Todos os
experimentos foram realizados em frascos com volume de 2 L, mantidos sob
temperatura de 22°C e aeragao constante. Em todos os meios de cultura utilizados,
vitamina do complexo B foi adicionada em todos meios na quantidade de 0,02 g L-
1(7mg-B1;7mg-B2;5mg - B6; 33 ug - B12) mais vitamina H (0,1 mg) (Sipauba-
Tavares et al 1999). lluminagao continua foi fornecida a uma intensidade média de

30 umol m~2 s™! por lampadas brancas fluorescente. Apenas células verdes a partir
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da fase de crescimento exponencial foram utilizadas como in6culo em todos os

experimentos.

Melaco de cana

O melaco de cana utilizado neste estudo, foi obtido através da empresa
Melacos Brasileiros LTDA (Brasil). Sua composicao baseia-se em 20% (p/p) de
agua, 8% (p/p) frutose, 7% (p/p) de glicose e ions metélicos tais como célcio,
potassio, sodio, ferro, magnésio, cobre, entre outros. O melac¢o bruto foi diluido em
agua destilada e esterilizado em autoclave a 1atm durante 30 minutos. Esta solucdo

foi utilizada posteriormente nos experimentos em condi¢des mixotroficas.

Determinacéo da concentracao de melaco

Para determinar a melhor concentracdo de melaco de cana de acucar foram
testadas concentracdes de 0,25 a 10 g L%, no entanto, entre 1,5 e 5 g L' o
crescimento foi inibido e acima desta concentracdao nao houve crescimento celular,
sendo selecionadas para este estudo seis concentracdes (0,25; 0,50; 0,75; 1,0;
1,25 e 1,5 g L1). As microalgas foram cultivadas em frascos de 2 L em meio
comercial WC sob as mesmas condi¢des descritas acima. O crescimento celular
em todos os tratamentos foi avaliado em triplicata (n=3) durante 15 dias. Os

resultados obtidos estdo demonstrados na Figura 1.

Crescimento algal nas diferentes condi¢cbes de cultivo
As culturas foram pré-cultivadas em frascos de 250 mL, com densidade algal
de 0,40 x 10° cels mL* em meio comercial WC. Quando as culturas atingiram a

fase exponencial de crescimento (7-dias), cerca de 200 mL a uma densidade de
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0,2 x 10° cels mL* foram transferidas para frascos com volume de 2 L. Apés 7-dias
(fase exponencial de crescimento), 20% (v/v) das culturas algais foram inoculadas
em frascos esterilizados com capacidade para 2 L, contendo 1,4 L do meio
comercial WC e 1,4 L de agua destilada com o fertilizante inorganico (NPK
10:10:10) na proporcao de 3% (v/v). Para os experimentos avaliando as condicdes
mixotréficas foram adicionados a solucdo de melaco previamente preparada na
proporcéo de 0,75 g L1. As amostras de crescimento da microalga, parametros
fisiol6gicos e bioquimicos foram analisadas semanalmente (1, 7, 14, 21 e 28 dias)
durante o periodo de estudo, exceto o perfil de aminoacidos, que foi avaliado ao
final do experimento (28 dias).

O crescimento celular foi monitorado durante o periodo de 28 dias. Aliquotas
de 1 mL* foram removidas de trés treplicas diariamente das culturas algais e um
minimo de 2 x 1 puL* de sub-amostra foi utilizado para a quantificacdo de células
com o auxilio de camera de Neubauer. Taxa de crescimento (k) foi calculada
através da formula: k = (3,322/t>-t1 x log N2/N1) (t = tempo; N = numero de células;
nameros subscritos indicam valores em diferentes tempos) (Guillard 1973). Tempo
de duplicacéo (tempo de divisdo celular) foi calculado a partir dos resultados obtidos
da taxa de crescimento através da formula: Td = 1k (Td = tempo de duplicacéo,
1kt = divisdes por dia) (Guillard 1973). Peso seco foi determinado em triplicata
apos filtrar 10 mL* de amostra da cultura em filtros previamente pesados (Whatman
GFI/C), os filtros contendo a biomassa foram secos a uma temperatura de 60°C
segundo metodologia proposta por Vollenweider (1974). Para avaliacdo do
comprimento total, 50 células foram medidas com auxilio de microscépio Optico
Leica DFC 295 analisando as imagens em sistema Las Core (LAS V3.8), com um

objetiva micrométrica 40x. O volume celular foi obtido através do calculo do
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tamanho médio das células, utilizando a forma geométrica mais correspondente
(forma de esfera) (Hillebrand et al. 1999). Carbono organico total (TOC) foi
calculado através da formula C = 0,1204.V1%! (C = conteldo de carbono em pg
cel; V = volume celular) por meio de regresséo de acordo com Rocha e Duncan
(1985). A clorofila-a foi determinada por analise colorimétrica utilizando
espectrofotometro, apds extracdo em etanol a 90% (Nusch 1980). Nitrogénio
amoniacal total (TAN) e fosforo total (TP) foram determinados
espectrofotometricamente de acordo com Koroleff (1976) e Golterman et al. (1978),

ambos avaliados ao inicio e final do experimento.

Analise bioquimica e perfil de aminoacido

Para avaliacdo dos teores de proteina e lipideos, a biomassa das microalgas
foi colhida semanalmente, centrifugada e liofilizada para posterior anéalise (A.O.A.C
1990). O perfil de aminoacidos foi determinado por meio de hidrélise acida e
cromatografia de troca ibnica por cromatografo liquido de alta performace (HPLC),
para aminoacidos totais foi utilizado coluna LUNA C18 100A 5u (250x4,6mm) 00G-
4252-EQ e para as determinacdes de aminodcidos livres coluna Luna 3u C18(2)
100A (250x4,6mm) 00G-4251-E0 de acordo com modificacdes na metodologia

proposta por White et al. (1986).

Andlise estatistica

Os dados deste estudo foram expressos como médias * desvio padrao, e 0s
resultados avaliados em triplicata. ANOVA One-way (analise de variancia) foi
aplicada para verificacdo entre as condi¢cdes de cultivo e para comparar diferencas

entre a producdo maxima de células (Fowler et al. 1998). Na ocorréncia de
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diferencas significativas entre os resultados obtidos foi aplicado o teste de Tukey
ao nivel de 5% de significancia (P<0,05). Todas as analises foram realizadas com

auxilio do programa Statistica 10.0 (StatSoft Inc.).

RESULTADOS

Os resultados obtidos de densidade celular da microalga Haematococcus
pluvialis sdo demonstrados na Figura 2. Quando cultivada em condicéo fototréfica
0 meio comercial WC apresentou maxima densidade celular no 16° dia de cultivo,
com 3,2 x 10° cels mL™*. Em meio a base de fertilizante inorganico esta densidade
foi mais elevada, com 4,6 x 10° cels mL* no 20° dia. Ambos os meios de cultura
mantiveram seu crescimento estaciondrio apés a méaxima densidade celular
(p<0,01). Durante a fase exponencial de crescimento até o 12° dia a biomassa algal
foi ligeiramente mais elevada no meio comercial WC e a partir do 13° dia de cultivo
o crescimento algal foi mais elevado no meio NPK.

Em condi¢c&o mixotrdfica os resultados foram opostos a condicéo fototréfica,
a maxima densidade celular foi observada em meio comercial WC, com 3,6 x 10°
cels mL? obtida no 25° dia, sendo esta superior ao meio a base de fertilizante
inorganico, com densidade maxima de 2,4 x 10° cels mL* no 19° dia e apés este
periodo observou-se reducdo gradual na densidade celular (p<0,01). Comparando
os resultados obtidos entre as condicbes de cultivo, sob cultivo fototréfico a
densidade celular de Haematococcus pluvialis foi cerca de 22% maior do que em
condicao mixotrofica (Figura 2).

A taxa de crescimento e tempo de duplicagcdo apresentaram melhores
resultados sob condicdo fototréfica, os maiores valores foram obtidos em meio

comercial WC, com k=0,21 influenciando em um tempo de duplicagédo mais curto,
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de 4,83 dias. Em condic&o mixotrofica, no meio WC a taxa de crescimento e tempo
de duplicacdo apresentaram caracteristicas mais lentas de desenvolvimento. No
meio a base de fertilizante inorganico, estas variaveis foram similares entre as
condicBes de cultivo fototréficas e mixotroficas. Em relacédo a densidade celular em
meio WC o crescimento foi similar nas duas condicfes de cultivo e, em meio NPK
foi mais elevada (p<0,05) sob condicéo fototrdfica (Tabela 1).

O peso seco da microalga variou entre as condi¢cdes de cultivo, os maiores
valores (p<0,05) foram observados em condicdo mixotréfica, no meio WC e no meio
NPK. O comprimento celular, clorofila-a e o teor de proteinas foi similar (p>0,05)
nos dois meios de cultura sob as duas condi¢des de cultivo (Tabela 1). O volume
celular e o carbono organico total de Haematococcus pluvialis cultivada em
condicao mixotréfica foi mais elevado (p<0,05) do que em condicao fototréfica
(Tabela 1).

O conteudo total de lipidios de Haematococcus pluvialis variou de 1% a 9,6%
em ambas condi¢des de cultivo. O teor maximo (9,6%) ocorreu em cultivo fototréfico
em meio NPK e o conteado minimo (1%) foi observado sob cultivo mixotréfico em
ambos 0s meios de cultura. Os baixos teores de lipidios na biomassa algal foram
influenciados pelas concentracbes elevadas de nitrogénio presente nos meios
utilizados, uma vez que o meio comercial WC e o meio NPK s&o ricos em nitrogénio,
principalmente nitrogénio amoniacal. Em condi¢cdo mixotrofica o conteudo lipidico
foi menor (abaixo de 3% PS) comparado a condi¢ao fototréfica de cultivo (p<0,05),
estes valores podem ser atribuidos a adicdo de melago ao meio de cultura (Tabela
1).

Haematococcus pluvialis contem niveis elevados de aminoacidos essenciais

(EAA) e ndo essenciais (NEAA) como apresentado na Tabela 2. O conteudo de
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aminoacidos variou entre as condicbes de cultivo e a maior producdo de
aminoacidos totais foi observada sob condicdo mixotréficas em meio a base de
fertilizante inorganico, cerca de 37 g 100g peso seco (p<0,05). Em meio comercial
WC a producdo de aminoacidos totais foi baixa, cerca de 15 g 100g peso seco em
cultivo fototrofico (p<0,05), porém em cultivo mixotrofico a adicdo de melaco
aumentou a producéo de aminoacidos totais, quase duplicando este contetdo (28
g 100g peso seco).

Nos EAA a leucina foi predominante para ambas condi¢des, fototrofica e
mixotréfica (p<0,05), e cisteina foi observada em concentracdes mais baixas, nao
ultrapassando 1% da producéo total de aminoacidos (p<0,05). Dentre os NEAA o
acido glutamico e alanina foram encontrados em maiores concentracdes para
ambas as condic¢des de cultivo, representando em média 20% da producao total de
AA (p<0,05). Em contrapartida, a hidroxiprolina apresentou as menores
concentracfbes (abaixo 3% da producdo total de AA) por peso seco sob as
condicBes de cultivo utilizadas (Tabela 2).

A adicdo de melaco aumentou os niveis de TAN, em condicéo fototrofica
variou de 675,5 a 1237,1 mg L' e em condicdo mixotréfica variando de 1316,9 a
3241,6 mg L para o meio WC e para o meio a base de fertilizante inorganico,
respectivamente (p<0,05). Tanto sob condi¢cbes fototréficas quanto condicdes
mixotroficas, o maior consumo de TAN foi observado no meio comercial WC. Nos
meios a base de fertilizante inorganico o consumo de TAN foi baixo em condi¢&o
fototréfica e mais elevado em condicdo mixotréfica, o aparente aumento no
consumo de TAN sob condi¢cao mixotroéfica foi influenciado pelo aumento dos niveis

de nitrogénio ocasionado pela adicdo de melago (Figura 3).
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Os niveis iniciais de TP foram elevados, em condicao fototréfica as maiores
concentragdes foram observadas em meio NPK (2,7 mg L1) e relativamente menor
no meio comercial WC (1,5 mg L). Em condicédo mixotréfica, a adicdo de melago
elevou as concentracfes de TP para ambos os meios WC e NPK, com niveis de
2,7 e 3,2 mg L respectivamente (p<0,01). Maior consumo de TP foi observado em
condicéao fototréfica para ambos os meios de cultura. Estes resultados indicam que
tanto as condi¢des de cultivo como o meio de cultura influenciam o consumo dos
nutrientes (Figura 3).

O custo do meio de cultura a base de fertilizante inorganico para a producao
de 50 litros (R$7,03), foi inferior ao custo de produgdo do meio comercial WC
(R$17,45). A adicdo de melago no cultivo mixotrofico apresentou baixo acréscimo
nos custos para producdo de 50 litros dos meios (R$0,04), uma vez que esta

matéria prima é de facil obtencao no Brasil.

DISCUSSAO

A densidade celular mais elevada ocorreu em meio NPK 10:10:10 sob
condicao fototrofica; no entanto, em condigcdo mixotrofica este meio apresentou
reducdo na densidade. Em meio comercial WC o crescimento de Haematococcus
pluvialis foi menor quando comparado ao meio NPK 10:10:10 em condi¢ao
fototrofica, porém superior ao cultivo sob condi¢cdo mixotrofica.

Estudos comparando as condic¢des fototréficas e mixotroficas no cultivo de
Haematococcus pluvialis relatam melhores produgdes sob condicdo mixotrofica
(Kobayashi et al. 1992, Gonzalez et al. 2009, Orosa et al. 2005). Maior densidade
celular quando as microalgas séo cultivadas em condi¢cbes mixotroficas de cultivo
é devido a suplementacdo de fontes organicas de carbono (Liang et al. 2009, Lee

2001). Andruleviciute et al. (2014) obtiveram melhores resultados de H.pluvialis em
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condicdo mixotréfica quando utilizaram 2 g L™ de glicerol comparado ao cultivo
fototréfico em meio BG-11, com maxima produtividade de 2,33 e 1,48 g L™,
respectivamente. No entanto Wan et al. (2011) em estudo com cloroficeas
obtiveram a densidade celular reduzida sob condicbes mixotroficas de cultivo, como
observado neste estudo em meio a base de fertilizante NPK.

A taxa de crescimento e 0 peso seco comparando o cultivo fototréfico e
mixotréfico apresentaram variacdes durante o periodo experimental. Gonzalez et
al. (2009) atribuem estas variacGes as caracteristicas algais, como linhagem da
microalga e concentracao do substrato organico utilizado sob condicdo mixotrofica,
podendo aumentar ou reduzir estes parametros. Diferencas na densidade celular e
taxa de crescimento em condi¢cdes mixotroficas também podem ser atribuidas as
impurezas do substrato organico utilizado, inibicdo ou disponibilidade (Liang et al.
2010). O melaco utilizado neste estudo foi “in natura”, apenas esterilizado, néo
sendo retiradas suas impurezas ou realizados métodos de tratamento. O uso de
métodos que ajudem a disponibilizacdo do substrato, como resinas de troca ionica,
sdo indicados para aumentar a producéo de biomassa (Liu et al. 2013).

As células algais quando cultivadas em novos substratos requerem um
periodo de adaptacdo maior para que desenvolvam seus sistemas de transporte
especificos de assimilacdo (Perez-Garcia et al. 2011). A baixa assimilacdo de
determinado substrato pode ser relacionada a preferéncia pela absor¢cdo de outro
substrato (Narang e Pilyugin 2005). Neste estudo, a baixa densidade celular sob
condi¢cao mixotrofica em meio a base de fertilizante deve ter sido ocasionada pela
preferéncia da microalga Haematococcus pluvialis a um substrato com maior

facilidade de absorcéo, dificultando o consumo do substrato alternativo.
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As condicdes de cultivo e fontes de nitrogénio influenciam o crescimento das
microalgas, assim como as exigéncias de nitrogénio e fésforo total sdo diferentes
sob condicao fototrofica e mixotréfica (Alkhamis e Qin 2015). O consumo de
nitrogénio e de fosforo total é mais elevado em condicfes fototréficas do que em
condi¢cBes mixotroficas de cultivo (Kim et al. 2013). Neste estudo, o consumo de N
e P por Haematococcus pluvialis apresentou a mesma caracteristica, sendo mais
elevado em meio WC sob condicéo fototréfica de cultivo.

As concentracdes de nutrientes presentes nos meios de cultura alteram o
crescimento e a composicdo bioquimica das algas, maior sintese de proteina &
observada quando as microalgas sao cultivadas em meios ricos em nitrogénio, no
entanto a limitacdo deste elemento reduz o acumulo de lipideos (Martinez et al.
2000, Adesanya et al. 2014). Neste estudo, em condicéo fototrofica foi observada
elevada sintese de proteinas e baixo acumulo de lipideos; no entanto, a adicao de
melaco como substrato em cultivo mixotréfico reduziu os teores tanto de proteina
quanto de lipideos de H. pluvialis. O consumo de substratos organicos pode
diminuir o acumulo de proteinas e lipidios, assim como de todas as atividades
enzimaticas, em pelo menos 20% (Reed et al. 2010).

Estudos voltados a avaliacdo de aminoacidos em microalgas ainda séo
limitados, e em espécies como Haematococcus pluvialis estes dados sdo ainda
mais reduzidos. Esta espécie de microalga apresenta elevada producdo de
aminoacidos essenciais e ndo-essenciais como leucina e acido glutamico, e baixa
producdo de outros, como metionina, histidina e cisteina. Na maioria das espécies
de microalgas a leucina e o acido glutamico constituem grande parte do teor dos
aminoacidos totais, enquanto metionina, histidina e cisteina representam apenas

uma pequena proporgdo (Brown 1991). Lorenz (1999) descrevendo esta espécie
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de microalga obteve padrdoes de sintese de aminoacidos similares, com maior
producao de leucina (1,84 g 100g) entre os EAA e acido glutamico (2,39 g 100g) e
alanina (1,92 g 100g) entre os NEAA, sendo estas concentracdes de aminoacidos
inferiores as obtidas neste estudo em condi¢cdo mixotroéficas e fototréfica, exceto no
meio comercial WC sob condicéao fototrofica.

A producdo de aminoécidos totais em Haematococcus pluvialis pode ser
estimulada ao adicionar fontes de carbono organico como melaco de cana-de-
acucar. No meio a base de fertilizante inorganico a producéo de aminoacidos totais
guando cultivada em condi¢do mixotréfica aumentou de 31,28 g para 36,56 g 100g
e, em meio comercial WC o aumento foi mais elevado, de 15,14 g para 27,90 g
100g. Jietal. (2014) também constataram que a adicdo de uma fonte organica de
carbono aumenta a producéo de aminoacidos totais em microalgas cloroficeas, ao
testar a adicdo de glutamato monossodico obteve producdo maxima de
aminoéacidos de 50,39 g 100g em condicdo mixotréfica e em condicéo fototrofica a
producao foi de 37,12 g 100g.

Sendo assim, o uso de melaco como fonte alternativa de carbono organico
no cultivo de Haematococcus pluvialis pode ser indicado para aumentar a producao
de aminoacidos totais além de néo elevar os custos de producdo dos meios, uma
vez que esta matéria prima é de facil obtencdo em paises como o Brasil. O melaco
de cana de acucar € uma alternativa de viabilidade econémica na substituicdo de
matérias primas de alto valor como acetato de sodio e glicose, entre outras
comumente utilizadas em cultivos mixotréficos. Porém, seu uso deve ser avaliado,
sendo que aumento da producdo de biomassa foi também influenciado pelo meio

de cultura adotado.
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CONCLUSAO

A microalga Haematococcus pluvialis apresenta maior densidade celular quando
cultivada sob condicdo fototrofica de cultivo. O meio a base de fertilizante
inorganico NPK 10:10:10 € o mais indicado para obter elevada densidade celular
em condicao fototréfica em H. pluvialis. Em condi¢cdo mixotrofica o meio de cultura
influencia diretamente a densidade celular, podendo reduzir (NPK) ou aumentar a
producdo como observado em meio comercial WC. A adicdo de melaco néo
interferiu nas variaveis fisico-quimicas do cultivo, no entanto, proporcionou
aumento na producdo de aminoacidos totais. Outros compostos de alto valor
comercial como proteina e lipidios sdo mais elevados sob condicao fototréfica de
cultivo. Para a producédo desta espécie de microalga, a condicdo de cultivo a ser
adotada deve ser levada em consideracdo dependendo da finalidade e dos

objetivos de interesse.
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Figura 1. Densidade celular maxima de Haematococcus pluvialis em relacdo a

concentracdo de melaco de cana de aclcar (10-13™"= tempo em dias da maxima

densidade celular).
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Fototrofico Mixotroéfico
57 5 -
I & wc " —&— WC
[ )
4 4 @--- N.-PK 10:10°10 ! ‘.'.,...'l.. 4 A ---i--- N:.PK 10:10:10

Densidade Celular (x10% celsml-1)

Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 2. Crescimento da microalga Haematococcus pluvialis em condigbes

fototroficas e mixotréficas.
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Figura 3. Concentracdo de Nitrogénio Amoniacal Total (TAN) e Fésforo Total (TP)

nos diferentes meios de cultivo sob condicdes fototréficas e mixotroficas, diferentes

letras minUsculas na parte superior de cada coluna indicam diferencas significativas

(p<0,01).
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Tabela 1. Variaveis fisiolégicas da microalga Haematococcus pluvialis apés o

cultivo em condicdes fototroficas e mixotroficas.

Parametros Fototroéfico Mixotrofico

wcC NPK wcC NPK
Densidade celular maxima (cel mlt) ~ 3,2x10% 4,6 x10% 3,6x10%a0 2,4 x10%
Taxa de crescimento (k) 0,21 0,18 0,12 0,18
Tempo de duplicacdo (dias) 4,83 5,51 8,03 5,63
Peso seco (pg cel?) 1966+1086° 2798+7352b 2810+822° 2913+7372
Comprimento total (um) 23,7122 21,7+32 25,3+12 25,7+22
Volume celular (ums3) 7707+1976¢ 6051+2685°  9724+1245° 12044+83142
Carbono orgénico total (pg cel?) 1478+400¢ 1148+541° 1892+266P  2395+17232
Proteina (% PS) 36,7162 31,6152 33,8152 30,8+32
Lipideo (% PS) 6,3+32 6122 1,8+1P 1,1+1b
Clorofila-a (mg L1) 728+5482 74145452 721+3322 830+6632

Todos os valores sdo médias + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes na mesma linha representam diferengas

significativas (p<0,05).
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Tabela 2. Conteudo de aminoacidos (g 100g peso seco) na microalga
Haematococcus pluvialis apos cultivo fototrofico e mixotrofico. Todos os valores sao

médias * desvio padréo (n=2).

o Fototréfico Mixotrofico
Aminoé&cidos
wC NPK wC NPK

Alanina 1,32+0,04¢ 2,68+0,02b 2,42+0,01¢ 3,14+0,052
Arginina 1,09+0,0° 2,860,012 1,99+0,03¢ 2,76+0,07 2
Acido aspartico 1,25+0,02¢ 1,69+0,06 ¢ 2,33+0,08° 2,76+0,062
Cisteina* 0,11+0,0°¢ 0,21+0,0° 0,19+0,01° 0,30+0,02
Acido glutamico 1,72+0,049 3,17+0,02°¢ 3,39+0,0° 4,26+0,012
Glicina 0,95+0,04° 1,83+0,01°¢ 1,68+0,0¢ 2,180,082
Hidroxiprolina 0,450,012 0,54+0,042 0,45+0,02 0,44+0,022
Histidina* 0,24+0,04 0,60+0,01° 0,52+0,0¢ 0,70t0,02
Isoleucina* 0,61+0,012 1,39+0,0° 1,19+0,01¢ 1,53+0,02
Leucina* 1,49+0,02¢ 3,35+0,06 2,78+0,01¢ 3,62+0,052
Lisina* 0,93+0,02 ¢ 2,05+0,04 P 1,84+0,0¢ 2,590,082
Metionina* 0,23+0,0¢ 0,58+0,0° 0,41+0,0¢ 0,65+0,012
Fenilalanina* 0,89+0,01¢ 2,01+0,01° 1,64+0,01¢ 2,08x0,02
Prolina 0,85+0,01d 1,83+0,04 P 1,51+0,02¢ 1,990,032
Serina 0,82+0,014 1,53+0,0° 1,43+0,0¢ 1,870,042
Treonina* 0,70+0,01¢ 1,56+0,01° 1,35+0,02¢ 1,800,012
Tirosina* 0,45+0,01 ¢ 1,20+0,12° 0,95+0,02°¢ 1,38+0,022
Valina* 0,97+0,01d 2,14+0,13b 1,83x0,0¢ 2,44+0,03 @
Total 15,14+0,04 ¢ 31,28+0,3 P 27,90+0,1¢ 36,52+0,62

(*) indica os aminoacidos essenciais
Letras mindsculas na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os meios de cultivo.
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