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RESUMO

Um dos fatores que dificulta a producdo em larga escala de microalgas é o custo de
energia e meio de cultura uma vez que, as microalgas necessitam de luz e nutrientes para
seu crescimento. Este estudo visa avaliar se a redu¢do do consumo de energia através do
uso de diferentes ciclos de luz (claro/escuro) poder4d manter elevada biomassa e valor
nutricional destes microrganismos, podendo ser uma nova tecnologia adotada para a
microalga Messastrum gracile (Reinsch) T. S. Garcia (CCMA-UFSCar 5). A microalga foi
cultivada em dois meios de cultura, um comercial CHU,, e outro alternativo de extrato de
macrdfita (Eichhornia crassipes (Mait.) Solms (MART.) — ME) de acordo com os protocolos
adotados. Além disso, para testar a variagcao dos efeitos dos ciclos de luz, quatro condigbes
de luminosidades foram utilizadas: 24 h:0 h (luz constante); 20 h: 4 h; 16 h:8 h e 12 h:12 h
(claro/escuro). Em termos de biomassa o custo da microalga no ciclo de luz 24 h: 0 h no 15°
dia de crescimento apresentou o maior custo de producédo por gramas (US$ 0.42), devido a
elevada biomassa. Durante as horas de luz, a intensidade foi mantida em 60 PMOlphoton
m~2s™'. Na condicdo de luz constante (24 h:0 h) foi obtida a maior biomassa e tempo de
duplicacdo, no entanto, em relacdo aos parametros como densidade celular média, carbono
organico total, volume celular e comprimento total, os ciclos de luz 20 h:4 h e 16 h:8 h
apresentaram maior desempenho. No ciclo 12 h:12 h o rendimento de M. gracile foi baixo.
O meio de cultura de extrato de macrdfita (ME) apresentou as maiores densidades do que o
CHUa12 nos ciclos de luz 24 h:0 h e 20 h:4 h. Somente no ciclo de luz 16 h:8 h a densidade
celular foi maior no meio CHU12 a partir do 7° dia de crescimento. No ciclo de luz 12 h:12 h
a densidade celular esteve abaixo de 35x10° cels mL* nos dois meios utilizados. Dentre os
compostos nitrogenados a amodnia foi a mais elevada, variando ao longo do periodo
experimental. O ciclo de luz 24 h:0 h foi o que apresentou maior concentracdo de fosforo
total. Assim, o meio de cultura apresentou influéncia direta na producdo de M. gracile e os
periodos escuros também influenciaram na biomassa da microalga. Em relacdo ao
custo/beneficio da produgéo de M. gracile nas condigfes de cultivo e ciclo de luz, o meio ME
(24 h:0 h) apresentou o menor custo. Quanto maior a intensidade de luz consequentemente,
ocorrerd maior biomassa. O meio CHU:» (comercial) contém todos os macro e
micronutrientes adequados para o crescimento da microalga, no entanto, o uso de macrdfita
(Eichhornia crassipes) como meio de cultura é uma alternativa a ser adotada para esta

microalga.

Palavras-chave: Macrdfita; CHU2; Cultivo de microalga; Claro/escuro; Biomassa.
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ABSTRACT

One of the features which hampers a large-scale microalgae production is the
energy and culture medium cost, since the microalgae demands light ad nutrients for
its growth. The present study aims to evaluate if the energy consumption reduction
through the employment of distinct light cycles (light/dark) may keep elevated
biomass and nutrient value for the microorganisms, which may present a new
technology for microalgae Messastrum gracile (Reinsch) T. S. Garcia (CCMA-
UFSCar 5). The microalgae were cultivated in two culture mediums: commercial
CHU12 and an alternative based on macrophyte extract (Eichhornia crassipes (Mait.)
Solms (MART.) — ME) according to adopted protocols. Besides, to evaluate the
effects of light cycle variation, four light conditions were employed: 24 h:0 h (constant
light); 20 h:4 h; 16 h:8 h and 12 h:12 h (light/dark). Regarding biomass, the microalgae
cost with 24 h:0 h at growth day 15 presented higher production cost per grams (US$
0.42), due to elevated biomass. During light periods, the light intensity was kept at 60
pumolphoton M~ 25~ 1, At constant light condition (24 h:0 h) the highest biomass and
duplication time were obtained, however, regarding average cell density, total organic
carbon, cell volume and total length, the light cycles 20 h:4 h and 16 h:8 h presented
better performance. In the 12 h:12 h cycle the M. gracile yield was low. The
macrophyte extract culture medium (ME) presented better densities than CHU12 with
24 h:0 h and 20 h:4 h. Only in the 16 h:8 h cycle the cell density was higher in CHU12
medium from growth day 7. At 12 h:12 h cycle the cell density was below 35x10° cells
mL-tin both culture mediums. Among the nitrogenous compounds, the ammonia was
the most elevated, varying along the experimental period. The 24 h:0 h cycle
presented the highest total phosphorus concentration. Thus, the culture medium
presented direct influence in the production of M. gracile and the dark periods also
influenced in the microalgae biomass. Regarding cost-benefit, the ME medium (24
h:0 h) presented the lower cost. The higher the light intensity, consequently, the
higher is the biomass. CHUi2 medium contains all the suitable macro and
micronutrients for the growth of the microalgae, however, the employment of the
macrophyte (E. crassipes) as culture medium is an alternative to be adopted for this

microalga.

Keywords: Macrophyte; CHU12; Microalgae cultivation; Light/dark; Biomass.
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1. INTRODUCAO

As microalgas realizam diversos papéis ecoldgicos e biologicos e o interesse
no seu cultivo tem crescido muito nos ultimos anos devido ao seu valor convencional
em diferentes setores da industria.

As microalgas assimilam os nutrientes incorporando-os a sua biomassa,
obtendo um produto nutricionalmente rico, podendo ser utilizado como suplemento
em diversas areas. A producdo de nutrientes e metabdlitos varia ao longo do
crescimento da microalga, necessarios ao seu desenvolvimento (GULDHE et al.,
2017). Os elementos essenciais podem ser divididos em macronutrientes minerais e
organicos como o nitrogénio, fésforo, calcio, magnésio, potassio, enxofre, hidrogénio
e oxigénio e os micronutrientes como ferro, boro, cobre, cobalto, zinco, vanadio,
molibdénio e sodio (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001). Além dos elementos
essenciais (macro e micronutrientes), a adicdo de vitaminas principalmente, do
complexo B sédo indicadas para proporcionar maior biomassa sendo essenciais para
o cultivo de algumas espécies de microalgas (SIPAUBA-TAVARES & BACHION,
2002).

O cultivo é uma ferramenta importantissima e fundamental para o estudo de
diversos processos, tais como o0s ecolégicos, fisioldgicos, ontogenéticos,
bioquimicos, comportamentais, dentre outros. Além dessas caracteristicas, esses
microrganismos possuem enormes potenciais cientificos, econémicos e de
producdo, que precisam cada vez mais serem destacados e estudados por
profissionais da area (LOURENCO, 2006).

A microalga Messastrum gracile (Reinsch) T. S. Garcia, anteriormente
denominada como Ankistrodesmus gracilis (Reinsch) Korshikov, apresenta elevado
valor nutricional com nivel de proteina acima de 45% (SIPAUBA-TAVARES &
PEREIRA, 2008). O seu cultivo vem crescendo nos ultimos anos, visto que € uma
espécie de alta versatilidade na sua aplicacdo dentre os diferentes setores da
industria, uma vez que sintetizam diversos compostos de interesse para producéao,
sendo eles: farmacos, cosméticos, suplementos, antioxidantes e alimentos. Destaca-
se, 0 valor comercial dos produtos extraidos e a ampla variedade de aplicagfes a
partir desse cultivo. Este processo é uma ferramenta essencial para promover a

producdo de biomassa algal, por conta das condi¢cdes estabelecidas para o
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crescimento e desenvolvimento das espécies a serem cultivadas (LOURENCO,
2006).

No cultivo laboratorial s&o comumente utilizadas luzes artificiais fluorescentes
que € de facil controle, com maior incidéncia e homogeneidade no cultivo, ja que a
iluminacéo ao atingir todos os angulos do recipiente propicia oportunidade a célula
de absorver mais energia para a fotossintese. Com o controle da luminosidade é
possivel retardar ou acelerar o crescimento da microalga e, modificar os metabdlitos
gerados (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001). Existem diferentes condigdes de
cultivo em relacdo a disponibilidade de luz (fotoautotréfico, heterotrofico ou
mixotréfico), no entanto o mais utilizado € o fotoautotrofico, esta condicao de cultivo,
tem como principal caracteristica a necessidade de iluminagdo, atuando como fonte
de energia e o CO2 como fonte de carbono organico que através de processos
fotossintéticos sdo convertidos pelas células das microalgas em energia quimica e
utilizada no seu desenvolvimento (CHEIRSILP & TORPEE, 2012).

A intensidade e frequéncia da luz para a microalga sao fatores importantes no
seu desenvolvimento. Em sistemas de cultivo o uso do ciclo de luz (claro/escuro)
interfere diretamente no metabolismo da microalga e esta ligado diretamente na
sintese dos compostos organicos (CORREA, 2015; SINGH et al., 2015). A
determinacdo do tempo de luminosidade necesséria a otimizacdo do cultivo de
microalga é um fator que vem sendo estudado com forma de diminuir o custo de
producdo e elevar a biomassa (SIPAUBA-TAVARES & PEREIRA, 2008). Ciclos de
luz (claro/escuro) apresentam interacdes diretas com o metabolismo celular, taxa de
absorcéo e controle de fétons, interacdes com o aparato fotossintético e a dindmica
energética das microalgas (TAKACHE et al., 2015).

Quando a microalga é exposta a intensa luminosidade, podera ocorrer a foto-
inibicdo, ou seja, prejudicando a fotossintese ou a foto-oxidag&o, provocada pela
formacéo de peroxido de hidrogénio, ocasionando a morte das células (CORREA,
2015). Sob alta intensidade luminosa os pigmentos sdo, em sua maioria, produzidos
em maior quantidade e modificam sua funcdo de pigmento acessoério para protecao
da clorofila-a, estabilizando o aparato fotossintetizante. Algumas espécies de
microalga podem utilizar a alta disponibilidade de luz para acumular lipidio e proteina,
melhorando a taxa de crescimento em resposta ao estresse (KRZEMINSKA et al.,
2015).

11



Maria Julia Gongalves Breda Prof2. Dra. Lucia Helena Sipauba-Tavares

Nos cultivos de microalgas, fontes de nutrientes devem ser utilizadas nas
formulacbes dos meios de cultura, como fontes de carbono e nitrogénio,
micronutrientes, vitaminas e oligoelementos (SINGH et al., 2015). O uso do extrato
de planta aquatica, como a macrofita Eichhornia crassipes (Mait.) Solms (MART.),
popularmente conhecida como aguapé, promove a substituicdo dos meios de cultura
comerciais, sendo uma ferramenta adotada por conter elevadas concentracdes de
nitrogénio, fésforo, magnésio, manganés, cobre, zinco entre outros compostos,
disponibilizando diretamente para as células das microalgas e, possibilitando o seu
uso como meio de cultura (SAHU et al., 2002; SIPAUBA-TAVARES et al., 2009,
2015, 2017, 2018). O uso de meios de cultura alternativos além de reduzir os custos
de producao pode fornecer os nutrientes necessarios para o desenvolvimento da
microalga auxiliando no aumento da biomassa. Quando cultivada em meios
alternativos, como por exemplo, de extratos de macroéfitas (ME), proporciona maior
producdo especifica de determinados nutrientes, como também o aumento nas
concentracdes de lipidios e proteinas barateando o custo de producdo e mantendo
a qualidade nutricional da microalga (SIPAUBA-TAVARES et al., 2018, 2019).

Portanto, um dos fatores que impede a producao em larga escala de microalgas
com vantagens comerciais, é o custo de energia e do meio de cultura, uma vez que
as microalgas necessitam de luz e nutrientes para seu crescimento. Produzir
microalgas com baixo custo e elevada biomassa com alto valor nutricional sao
tecnologias a serem adotadas nesta area da ciéncia, assim, pesquisas voltadas na
utilizacdo de novos residuos e subprodutos para formulacdo de meios de cultura
alternativos e reducédo de energia, por meio do fotoperiodo mais adequado para o
cultivo de microalgas, sdo essenciais na viabilizagdo do cultivo, gerando novos
protocolos metodoldgicos para producdo de biomassa algal (SIPAUBA-TAVARES,
2013).
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1. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Avaliacédo geral das microalgas

O termo microalga é aplicado para descrever um conjunto diversificado de
organismos fotossintéticos podendo conter espécies unicelulares ou multicelulares
com ampla diversidade de caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas (BICUDO &
MENEZES, 2016). As microalgas possuem rapido crescimento populacional,
apresentando papel importante na ciclagem de nutrientes afetando também, no
balanco do pH dos sistemas aquaticos pela remoc¢éao do dioxido de carbono, além da
producédo de oxigénio (HOFF & SNELL, 1997). As microalgas possuem alta
capacidade fotossintetizante, capazes de converter a energia solar em biomassa,
com alta eficiéncia, sendo esta quase cinco vezes maior quando comparada com a
eficiéncia fotossintética de plantas arbdreas dentre outras (THOMAS et al., 1984).
Sdo extremamente resistentes as condicdbes ambientais, destacadas como
importantissimas constituintes e produtoras primarias da cadeia tréfica de um
ecossistema, e, responsaveis pela maior producdo de oxigénio presente na
atmosfera terrestre (PRIYADARSHANI & RATH, 2012).

Sao organismos eucarioticos, compondo um grupo extremamente
heterogéneo, possuindo uma distribuicao biogeografica por todo o mundo e podendo
ser encontradas ndo sé em ambientes aquaticos, como solos Umidos. A grande
maioria € considerada organismos de vida livre e possuem a capacidade de
formarem col6nias, destaca-se o fato de algumas espécies serem capazes de viver
em associacdo simbidtica com outros organismos (RAVEN, et al., 2001;
TOMASSELI, 2004).

Esses organismos apresentam formas e tamanhos variados, as formas néo
moveis possuem uma tendéncia maior a afundarem, caso precisem permanecer na
zona fética para fixar fotossinteticamente razoaveis quantidades de carbono que
compensem as perdas na respiracao. Diante disso, quanto maior for o tempo que a
microalga permanece na zona fética, maior sera o incremento potencial de biomassa
desse organismo. Mediante isso, a saida definitiva dessa zona fética significa a
possivel morte da microalga, ocorrendo, portanto, a liberacdo de nutrientes pela
célula (SIPAUBA - TAVARES & ROCHA, 2001).
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O crescimento fototréfico das microalgas requer luz, COz2, agua, nutrientes,
biomassa rica em lipidios, proteinas e acucares (CECCHIN, et al., 2018). Considera-
se que a disponibilidade de carbono organico geralmente provoca uma diminuigao
na concentracao de clorofila e mudancas em outros pigmentos. O armazenamento
de nitrogénio intracelular pode estar na forma de aminoacidos, compostos amino,
nitrato, amonio, proteina e clorofila (WAGENEN, et al., 2015).

As taxas de crescimento das células das microalgas sdo afetadas por uma
combinacdo de inUmeros fatores, dentre eles destacam-se a intensidade de luz,
fotoperiodo, temperatura e nutrientes, por entre outros. A intensidade luminosa é
uma componente essencial da fotossintese participando da etapa fotoquimica em
gue possibilita a sintese de oxigénio e de carboidrato a partir do diéxido de carbono
(CORREA, 2015), sendo a intensidade luminosa um fator limitante que podera
acarretar mudancas no crescimento, bioquimica e metabolismo da microalga
(JANSSEN et al, 2003). Tanto em ambiente natural como em sistemas de cultivo (“in
door” ou “outdoor”), as microalgas sofrem influéncia de fatores bioticos e abioticos e
de fatores operacionais em sistemas de cultivo (SIPAUBA-TAVARES, 2013). A

Tabela 1 mostra alguns desses fatores que interferem no desempenho da microalga.

TABELA 1. Fatores que influenciam na taxa de crescimento da microalga
(LARSDOTTER, 2006).

Fatores Parametros

Abidticos Luz (qualidade, quantidade)
Temperatura
Concentracao nutricional
02, CO;
pH
Salinidade
Toxicidade

Bioticos Patégenos (Bactérias, fungos, virus)
Predacdo por zooplanctons
Competicdo interespécies

Operacionais Mistura
Taxa de diluicdo
Profundidade
Adicao de bicarbonato
Frequéncia de coleta
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As microalgas sé@o consideradas como 0 maior grupo de organismos Vivos e
sdo comumente classificados de acordo com suas caracteristicas morfologicas,
cloroplastos e tipos de pigmentacao, composicao bioquimica, estrutura celular, ciclo
de vida e a sequéncia genética (ANDERSEN & THRONDSEN 2004).

Algumas estimativas calculam aproximadamente em torno de 40.000 espécies
de algas presentes no mundo (WILSON, 1992). Segundo Menezes & Bicudo (2009)
h& em torno de 5.614 espécies ja catalogadas no Brasil. Distribuidas em 3.689
espécies epicontinentais (164 Cyanobacteria, 50 Rhodophyceae, 10
Prasinophyceae, 700 Chlorophyceae, 875 Charophyceae, 370 Euglenophyceae, 42
Dinophyceae, 20 Cryptophyceae, 1200 Bacillariophyceae, 10 Raphidophyceae, 2
Prymensiophyceae, 14 Chrysophyceae, 40 Synurophyceae, 62 Xanthophyceae), e
1.925 marinhas (164 Cyanophyceae, 455 Rhodophyceae, 2 Prasinophyceae, 223
Ulvophyceae, 6 Euglenophyceae, 296 Dinophyceae, 653 Bacillariophyceae, 2
Raphidophyceae, 92 Phaeophyceae,27 Prymnesiophyceae, 5 Dictyocophyceae)
(Figura 1).
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FIGURA 1. Numero de espécies de algas, ordenado por ambiente e classe
taxondmica (BICUDO et al., 2010).
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Existe uma enorme diversidade de géneros e espécies que agrupam as
microalgas em uma determinada classe de acordo com suas caracteristicas e ao
sequenciamento genético, no passado a divisdo por classes era baseada no tipo
de pigmento e ndo nos aspectos de estrutura bioldgica e bioquimica (BEN-AMOTZ
et al., 2009) (Tabela 2).

TABELA 2. Numero de géneros, espécies, categorias infraespecificas e tdxons
endémicos de algas, ordenado por classe taxondmica (BICUDO et al., 2010).

CLASSES GENEROS ESPECIES SUR-ESPECIES VARIEDADES
TOTAL | ENDEMICOS | TOTAL | ENDEMICAS | TOTAL | ENDEMICAS | TOTAL | ENDEMICAS

Cyanophyceae 89 0 208 3 0 0 1 0
Rhodophyceae 153 2 402 6 3 0 14 2
Prasinophyceae R 0 15 0 0 0 0 0
Chlorophyceae 88 0 319 2 0 0 80 0
Charophyceae 35 0 419 1 3 0 279 19
_Euglenophyceael 0 311 13 0 0 213 15
Dinophyceae 65 0 374 0 0 0 0 0
Cryptophyceae 9 0 35 3 0 0 2 0
Bacillariophyceae 163 0 888 5 0 0 320 0
Raphidophyceae 6 0 9 0 0 0 0 0
Prymnesiophyceae 46 0 33 0 0 0 0 0
Chrysophyceae 17 0 43 3 0 0 2 0
Synurophyceae 3 0 42 0 0 0 15 1
Xanthophyceae 28 0 7l 2 0 0 4 0
Phaeophyceae 48 0 94 2 0 0 14 0
Ulvophyceae 49 0 170 2 2 0 23 0
Dictyocophyceae 2 0 4 0 0 0 0 0

As microalgas por serem fontes de micronutrientes, vitaminas, 6leos e elemento
traco para toda comunidade aquética, sdo de grande importancia na producéo e
balanco de oxigénio dissolvido na agua, no uso como alimento e nas diversas areas
da industria e da agroindustria. Algumas espécies de microalgas chegam a
absorver dez vezes mais carbono quando comparada com espécies de plantas
terrestres (CHISTI, 2007).

Assim, o interesse no cultivo de microalgas vem crescendo muito nos ultimos
anos em funcdo do mudltiplo uso desses microrganismos incrementando o
conhecimento da biologia das diferentes espécies, favorecendo posterior producao
em ambientes controlados e viabilizando protocolos metodologicos na producéo de
biomassa algal (SIPAUBA-TAVARES, 2013).
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2.2 Importancia da luz no cultivo e manutencao das microalgas

O interesse em cultivar microalgas chama atencdo em relacdo ao valor
comercial dos produtos extraidos e a ampla variedade de aplicacdes. Microalgas
assimilam os nutrientesincorporando-os a sua biomassa, obtendo um produto
nutricionalmente rico, podendo ser utilizadas como suplemento em diversas
areas. A producéo de nutrientes e metabdlitos varia ao longo do crescimento da
microalga, produzindo nutrientes necessarios ao seu metabolismo (GULDHE et
al., 2017).

Em cultivo laboratorial sdo comumente utilizadas luzes artificiais que sao de
facil controle, com maior incidéncia e homogeneidade no cultivo, jA que a
iluminacdo ao atingir todos os angulos do recipiente propicia oportunidade as
células absorverem mais energia para a fotossintese. Com o controle da
luminosidade € possivel retardar ou acelerar o crescimento da microalga,
modificando os metabolitos gerados (SIPAUBA- TAVARES & ROCHA, 2001).
Sob alta intensidade luminosa os pigmentos sdo, em sua maioria, produzidos em
maior quantidade e modificam sua funcéo de pigmento acessorio para protecao
da clorofila-a, estabilizando o aparato fotossintetizante. Além disso, as espécies
de microalgas podem utilizar a alta disponibilidade de luz para acumular lipidio e
proteina, incrementando a taxa de crescimento em resposta ao estresse
(KRZEMINSKA et al., 2015). Entretanto, se a microalga for exposta ao excesso
de luminosidade, em que seu sistema de defesa ndo seja mais efetivo, podera
ocorrer a foto-inibicdo, ou seja, a inibicAo da fotossintese provocada pelo
excedente de luz. Além disso, a abundancia de luminosidade podera gerar a foto-
oxidacdo, provocado pela formacdo de peroxido de hidrogénio, ocasionando a
morte das células (CORREA, 2015).

A escolha do regime de cultivo (fotoautotroéfico, heterotrofico ou mixotrofico)
€ uma ferramenta que pode auxiliar no desenvolvimento da microalga, no
entanto, algumas microalgas ndo tém desempenho satisfatorio em um
fotoperiodo com audséncia de luz. A iluminacéo e o uso de ciclos de luz, também
sao fatores que podem acelerar ou reduzir as taxas de crescimento e alterar a
composi¢do bioquimica da microalga cultivada (CORREA, 2015).0 cultivo em

condicbes fotoautotréficas tem como principal caracteristica a necessidade de

iluminagéo. Nesta condigcdo de cultivo é comumente adotada em 12 horas de
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escuro e 12 horas de luz, ou 8 horas de escuro e 16 horas de luz, ou continua 24
horas de luz, de acordo com cada espécie e a forma com que se adequa a cada
ciclo de luz (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001).

A luz € um dos mais importantes parametros que afetam o crescimento
algal. A intensidade da luz e o fotoperiodo desempenham um papel
importantissimo para o crescimeno e distribuicdo das algas, variando os
requisitos e especificidades para cada espécie. As condi¢cbes e densidade das
culturas de producao das algas, somado ao regime de luz, incluindo flutuacdes
na intensidade e fotoperiodo, sdo um dos principais fatores que influenciam o
crescimento e a composicao bioquimica das microalgas (WAHIDIN et al., 2013).

Fotoperiodos ou ciclos claro/escuro em diferentes fases de crescimento
apresenta efeito significativo na composicdo lipidica das algas, conforme
demonstrado por Brown (1996). Considerando o fato de que a quantidade e
gualidade de luz determinam a energia disponivel aos organismos fotossintéticos
para que possam conduzir suas atividades metabdlicas (LATASA, 1995).

Diversos estudos com varios grupos de microalgas sugerem que em resposta
ao aumento ou diminuicdo da intensidade da luz, diversos pigmentos, acidos
graxos insaturados, carboidratos e conteudo de proteinas mudam nesses
organismos (BOULUS et al., 2007).

Considera-se que a luz e a energia quimica, atuam juntas como formas de
auxiliar no aumento da concentracao da biomassa no cultivo. Somado a isso, tem
sido estudado que o lipidio metabolizado na microalga € afetado pelas mudancas
nas fontes de carbono, na intensidade de luz e nos fotoperiodos (MONDAL et al.,
2017). Inimeros estudos descrevem os impactos dos ciclos claro/escuro na
producédo microlgal, dentre estes, podemos destacar o desenvolvido por Eppley et
al. (1974) em que descreveram oscilacdes na densidade celular em cultivos com
limitacdo por nitrogénio com ciclos de claro/escuro. Sistemas de producdo em
larga escala principalmente, em ambientes abertos, aproveitam a incidéncia
natural de luz solar (YOO et al., 2010).

Uma solugéo para otimizar o cultivo de algumas espécies de microalgas é
0 uso de ciclos de luz (claro/escuro) que desempenham importante funcéo e sao
diretamente ligados a sintese de compostos organicos e no consumo dos

nutrientes, afetando diretamente ataxa de crescimento e produtividade de acordo
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com o tempo de fotoperiodo(SINGH et al., 2015). Ciclos de luz (claro/escuro)
apresentam interacfes diretas com o metabolismo celular, taxa de absorcéao e
controle de fotons, interagbes com o aparato fotossintético e a dindmica
energética das microalgas (TAKACHE et al., 2015).

Um dos pilares mais importantes no cultivo de microalgas é o controle da
iluminacéo artificial fluorescente. Para isso, uma luz adequada para cada espécie
deve ser implementada em seu respectivo ambiente de cultivo. A luz difusa
geralmente é insuficiente para proporcionar crescimento adequado das
microalgas, exceto espécies com afinidades por ambientes de baixa intensidade
de luz, como por exemplo, Cyanobacteria (JEFFREY et al., 1997). Poderdo ser
utilizadas como formas de iluminacéo a luz fria, a luz branca quente ou luz do dia
(LOURENCO, 2006).

A luz é considerada o principal fator que afeta o crescimento das microalgas
em ambientes controlados, porém, fatores fisicos e quimicos como temperatura e
disponibilidade de nutrientes também interferem no desenvolvimento das
microalgas (BROWN et al., 1997).

A luz atua como fonte de energia em sistemas de cultivo e a intensidade a
ser utilizada é de grande importancia na produtividade algal sendo que a taxa de
luminosidade fotossintéticamente ativa nas microalgas encontra-se nos
comprimentos de onda entre 400 a 750nm (WILHELM & JAKOB, 2011).

Os fotons sdo fontes de energia celular e a intensidade da luz regula a
mudanca entre o metabolismo autotréfico e heterotréfico, geralmente um dos
fatores limitantes e, para cada célula h4 uma intensidade luminosa e intervalos de
comportamento de onda eficazes que induzem a biomassa algal (PULZ &
SCHENIBEN-BOGEN, 1998).

2.3. Aspectos gerais do cultivo de microalgas

Nos cultivos de microalgas, nutrientes devem ser utilizados nas formulagcbes
dos meios de cultura, como fontes de carbono, nitrogénio, micronutrientes,
vitaminas e oligoelementos (SINGH et al., 2015). Dentre estes elementos
disponiveis no meio de cultura, alguns sdo considerados nutrientes essenciais
para o crescimento das microalgas. O fato de determinado elemento estar

presente na composicdo da microalga ndo indica que este elemento seja
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essencial para o seu desenvolvimento. Os elementos sdo considerados
essenciais quando sua deficiéncia afeta diretamente o metabolismo algal, sendo
esse elemento insubstituivel para o desempenho de determinada funcéo
metabdlica, e este elemento deve estar diretamente ligado a nutricdo da
microalga independente de seus efeitos de otimizacdo de cultivo (EPSTEIN &
BLOOM, 2006).

Atualmente, diversas espécies de microalgas sdo produzidas
comercialmente, favorecendo financeiramente diversos areas, tais como a
aquicultura, industria farmacéutica, de alimentos, cosméticos, dentre muitos
outros (METTING et al., 1988).

As microalgas se reproduzem muito rapidamente, acabam gerando
produtos em um curto periodo de tempo devido a elevada biomassa. A
produtividade da microalga pode ser de 10 a 100 vezes maior do que os cultivos
agricolas tradicionais, chamando a atencéo de setores que necessitam de grandes
quantidades de matéria-prima, tais como o setor de biocombustiveis. (LOURENCO,
2006).

As culturas de microalgas podem ser axénicas, ou seja, cultura com apenas
uma unica espécie ou cepa e livre de todos os contaminantes; e nao-axénicas, sao
culturas desprovidas ou ndo de bactérias ou fungo. Para o cultivo adequado e
duradouro das microalgas deve ser aplicada técnicas de isolamento, purificacao e
manutencdo das cepas, além de um amplo conhecimento sobre a fisiologia das
espécies, ciclos de vida, fotoperiodos, bioquimica, dentre muitas outras
caracteristicas. Por meio disso, condi¢cdes favoraveis de cultivo podem ser
implementadas por especialistas na area visando uma otimizacao da producéo de
microalgas (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001).

Em geral, o in6culo da microalga vem de uma populacdo natural coletada
com material especifico. O isolamento das células passa por varios processos de
lavagem (6 a 12 vezes) utilizando ponta da micropipeta ou capilar e colocado em
placas de vidro escavada contendo o meio de cultura comercial especifico para a
microalga em questdo. Todo esse procedimento é realizado sob um microscépio e
0 material € esterilizado em autoclave antes do uso para o isolamento da microalga
(SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001).
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Para assegurar a homogeneidade, as culturas devem ser iniciadas de um
clone preparado de uma unica célula, ou de um simples filamento de poucas
células, ou de um pedaco de talo (HOFF & SNELL, 1997).

Apés a lavagem e separacao das células em cada depressao da placa
escovadas, deve ser verificado cuidadosamente se ndo ocorre contaminacao, fazer
varias lavagens com meio especifico para a microalga, sempre sob um
microscopio. Posteriormente, cada célula é colocada em tubo de ensaio quando o
meio de cultura é liquido, quando sdélido em placas de Petri e, deixar crescer no
cepario sob iluminacdo e temperatura adequadas para a microalga. Caso seja
necessario, aumentar o volume da cultura, esse tem que ser gradativo até o volume
desejado. (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001)

Todo esse processo passa sempre por uma assepsia, para evitar
contaminagao. Em ambiente “indoor” (laboratério) os volumes sdo menores do que
o “outdoor” (sistema aberto), e a contaminagdo também € menor, pois todo o
material passa pela Camara de assepsia e também, a vidraria utilizada é
esterilizada em autoclave. (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001). A Figura 2,
mostra os diferentes equipamentos e materiais utilizados na separacao do clone e
manutenc¢ao da cultura em laboratério.

Importante ressaltar que em um cultivo de microalgas deve ter sala
especifica para manutencéo das cepas. No laboratério de Limnologia e Producgéo
de Plancton, localizado no CAUNESP, esta sala contém cepas em tubo de ensaio
e também, em diferentes volumes que variam de 10ml a 13L, com temperatura e
luz adequada para manutencéo das microalgas cultivadas. O volume em que sao
mantidas as microalgas vai depender do tipo de procedimento realizado. Neste
laboratério, existem duas espécies de Chlorophyceae (algas verdes) Messastrum
gracile e Haematoccocus pluvialis, a aeracdo dos meios é constante para
disponibilidade de COg2, evitar a sedimentacdo das microalgas no fundo do
recipiente e, consequentemente, a morte das células (SIPAUBA-TAVARES, 2013)
(Figura 3).
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FIGURA 2. Equipamentos e materiais utilizados na separacdo e manutencdo das microalgas
em sistema de cultivo, onde: (A) Microscopio, placa de petri, capilar, tubos de ensaio, entre
outros; (B) Laminas escavadas; (C) Microalgas separadas em meio sélido e liquido; (D)
Microalgas em tubos de ensaio com meio de cultura liquido; (E) Microalga em erlenmeyer de
2L em meio liquido; (F) Autoclave para esterilizacdo dos meios de cultura; (G) Camara de
assepsia contendo os meios de cultura com bico de bunsen. (Imagens cedidas pela Prof?.

Dra. Lucia Helena Sipaljba-Tavares).

FIGURA 3. Imagens do cepario do Laboratorio de Limnologia e Producdo de Plancton
(Caunesp), onde: (A) cultivo em volume 2L; (B) cultivo em “Carboy” de vidro e cubas de fibra
de vidro transparente; (C) cultivo em saco plastico; (E) cultivo em Carboy de vidro; (D) cultivo
em cuba de vidro. (Imagens cedidas pela Prof?. Dra. Lucia Helena Sipauba-Tavares).
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A partir do cultivo microalgal obtém-se os produtos metabdlicos tais como
proteinas, carboidratos, acidos nucléicos, vitaminas e lipideos (DERNER et al.,
2006; MALLICK et al., 2012; SPOLAORE et al., 2006). Para um cultivo efetivo em
laboratério, faz-se necessario a adequacdo dos fatores fisicos, de nutricdo e
quimicos para a otimizacdo do crescimento da microalga. Em relacao aos fatores
fisicos entre os principais estédo a luz, a temperatura e a aeracao; entre os fatores
de nutricdo, pode citar o carbono, nitrogénio, fosforo, silica, ferro e micronutrientes;
e os fatores quimicos, destaca-se o controle adequado do pH (SIPAUBA-TAVARES
& ROCHA, 2001).

No cultivo aberto “outdoor” a luz € natural, ja no cultivo em laboratério (cultivo
‘indoor”) a luz pode ser por lampadas de led; por luz filtrada quando se tem uma
parede de vidro ou acrilico ou quando o cultivo é dentro de uma estufa coberto por
material transparente facilitando a penetracéo de luz. Em cultivo “indoor” os tanques
ou recipientes para producdo em larga escala sédo transparentes possibilitando a
penetracdo de luz (SIPAUBA-TAVARES et al., 2011).

A penetracéo da luz durante o cultivo € um relevante fator para o cultivo em
massa, pois sua incidéncia durante a producéo algal pode ser insuficiente para a
realizacdo da fotossintese sendo neste caso muito importante a forma e a
profundidade do recipiente para que a incidéncia da luz possa penetrar de forma
adequada para o vigoroso crescimento da microalga (SIPAUBA-TAVARES et al.,
2011).

A temperatura é capaz de alterar significativamente a taxa metabdlica dos
organismos, e a maioria das algas cultivadas desenvolvem-se entre 10°C e 35°C,
com um 6timo crescimento proximo da variagdo de temperatura 15°C e 25°C. Em
cultivos controlados, os meios de cultura possuem 0s nutrientes necessarios para
o crescimento adequado das espécies de microalgas. O crescimento adequado da
microalga em meio de cultura € dependente do balanc¢o de nutrientes e a adi¢céo de
complexo vitaminico (KAEWPINTONG et al., 2007).

A grande maioria das microalgas apresenta rapido crescimento quando em
condi¢gbes adequadas de cultivo. No entanto, durante o seu crescimento passam
por uma fase de adaptacdo as condicdes de cultivo para depois aumentar a
biomassa até um determinado ponto, onde o meio diminui as reservas de macro e

micronutrientes devido a absor¢do da microalga e, esta tende primeiramente, a
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reduzir e posteriormente, estabilizar o crescimento para em seguida declinar pois
nao existe nutrientes no meio de cultura suficiente para manter elevada biomassa.
Assim, o crescimento da microalga apresenta 5 fases distintas que s&o (SIPAUBA-
TAVARES & ROCHA, 2001):

e Fase de inducdo ou lag: maioria das células € considerada viavel,
porém ndo estdo em condi¢cdes para se dividirem. Neste caso necessita-se do
equilibrio do acido glicélico (CH20H.COOH) no meio para que os produtos da
fixacdo do carbono se tornem disponiveis ao crescimento;

e Fase exponencial ou log: as células estdo se dividindo de forma
regular em uma taxa constante, sendo que esta taxa varia de acordo com a espécie
e nesta fase a taxa de crescimento € maxima;

e Fase de reducdo do crescimento: as células desses organismos
requerem nesta fase maior tempo para a duplicacéo celular, e isso faz com que
reduza a taxa de crescimento. Principalmente, devido a diminuicdo na
disponibilidade de nutrientes do meio, fatores ambientais (pH, temperatura, etc.)
reduzindo por consequéncia a atividade fotossintética. Esta fase também podera
ocorrer por conta da elevacdo da densidade populacional, o que acarreta um auto-
sombreamento por conta da disponibilidade de luz para cada unidade celular;

¢ Fase estacionaria: a populacdo microalgal ndo aumenta, por conta da
taxa de crescimento ser compensada pela taxa de mortalidade. Podemos
considerar que a exaustao de nutrientes (Nitrato, Ferro e Fosfato), ou até mesmo
por conta da diminuicdo do CO2 ou do O, além disso, até mesmo a altera¢do no
pH do meio.

e Fase senescente ou de declinio: fase que apresenta maior taxa de

mortalidade do que a taxa de reproducao.
Na Figura 4 segue o desenho esquematico da curva de crescimento das

microalgas com as diferentes fases e a demonstracdo da biomassa algal ao longo

da curva de crescimento.
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FIGURA 4. Diferentes fases da curva de crescimento da microalga (A); e a
respectiva biomassa em cada fase da curva (B). (Adaptado de Sipauba-Tavares &
Rocha, 2001).

2.4. Meio de cultura

A producéo biotecnoldgica de microalgas é mundialmente conhecida como
uma das maiores fontes de diferentes produtos naturais, na producédo de
proteinas, vitaminas, e minerais entre outros. Para isso, SA0 necessarios meios
de cultura em larga escala, equipamentos adequados e pessoas qualificadas para
atingir uma otima producéo, aumentando cada vez mais o custo da producao.
Visando isso, faz-se necessario estudos que investigam a utilizacdo de formas
alternativas capazes de disponibilizar diversos nutrientes para o cultivo microalgal,
reduzindo o custo da producdo (CABRALES & GONZALES, 2004).

Um dos maiores problemas nos sistemas de cultivo de microalgas € o

elevado custo de producéo dos meios de cultura utilizados, sendo assim, o0 uso
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de meios de cultura alternativos tém sido propostos como forma de reduzir os
custos de producéo e substituir as formulacdes comercias que sdo produzidas a
partir de reagentes, obtendo condi¢gbes similares em relacdo ao desenvolvimento,
crescimento e valor nutricional. Algumas técnicas e metodologias podem ser
empregadas no cultivo de microalgas afim de reduzir o tempo e manter uma
densidade celular adequada. O uso de meios de cultura alternativos além de
reduzir os custos de producédo, pode fornecer os nutrientes necessarios para o
desenvolvimento da microalga e auxiliar na maxima produtividade. Alguns
autores evidenciam que o uso de fertilizantes inorganicos na formulacao de meios
de cultura € uma fonte viavel e de baixo custo, atuando de forma eficiente no
desenvolvimento de algumas espécies de Chlorophyceae, uma vez que estes
fertilizantes apresentam concentragdes conhecidas e elevados teores de
nitrogénio, fosforo e potassio (CAMPANA-TORRES et al., 2012).

Existem cerca de 30 elementos essenciais para 0 crescimento e
composi¢cdo quimica das microalgas, sendo que a quantidade e 0s elementos
irdo variar conforme a espécie cultivada (SANTOS & PIRES, 2018).

O meio especifico para cada espécie de microalga, vendido no mercado
denominado meio comercial, ird depender do tipo de ambiente que a espécie
provém. Aquelas provenientes de ambientes mais eutréficos como algumas
Chlorophyceae, o meio comercial CHU12 contém nutrientes necessarios ao seu
desenvolvimento (RIBEIRO et al., 2020).

Mesmo que cada espécie tenha um requerimento de macro e
micronutreintes diferentes nos diversos sistemas de cultivo existentes, de modo
geral os compostos limitantes em relacéo ao crescimento celular das microalgas
sdo carbono (C), nitrogénio (N), fosforo (P) e ferro (Fe) (GONCALVES et al.,
2019).

O balanco de nutrientes varia de acordo com as condi¢gdes de cultivo,
podendo ou ndo serem considerados fatores limitantes ou controladores. A
microalga utilizada neste trabalho, Messastrum gracile (Chlorophyceae),
comumente cultivada em meio CHU12, também pode ser cultivada em meio de
fertilizante inorganico (20:5:20) de extrato de macréfita (ME) (SIPAUBA-
TAVARES & PEREIRA, 2008; SIPAUBA-TAVARES et al., 2009; 2011; 2017;
2018; TEDESQUE et al., 2021).

26



Maria Julia Gongalves Breda Prof2. Dra. Lucia Helena Sipauba-Tavares

Meios a base de fertilizantes inorganicos como o NPK, tem sido utilizado
amplamente com resultados similares ou melhores que o meio CHU1z2,
promovendo elevada biomassa e valor nutricional (SIPAUBA-TAVARES et al.,
1999, 2011, 2015, 2017, 2020; TEDESQUE et al., 2021).

Outro meio alternatico que tem promovido um o6timo crescimento, valor
nutricional e de baixo custo, € o meio com extrato de macrofita (ME) desenvolvido
no Laboratério de Limnologia e Producéo de Plancton (SIPAUBA-TAVARES et
al., 2009).

O uso de planta aquatica em substituicdo aos meios de cultura comerciais
pode ser uma ferramenta adotada por conter elevadas concentracées de
nitrogénio, fésforo, magnésio, manganés, cobre, zinco entre outros compostos,
disponibilizando diretamentepara as células das microalgas e possibilitando o
seu uso como meio de cultura (SAHU, 2002; SIPAUBA-TAVARES et al., 2009,
2015, 2017)

Varios trabalhos (SIPAUBA-TAVARES et al., 2011, 2015, 2017, 2018,
2020; TEDESQUE et al., 2021) demonstraram a eficacia da planta aquatica
Eichhornia crassipes como meio de cultura para as microalgas Messastrum
gracile e Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae).

As plantas aquaticas possuem uma diversidade de func¢des atuando como
produtores primarios; servem de alimento para peixes, aves, mamiferos aquaticos;
liberadores de nutrientes no ambiente por meio da sua decomposicao; sao bercario
para uma vasta diversidade de organismos e microrganismos aquaticos ou que
vivem na coluna d’agua; proporcionam sombreamento, o que é fundamental para a
protecdo dos organismos contra as altas intensidades de radiacdo solar; possuem
importancia econémica (fertilizantes, meios de cultura, recuperacdo de ambientes
eutrofizados, matéria prima para remédios e utensilios, plantas ornamentais em
lagos artificiais, etc.); podem ser hospedeiras de bactérias fixadoras de nitrogénio
e por fim sdo fundamentais para a manutencdo da biodiversidade de diversos
ambientes presentes nos ecossistemas aquaticos (ESTEVES, 2011).

A planta aquatica Eichhornia crassipes pertence a familia Pontederiaceae,
sendo caracteristica das regides tropicais e, particularmente conhecida como

aguapé, baronesa e ou camalote (MUKUNO, 1985) (Figura 5).
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Figura 5. Imagem da planta Eichhornia crassipes. Fonte: <https://www.ufrgs.br/flora

Campestre/eichhornia-crassipes-aguape/>.

Microalgas crescidas em meio de cultura com disponibilidade ampla de
nutrientes sdo bem diferentes de ambientes com nutrientes limitados. O
crescimento das microalgas e o valor nutricional séo resultados do tipo de condi¢cdo
de cultivo com um meio de cultura que forneca nutrientes suficientes para o
desenvolvimento de elevada biomassa (UGWU et al., 2008).

O uso do meio de macrofita tem que levar em conta alguns cuidados como
o local de coleta da planta, pois como produtora primaria absorve da agua grande
parte dos compostos presentes. Assim, recomenda-se o cultivo desta planta em
local apropriado e limpo para uso como meio de cultura. Em relacdo ao meio com
extrato de macrofita (SIPAUBA-TAVARES et al., 2009) e o0 meio CHU12 (CHU,

1942) segue na Tabela 3 a composi¢cdo dos macro e micronutrientes.
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TABELA 3. Composi¢do (gL?) dos nutrientes e vitaminas nos meios CHU12 e
extrato de macrofita (SIPAUBA-TAVARES et al., 2009).

Constituintes NPK CHU12 *Macrofita + NPK
(gL (gL (gL”)
P>O5 2.5 . -
K20 10 - -
N 10 - 0,095
) - - 0,091
C - - 0,199
Mn - - 0,06
Mg - - 0,003
Fe - - 2,18
K - - 0,056
Ca - - 0,001
Cu - - 0,05 mg
Vit B; (tiamina) 0,007 - 0,007
Vit B> 0,007 - 0,007
Vit Bg 0,005 0,085 0,005
Vit Bi2z 33 ug - 33 ug
Vit H (biotina) 0,01 mg - 0,01 mg
Ca(NO3)2 = 3,0 -
Na2C03 - 2,0 -
KCL - 0,5 -
K2SiO - 0,5 -
MgS0O.7H.0 - 7.5 -
KsHPO, - 0,5 -
FeCl; - 0,05 -

- = N&o presente no meio.

Existem uma enorme diversidade de meios de cultura no entanto, 0 meio a
ser utilizado é aquele em que a microalga cultivada melhor se adapta. Alguns meios
alternativos utilizados no cultivo como: residuos de vinhaca da cana-de-aguUcar
(URQUIAGA et al., 1995), esgoto doméstico (PIPES & GOTAAS, 1960), despejos
industriais tratados (JUSSIAK et al., 1984), residuos de suinocultura (FIORESI &
SIPAUBA-TAVARES, 2008; TRAVIESO et al., 2006), efluentes de biodigestores
(RODULFO, 1980), entre outros.

Em cultivos controlados, os meios de cultura oferecem nutrientes
necessarios para o crescimento de cada espécie, sendo o nitrogénio, fésforo e
potassio, fundamentais na maioria dos meios, tanto para espécies de agua doce

como para as espécies marinhas (YAMAGUCHI, 2008).
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2.5 Aplicacdes e producao de microalgas

A cultura de microalgas em laboratorio tem cerca de 140 anos
(BOROWITZKA, 2013), e na década de 50 o cultivo microalgal em larga escala
comecou a se estabelecer, com o objetivo na producéo de proteina, sendo que um
dos primeiros pesquisadores a cultivar microalgas para uso na alimentacéo foram
Spoehr & Milner (1949) e Cook (1951). Ja nos anos 1955 e 1970, houve um impulso
no cultivo microalgal, em funcdo das pequenas construcdes de laboratorios, com
cultivo dos géneros Chlorella sp. e Scnedesmus sp. de facil producédo de biomassa
e posteriormente a producdo microalgal foi ganhando espaco em varias partes do
mundo. (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001).

O Brasil, além do fato de apresentar rica diversidade de microalgas, possui
uma area extremamente favoravel para o cultivo desses microrganismos, sendo
importante na bioproducédo, incrementando a economia deste setor (EMBRAPA
AGROENERGIA, 2016).

Para se obter sucesso no cultivo de microalgas é necessario conhecer a
morfofisiologia, 0 metabolismo e as condi¢des ideais de cultivo para cada espécie,
visando otimizar o cultivo (processo ou produto), determinando especialmente os
fatores que controlam o crescimento e o metabolismo (SOUZA, 2016).

Visando a producdo em massa de microalga em sistema fotoautotréfico, na
década de 70, Goldman impulsionou a tecnologia na producdo de microalgas
marinhas. No Japdo, a producdo microalgal cresceu apdés a segunda guerra
mundial, trazendo subsidios para a bioengenharia no cultivo de Chlorella
(SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001).

Israel, na década de 50 adicionou no cultivo em larga escala a utilizacdo de
COgq, a circulacdo e a luz artificial. Na Franca, a producao esteve voltada para a
obtencdo de pigmentos excretados pela Spirulina sp. Na RuUssia, ha uma maior
producédo de Chlorella sp., juntamente com as algas azuis tais como a Anabaena
variabilis e Spirulina platensis. Ja no Brasil, o cultivo de microalgas marinhas
inicialmente ocorreu por volta da década de 80, e, no caso das espécies de agua
doce grande parte estdo voltadas para o cultivo laboratorial, dando suporte para
indmeras pesquisas (GIANI, 1991; SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 1993;
MACEDO, 1999).
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No ano de 1999, a producdo microalgal com destino a utilizagcdo na
aquicultura alcancou 1.000 t em relacdo a producdo mundial de organismos
aquaticos, esta producéo proporcionou um total de 43x10°t para animais e plantas
(MULLER-FEUGA, 2004).

Diante do amplo mercado de produtos derivados das microalgas, por volta
dos anos de 2004 a 2013, a producdo anual mundial de biomassa microalgal
triplicou, atingindo uma marca de 15 mil toneladas/ano (peso seco) (EMBRAPA
AGROENERGIA, 2016).

As microalgas devido sua ampla utilizacdo podem ser fornecidas como,
alimento a porcos, aves domésticas, ruminantes, componentes para racoes,
auxiliam na cultura microbioldgica, cultivos industriais, além de serem excelentes
estimulantes do crescimento de plantas (principalmente, por conta da presenca de
horménios: auxinas, giberelinas, citoquinina, entre outros). Diante dos diversos
exemplos, os géneros mais utilizados s&o Chlorella e Scenedesmus na estimulagéo
do crescimento de leveduras (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001).

Ha diversas alternativas na utilizagcdo da cultura microalgal, além de fins
alimenticios, podemos destacar a biologia da conservacdo da energia solar
(estocagem de energia), fermentacéo (producdo de metano), tratamento de aguas
residuais, extracdo de diversos produtos, tais como alginas, pigmentos, e somado
a isso podemos destacar a aquicultura (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001).

Uma outra aplicabilidade das microalgas € a producédo de biocombustivel
gue ja vem se desenvolvendo desde 1970, em funcao da alta producéo de lipideos
pelas microalgas. Os 6leos sintetizados no interior das células algais ao serem
extraidos podem ser utilizadas em processos de transesterificacdo e obtencéo de
biodiesel (GONG & JIANG, 2011; PEREZ-GARCIA et al., 2011). Em principio, a
queima dos biocombustiveis ndo interfere no balanco do gas carbdnico da
atmosfera, pois as plantas consomem, em sua formacgédo, através da
fotossintese, a mesma quantidade de CO2 que irdo liberar quando de sua
utilizacdo como combustivel. (CARVALHO, 2006). Com isso, a emissao liquida
de gases do efeito estufa, por meio dessa forma de combustivel, pode ser proxima

de zero, destacando, sua importancia (DEFANTI et al., 2010).
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A Figura 6 evidencia alguns produtos que podem ser extraidos do cultivo de
microalgas, sendo que a cada dia novas descobertas sdo encontradas devido ao

uso multiplo desses microrganismos.
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FIGURA 6. Bioprodutos provindos do cultivo de microalgas (KHAN et al., 2018).

Outros beneficios provindos desta producdo, podem ser a menor area de
cultivo em relacdo a outras culturas (como a soja), a auséncia de competicdo com
a producao de alimentos e a possibilidade de usar efluentes industriais e urbanos
na producdo (SCHENK, et al., 2008).

A maior parte da biomassa microalgal tem sido uma 6étima fonte para a
producdo de diversificados produtos, como por exemplo, acidos graxos
poliinsaturados (PUFA), carotenoides, ficobiliproteinas, polissacarideos e
fitotoxinas. Entretanto, a alta capacidade de producdo de proteina por meio das
microalgas, tem servido de base para a suplementacdo e nutricdo humana,
aquicultura e fins nutracéuticos (DEL CAMPO et al., 2007).

A expectativa é que a producéo de microalgas no mundo continue a crescer

nos proximos anos, levando ao aumento de escala dessa indlstria e a superacao
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dos gargalos atuais. O ganho de escala, por sua vez, possibilitaria 0 abastecimento
de mercados maiores (EMBRAPA AGROENERGIA, 2016).

Com o desenvolvimento da ciéncia por meio de pesquisas e tecnologias,
espera-se que muitas microalgas possam em sistema fechado se tornar cada vez
mais produtivas e especializadas para atender as demandas biotecnologicas. Os
desafios tecnologicos atuais consistem principalmente, no melhoramento genético
de cepas, no desenvolvimento de métodos eficientes de cultivo e na otimizacdo dos
processos de colheita (COLLINS & CRITCHLEY, 2005).

Algumas microalgas mostram elevadas eficiéncias em retirar nutrientes ou
outros elementos quimicos do meio aquoso, apresentando potencial para sua
aplicacdo em ensaios de recuperacdo de ambientes aquaticos (MIASHIRO, 2008).
As microalgas podem ser utilizadas na recuperacdo de aguas residuais e,
posteriormente, a sua biomassa utilizada em outras aplicacbes industriais,
agricolas, na producao de biodiesel dentre muitos outros destinos (SILVA, 2007;
EIBL et al., 2014) (Figura 7).
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FIGURA 7. Processos e aplicagbes a partir da produgdo microalgal. Fonte:

<Imed.edu.br>.

Todavia, a viabilidade econdmica do cultivo em larga escala de microalgas

para producdo de componentes com baixo valor agregado (como commodities
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guimicas, biomateriais e energia) tem sido efetivada com sucesso. Assim, embora
ja tenha sido demonstrada a viabilidade técnica de se produzir bioplasticos,
polimeros e biocombustiveis, como biodiesel, etanol e bioquerosene, por meio de
microalgas, tais processos ainda nao apresentam custos de produgao competitivos
com derivados da industria petroquimica (EMBRAPA AGROENERGIA, 2016).
Além dos produtos acima mencionados o mercado consumidor também
utiliza a microalga na producao de surfactantes, compostos nitrogenados, borracha,
revestimentos de superficie, graxa, téxteis, plastificantes, aditivos alimentares,
cosmeéticos como também, para produtos farmacos utilizadas em compostos
bioativos como antioxidantes e astaxantina com elevado valor econémico e muito
almejado pelas industrias (HARUN et al., 2010; ARONSON & DUBINSKY, 1982).
A Figura 8 apresenta os derivados extraidos das algas e suas aplicacbes nos

diversos mercados.
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FIGURA 8. Mercado para produtos derivados de algas. Fonte: EMBRAPA
AGROENERGIA (2016).
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2. MICROALGA ESTUDADA - Messastrum gracile

A microalga Messastrum gracile é uma alga verde, Chlorophyceae, cuja
classificacdo ja sofreu varias mudancas. Esta espécie anteriormente, era
denominada de Ankistrodesmus gracilis. Abaixo segue a identificacdo atualizada
proposta por Guiry & Guiry (2021).

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

Selenastraceae, Blackman & Tansley (1903) desde sua descricdo em 1903,
passou por diversas mudancas taxondmicas, sendo reconhecido como:
Scenedesmaceae (BOHLIN, 1897), Selenastraceae (WEST & FRITSH, 1927),
Ankistrodesmacaeae (KORSHIKOV, 1953), Oocystaceae (BOURRELLY, 1972),
Chlorellaceae — Ankistrodesmoidea (KOMAREK & FOTT, 1983). Entretanto, a partir
dos primeiros estudos no gene 18S rDNA (SILVA, 2007) dois novos géneros:
Messastrum gen. nov. e Curvastrum gen. nov. mostraram que formam um grupo
monofilético dentro das Chlorophyceae (FAWLEY et al. 2006; KRIENITZ et al.,
2001, 2011; GARCIA DA SILVA, 2017).

Selenastraceae (Chlorophyceae, Sphaeropleales) é composta por algas
verdes comum em corpos de agua doce em todo o planeta, apresentando uma alta
diversidade morfologica (KRIENITZ, et al. 2001). Inclui os membros mais comuns
do fitoplancton em quase todos os tipos de aguas interiores, e composta por
organismos bioindicadores. A Figura 9 mostra a arvore filogenética da microalga
(GARCIA DA SILVA et al., 2017).
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FIGURA 9. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca inferida das sequéncias

do gene 18S rDNA de alguns membros de Selenastraceae (GARCIA DA SILVA et

al., 2017). A seta em destaque indica a microalga estudada Messastrum gracile

CCMA-UFSCar 5.
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Morfologicamente, esta familia € composta por organismos que apresentam
uma variedade de formas: cocoide a alongada, cilindrica a fusiforme, em forma de
foice a curvada em espiral, com extremidades afiadas ou arredondadas, onde os
arranjos celulares variam das formas solitarias as coloniais (KOMAREK & FOOT,
1983; KORSHIKOV, 1987; KOMARKOVA LEGNEROVA, 1969; COMAS, 1996;
HINDAK, 1977, 1980, 1988; SANT'ANNA, 1984).

Messastrum gracile € uma Chlorophyceae planctbnica que possui células
fusiformes a semilunadas, extremidades gradualmente pontiagudas, arqueado.
Pode ser observada em col6nias com 2 — 4 — 8 ou mais células multiplas arranjadas
de forma irregular, principalmente com o lado convexo em direcdo ao centro da
colénia. O cloroplasto é parietal, contendo um pirenoide, sem cobertura de amido.
A reproducdo assexuada € feita por meio de auto esporulacdo (2 — 4 — 8 auto
esporos por esporangio). Geralmente, as células em cultura sédo unicelulares. Uma
fina camada difusa de mucilagem é frequentemente concentrada como um anel no
meio das células em ambas as colbnias e individuos livres. Em relagdo ao tamanho
das células, variam de 19-55 x 1-6um, com uma distancia entre as extremidades
opostas da célula de 6-34um. Por fim, o género Messastrum se difere de outros
géneros da sua familia com base em diferencas no gene 18S rDNA e sequéncias
do gene rbcL (GARCIA DA SILVA et al., 2017). A Figura 10 mostra uma vista frontal

da col6nia de Messastrum gracile.

10pm

FIGURA 10. Vista frontal da colonia da microalga Messastrum gracile. Foto original
da linhagem CCMA-UFSCar 622. Barra de escala: 10um (GARCIA DA SILVA et al.,
2017).

Embora ocorram comumente em habitats de agua doce, algumas espécies

também toleram habitats salinos moderados, ou seja, podem ser relatados em
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areas salobras e salinas baixas do mar Baltico, além de serem capazes de se
desenvolver em lagos, lagoas, piscinas e rios (PANKOW, 1990).

Messastrum gracile representa uma fonte importante na producdo de
lipidios, pigmentos e polissacarideos (NASCIMENTO et al. 2013; KILHAM et al.,
1997; CHU et al., 1995) e também, como um organismo modelo para estudos sobre
crescimento e divisdo celular (KOBAYASHI & ITO, 1977). Segundo Sipauba-
Tavares & Braga (2007), esta espécie de microalga se apresenta como uma boa
fonte de alimento para peixes devido ao seu rapido crescimento, valor nutricional e
facil cultivo.

A etimologia que se aplica a espécie estudada é: do latim mess (= bagunca)
e astrum (= estrela). O Holdtipo: espécie Unica, descricdo original Selenastrum
gracile REINSCH, 1866, e o epitopo: (antigénico) um formaldeido fixado na amostra
da cepa CCMA-UFSCar 622 esta depositada no Instituto de Botanica de Sao Paulo,
sob a designacdo SP 469319. O Isotipo: Material da Cepa auténtica CCMA —
UFSCar 622 esta mantido na Colecao de Culturas da Freshwater Microalgae, que
se encontra na Universidade Federal de S&o Carlos, S&o Carlos, Brasil (GARCIA
DA SILVA et al., 2017).

A Figura 11 mostra a microalga Messsastrum gracile no meio de cultura em
laboratério onde apresenta na forma unicelular possivelmente devido a aeracdo do
meio e falta de competidor, o que ndo ocorre no ambiente no qual é encontrada na

forma colonial.
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FIGURA 11. Vista da microalga Messastrum gracile no meio de cultivo que ficam

em formas unicelulares. (Microscopio no aumento: (x10). Fonte: Propria.
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Chlorophyceae na qual Messastrum gracile esta inserida possui cerca de
17.000 espécies distribuidas em ambientes dulcicolas, salobros e marinhos, além
de outros habitats tais como neve, troncos de arvores, folhas, plantas terrestres,
dentre outros diversos locais (LOURENCO, 2006).

Nesta classe, os organismos possuem além da clorofila-a, clorofila b, o B-
caroteno e varias xantofilas, como a luteina, a violaxantina, a zeaxantina, a
anteraxantina, a neoxantina, a astaxantina e a cantaxantina, dentre outras, ocorrem
em plastos. Mesmo havendo uma diversidade de carotenoides, os plastos das
Chlorophyceae séo verdes, por conta de que a maioria das espécies apresentam
concentracfes dos carotenoides que ndo suplantam as das clorofilas. Em muitas
algas, o amido € um dos produtos de reserva, sendo este produzido dentro dos
plastos das algas verdes, como o que ocorre nas plantas com flores. Apresentam
uma gigantesca diversidade morfolégica contemplando formas unicelulares
cocoides, unicelulares monadais, coldnias pequenas, colénias de tamanho
intermediario, colénias grandes e filamentos abrangendo tanto formas

macroscopicas como microscopicas (LOURENCO, 2006).

4. DESCRICAO DO LABORATORIO DE CULTIVO DE MICROALGAS
O presente trabalho foi realizado no Laboratoério de Limnologia e Producgéo
de Plancton (UNESP, Centro de Aquicultura) em Jaboticabal — SP, com o objetivo
de promover o cultivo estatico ndo axénico, e aeracdo constante de microalgas
(Figura 12).

FIGURA 12. Area externa do Laboratdrio de Limnologia e Producéo de Plancton.
Fonte: Propria.
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O laboratério consiste de duas partes, uma voltada para o cultivo onde séo
mantidas duas espécies de Chlorophyceae, Messastrum gracile e Haematococcus
pluvialis. O outro setor € de analises de agua (limnologia) dos diversos tanques e
viveiros da fazenda de aquicultura (Caunesp). Os padrdes de assepsia na sala de
cultivo, sdo mantidos durante o manejo das microalgas, para que o cultivo seja feito
de maneira adequada. Padrdes de biosseguranca sdo implementados como forma
de prevencao a acidentes laboratoriais.

A sala de cultivo microalgal (Figura 13), foi especificamente construida com
piso de ceramica, paredes brancas, azulejos brancos, composto por equipamentos
em constante utilizacdo e manutencdo, com prateleiras vazadas com o intuito de
promover uma melhor distribuicdo da luz nos cultivos. A sala também é equipada
com um sistema tubular de aeracao e temperatura controlada por ar condicionado.
Vale ressaltar que a agua utilizada no laboratério € armazenada em caixa d’agua
de 5000L.

FIGURA 13. Vista panoramica da sala de cultivo e Producéo de Plancton. Microalga

em cultivo de 2L e 13 L. Fonte: Prépria.

A microalga Messastrum gracile é cultivada em meio comercial o CHU12,
meio com fertilizante inorganico (NPK, 20:5:20) e o meio com extrato de macrofita
(ME — Eichhornia crassipes) em vidrarias especificas, e armazenada em um
ambiente controlado, continuamente monitorado, com temperatura mantida entre

22 + 2°C sob iluminacéo de lampadas led, com intensidade de 60 pmolenoon M2s?,
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e com ciclo de luz continuo (24hrs). No caso do experimento realizado neste estudo
a manutencdo da luminosidade foi controlada por um aparelho especifico com
variacdo do fotoperiodo (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 1993).

Na Figura 14 a microalga Messastrum gracile estd exposta em meio de
cultura CHU12 e de extrato de macrdfita (ME — Eichhornia crassipes) (SIPAUBA-
TAVARES & ROCHA, 1993; SIPAUBA-TAVARES et al., 2009) os quais foram

utilizados para o experimento deste trabalho.

FIGURA 14. Microalga Messastrum gracile em meio comercial CHU12 (A) e de

extrato de macrofita (B) na sala de cultivo. Fonte: Prépria.

A Figura 15 mostra a microalga M. gracile cultivada em condi¢oes
controladas dentro do cepario, sob luz de led, aeracdo constante para evitar a

sedimentacao das células e temperatura controlada (22 + 2°C).

FIGURA 15. Messastrum gracile mantida no laboratério de cultivo para experimento

de ciclo de luz. Fonte: Propria.
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Todo o manuseio da vidraria e da microalga na sala de cultivo procede por
meio do uso da camara de assepsia com bico de bunsen. Antes de qualquer
manuseio do cultivo o material é colocado nesta camara permanecendo
aproximadamente 20’ sob luz UV e posteriormente, todo o procedimento é realizado
préximo ao bico de bunsen. Além disso, uma estufa é mantida no local pois o
material que ndo pode ser autoclavado permanece apos a lavagem nesta estufa

para evitar excessiva contaminacao. A Figura 16 mostra a cAmara de assepsia e a

estufa.

FIGURA 16. Camara de assepsia com luz UV ligada e estufa (A); Vista interna da
camara de assepsia com o material utilizado para a repicagem e manutencéo da

microalga para cultivo (B). Fonte: Propria.

A cepa da microalga Messastrum gracile € proveniente da Universidade
Federal de Sao Carlos, linhagem CCMA-UFSCar 5, isolada da Represa do Broa
(SP, Brasil), posteriormente, cultivada no Laboratorio de Limnologia e Producéo de
Plancton. Para a manutencdo das cepas a repicagem é feita semanalmente de
acordo com o protocolo existente desde 1989 (informacéo cedida pela Prof2. Dra.
Lucia Helena Sipauba-Tavares).

A Figura 17 mostra o aparelho utilizado para regular o fotoperiodo (luz
claro/escuro) no cultivo de microalga, modelo Lukma — 188 e a cAmara de Neubauer
para contagem de células.
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Figura 17. Cultivo da microalga destacando o aparelho utilizado para controle do
fotoperiodo no Laboratério (A). Camara de Neubauer para a contagem das células
no crescimento da microalga (B) e vista sob microscépio das microalgas na camara
de contagem (C), aumento: (x5). Fonte: Propria.

5. MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS NESTE ESTUDO

No laboratério de Limnologia e Producdo de Plancton sédo utilizados quatro
meios de cultura 2 comerciais WC (Haematococcus pluvialis) e CHU12
(Messastrum gracile) e dois alternativos o NPK (20:5:20) e o de extrato de macrdfita

(ME) - Eichhornia crassipes, os quais foram adotados apos diversos estudos de
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crescimento algal (SIPAUBA-TAVARES et al., 1999; 2009; 2011; 2015; 2018)
(Figura 18).

FIGURA 18. Meios de cultura utilizados no cultivo da Chlorophyceae Messastrum
gracile sendo CHU12 e WC (Haematoccocus pluvialis) meios comerciais e, NPK e
ME meios alternativos. (Imagens cedidas pela Profé. Dra. Lucia Helena Sipauba-
Tavares).

Neste estudo foram adotados o meio CHU12 (CHU, 1942) e o meio de extrato
de macrofita — ME (SIPAUBA-TAVARES et al, 2009).

A figura 19 mostra o preparo em laboratério das concentracbes adequadas

do meio CHU12 para o cultivo de M. gracile.

FIGURA 19. Preparo do meio de cultura CHU12. Fonte: Propria.

Para o preparo do meio alternativo com extrato de macrdfita (ME),
componentes do extrato foram diluidos em 1.400 L de &gua destilada e auto
clavados a 120°C durante 20 minutos a 1 atm. O meio ME foi preparado com cerca
de 5kg das plantas Umidas e, posteriormente, secas inicialmente ao sol e depois

em estufa a 60°C. Apos esta fase, as plantas foram moidas e o p6 foi fervido em
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agua destilada por uma hora. O liquido ainda quente foi filtrado e auto clavado a
120°C durante 20 minutos. Cerca de 70mL de amostra foi coletada e depois de fria,
diluida em 1.400 L e adicionado 2,5mL de NPK (20:5:20) (Figura 20) (SIPAUBA-
TAVARES et al., 2009).
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FIGURA 20. Preparo do meio com extrato de macrdéfita (ME): (1) Tanque
especificos para o cultivo de Eichhornia crassipes; (2) Fase de secagem da E.
crassipes ao sol; (3) E. crassipes em processo de moagem; (4) Fase de fervura do
meio; (5) Fase de filtragem do meio; (6) Meio de cultura do extrato de macrofita
(SIPAUBA-TAVARES et al., 2009). Fontes: Prépria.
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A Figura 21 mostra o procedimento de centrifugacao da biomassa algal para
posterior analise, através de uma desnatadeira que centrifuga todo o material
transformando o meio liquido em pasta, contendo somente a biomassa algal. Esse
tipo de procedimento é utilizado para analises bioquimica das microalgas que
posteriormente, é liofilizado (perda total do liquido) para a efetivacdo da analise

bioquimica.

FIGURA 21. Procedimento de centrifugacao da biomassa algal. (1) desnatadeira,
aparelho utilizado para retirar o excesso de liquido; (2) visdo dentro da desnatadeira
mostrando a biomassa da alga; (3) local do aparelho onde fica retida a biomassa
concentrada; (4) Biomassa final onde (A) da microalga Messastrum gracile

cultivada em meio ME e (B) em meio CHU12. Fonte: Prépria.
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6. OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito de diferentes ciclos de luz
(claro/escuro) e meios de cultura CHUi2 e ME (Eichhornia crassipes) no

crescimento da microalga Messastrum gracile sob condicao fotoautotrofica.

6.1 Objetivos especificos

- Verificar qual ciclo de luz é o melhor no desempenho de Messastrum gracile.

- Avaliar qual ciclo de luz € economicamente mais viavel para a producéo,
crescimento e desenvolvimento da microalga Messastrum gracile;

- Avaliar se o protocolo de 24 horas continua de luz (24 h:0 h) para a microalga
Messastrum gracile é necessario para seu melhor desenvolvimento.

- Avaliar a eficacia dos meios de cultura para o crescimento e desenvolvimento
da microalga Messastrum gracile de acordo com os diferentes ciclos de luz.

- Avaliar se as condicdes fisico-quimicas do meio se alteram em relacdo aos

diferentes ciclos de luz.

7. MATERIAL E METODOS

7.1 Meios de cultura e montagem experimental

A microalga Messastrum gracile é proveniente da Universidade Federal de
Séo Carlos, linhagem CCMA-UFSCar 5, isolada da Represa do Broa (SP, Brasil),
posteriormente, cultivada no Laboratério de Limnologia e Producdo de Plancton
(UNESP, Centro de Aquicultura) em sistema de cultivo estatico ndo axénico, com
aeracdo constante. Os experimentos foram conduzidos em volume de 2L, com
temperatura mantida entre 22 = 2°C sobre iluminagdo de lampadas led, com
intensidade de 60 pmoleheon M™2s™ No topo da cultura e fotoperiodo de 24 horas. O
protocolo de cultivo é usualmente utilizado para a avaliagdo desta microalga
(Figura 22).

Neste estudo foram adotados dois meios de cultura, um comercial CHU12
(CHU, 1942) e outro alternativo de macrdfita (Eichhornia crassipes - ME) de
acordo com a metodologia proposta por Sipauba-Tavares et al. (2009). A escolha
da planta aquéatica como meio de cultura é pela facil ocorréncia em nossa regiao

e cultivada em tanques especificos para este fim, e também em fungcdo dos
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resultados anteriores mostrando elevada biomassa e valor nutricional adequado
para esta microalga (SIPAUBA-TAVARES et al., 2009). O meio de cultura CHU12
€ um meio comercial preparado a base de varios reagentes quimicos e preparado
diluindo em 1.400 L de agua destilada e autoclavados a 120°C durante 20 minutos.
O efeito dos diferentes meios de cultura no crescimento de M. gracile foram
investigados durante 15 dias com experimentos executados sob as mesmas
condi¢Oes de cultivo de acordo com a intensidade de luz objetivada.

O experimento foi iniciado com 10 mL a densidade de 0,75 x 10° célula mL?
contendo meio CHU12. Quando as culturas atingiram a fase exponencial de
crescimento (7 dias), aproximadamente 140 mL da amostra com densidade 2 x
10° célula mL foi adicionada & 2 L contendo os diferentes meios de cultura CHU12
e NPK. Apos 7 dias de crescimento a cultura com densidade de aproximadamente
4,5 x 10° célula mL* foram transferidas para recipientes esterilizados de 2 L
contendo os diferentes meios de cultura (CHU12 e ME) e diferentes ciclos de luz
(claro/escuro) (Figura 22). Foram adicionados ao meio de macrofita, vitamina do
complexo B na taxa de 0,01gL* (7 mg — B1;7 mg — B2; 5 mg — Bg; 33 pug — B1o)
mais vitamina H (0,01 mg).

7.2 Condicao de iluminacédo para o crescimento de Messastrum gracile

A iluminacao fornecida foi por lampadas de led na intensidade de em 60
pumolphoton M~ 2s™ 1 programadas com um sistema automatico claro/escuro para
simular o periodo de luz. Quatro condi¢des foram utilizadas para testar os efeitos
dos ciclos de luz (claro/escuro), as escolhas realizadas foram baseadas em
metodologias aplicadas com as seguintes iluminacdes: 24 h:0 h; 20 h:4 h; 16 h:8
h e 12 h:12 h. Durante as horas de luz, a intensidade foi mantida em 60 umolpPhoton

m~2s™ L,
7.3 Crescimento da microalga

Para avaliacdo do crescimento de M. gracile nos diferentes iluminacdes e
meios de cultura, aliquotasde 1mL foram removidas diariamente, durante 15 dias
consecutivos e 2x1puL de sub amostra foi contada em hemocitbmetro de

Neubauer, expresso em nimero de células mL? x 10°.
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60 pumolfoton M2s

(luz)
A 15¢cm 10 ml
CHU,
0,75 celx105mL™
250 mL
B
14 cm
{ ) 22 x2°C
CHU,,
2x10°cel mL?
Ciclo de luz
C 28cm 2L
(Ch Hy‘llz‘r (_NPK
4.5cel x10°mL1?
| lcHu,y (ME || {cHu, (ME J||{cHuy (L ME)||lcHuy (LME))
24h:0h 20h:4 h 16h:8h 12h:12h /

Ciclos clarofescuro

Figura 22. Diagrama esquemadtico do cultivo de Messastrum gracile durante o
periodo experimental, onde: A = manutenc¢do da cepa 10 ml; B = cultivo em 250
mL; C = cultivo em meio de cultura CHU12 e NPK; D = experimento nos diferentes

ciclos claro/escuro de luz nos meios de cultura CHU12 e ME.

A taxa de crescimento k (divisdo por dia) foi calculada usando a formula: k
= (3.322/t2 - t1 x log N2/N1) (t = tempo; N = nimero de células; t2 — t1 = diferenca

entre o tempo) (GUILLARD, 1973). Tempo de duplicacdo (tempo de diviséo
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celular ou tempo de geracéao) foi calculado a partir dos resultados obtidos da taxa
de crescimento, usando a féormula: Td = 1k (Td = tempo de duplicacéo, 1K* =
divisdo pordia) (GUILLARD, 1973). Para analise do comprimento total, cerca de 50
individuos foram mensurados em microscépio Leica DFC 295 com imagens
analisadas em sistema LAS core (LAS V3.8) e objetiva de 400 vezes. O célculo
do volume celular foi determinado pelo tamanho médio com o uso de férmula
geomeétrica, correspondente, no caso de M. gracile a forma da célula (esfera) de
acordo com Vollenweider (1974) e Bottrel et al. (1976). O carbono orgéanico total
foi calculado a partir da formula C= 0,1204.V%%1! (C = teor de carbono em pg
célula; V = volume celular) usando a regresséo proposta por Rocha & Duncan
(1985). Para a obtencédo do peso seco (pg cel') 10mL dos meios de cultura
experimentais foram coletados e filtrados em filtro de fibra de vidro GF/C 0,7mm
de tamanho de poro. Posteriormente, os filtros foram secos em estufa a 60°C.
Apos este processo, foi realizada a pesagem até peso constante. A determinacao
do conteudo de cinza (pg cel?) da microalga foi obtida pelo incineramento dos
filtros em mufla a 500°C, por 4 horas.

7.4 Parametros do meio de cultura
Os parametros fisicos e quimicos dos meios de cultura foram amostrados

semanalmente (1, 5, 10 e 15 dias). A temperatura, pH, oxigénio dissolvido e
condutividade foram avaliados com sonda multi-parametros YSI 556MPS. Os
compostos nitrogenados e fésforo total foram quantificados por espectrofotometria
de acordo com a metodologia descrita em Koroleff (1976) e Golterman et al.
(1978). A clorofila-a foi determinada extraindo os pigmentos com alcool 90% e
guantificada em espectrofotdmetro (663 e 750nm) e processada de acordo com
a metodologia proposta por Nusch (1980).

7.5 Biomassa da microalga Messastrum gracile
A biomassa da microalga foi centrifugada e liofilizada para analise de
proteina, carbono, nitrogénio e lipidio semanalmente de acordo com a

metodologia proposta pela AOAC (2012).
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7.6 ConsideracOes econdmicas

A producdo operacional dos custos foi determinada através da analise
econdmica dos componentes dos meios de cultura, custo de energia, mao de
obra, manutencao e agua. Os custos foram analisados para o volume de 2 L com
producdo mensal de 100.000 L' (g L* massa seca) de meio de cultura
(MATSUNAGA et al., 1976).

7.7 Andlise estatistica dos dados

Foi aplicada a analise de variancia considerando um modelo fatorial (4x4)
onde os fatores de variagéo foram os ciclos de luz (4) e os dias de cultivo (4) a
fim de descrever o comportamento do crescimento da microalga e das variaveis
bidtica e abidtica do cultivo (SOKAL & ROHLF, 1981). Os resultados da analise
de variancia e as médias foram comparados pelo teste de Fisher (LSD) a 5% de
probabilidade (p=0,05). Todas as andlises estatisticas foram efetuadas utilizando
0 programa AgroEstat (v.1.1.0.694) (BARBOSA & MALDONADO-JUNIOR,
2015). Osresultados foram expressos como média e desvio padréo e, todos 0s

experimentos foram em triplicata.

8. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos através deste experimento, a partir dos quatro
diferentes ciclos de luz e dos dois meios de cultura utilizados para o
desenvolvimento da microalga Messastrum gracile, demonstraram diferentes
resultados em relacdo ao crescimento, tempo de duplicacdo, clorofila-a,
densidade celular média, biomassa, carbono organico total, volume celular e
comprimento total. Os parametros dos meios de cultura, como condutividade,
pH, oxigénio dissolvido, temperatura e nutrientes apresentaram diferentes
variacfes. O custo/beneficio para a producédo da microalga Messastrum gracile
também apresentou diferencas em relagcéo aos ciclos de luz e meios de cultura.

Os dados foram divididos em trés etapas distintas: dados bioldgicos, dados

do meio de cultura e custo/beneficio da producgéo.

8.1 Dados biologicos da microalga Messastrum gracile
N&o existe um meio de cultura Unico para todas as espécies de microalgas,

uma vez que cada uma tem suas necessidades especificas (RICHMOND, 2004).
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O crescimento das microalgas depende unicamente das propriedades
intrinsecas das células algais, somadas as condi¢cfes laboratoriais adequadas,
como por exemplo a luz, que atua no metabolismo das microalgas,
principalmente, na sintese de carboidratos e lipidios (MESECK et al., 2005). Na
curva de crescimento da microalga, a fase exponencial é considerada o periodo
ideal para fornecimento em forma de alimento aos organismos aquaticos, pois as
células encontram-se em divisdo com elevado numero de individuos, tendo como
produto final a proteina (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 1993).

A irradiancia e o fotoperiodo séo, de fato, determinantes no metabolismo
desses microrganismos, sendo que um dos principais desafios na producao de
microalgas é a intensidade luminosa que ira proporcionar melhores taxas de
absorcdo de energia aumentando a eficiéncia fotossintética (SIPAUBA-
TAVARES et al., 2011). O crescimento das microalgas é positivamente afetado
pela irradiacdo da luz até que a saturacdo seja atingida, a partir deste ponto, o
crescimento diminui devido aos efeitos da fotoinibicido (GONZALEZ-CAMEJO et
al. 2019). Segundo Yan (2011) € necessario que ocorra um equilibrio, pois sob
baixa iluminacéo, a energia disponivel é insuficiente, enquanto sob excesso de
luz ocorre fotoinibigcéo.

Em relacdo a este estudo, observou-se que a microalga Messastrum
gracile, nos ciclos claro/escuro de luz (12 h:12 h e 16 h:8 h ciclo de luz), o
crescimento foi afetado, quando comparado aos ciclos de luz 24 h:0 h; 20 h:4 h.

Em geral o meio de extrato de macrofita (ME) M. gracile apresentou as
maiores densidades, exceto no ciclo de luz 16 h:8 h que a partir do 7° dia no
meio CHU12 foi superior ao ME até o final do experimento. Tanto para 0 meio
CHU12 quanto o meio de ME o crescimento foi baixo no ciclo de 12 h:12 h, no
entanto, a taxa de crescimento (k) no 2 ° dia com k= 1,32 foi similar ou mais
elevada do que nos outros ciclos de luz, no meio ME (Figura 23).

As menores taxas de crescimento foram encontradas no ciclo de luz 16 h:
8 h variando de k= 0,26 a k= 0,55 no meio CHU12 e de k= 0,18 a k= 0,31 no meio
ME. Nos ciclos de luz 24 h:0 h e de 12 h:12 h, k foi maior no meio ME com pico
de k= 1,19 (3° dia de crescimento) e de k=1,32 (2° dia de crescimento),

respectivamente (Figura 23).

52



Maria Julia Gongalves Breda Prof2. Dra. Lucia Helena Sipauba-Tavares

200

1.5 24h:0 h
150 4 K
100 - 0 T T
1 3 5 7 9 111315 =
Tempo (dias) o m
50 - -
0®® ....
O T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15
200
L5 20 h:4 h
S 150 4 K
_I .-A'l."
S ;
— 100 - 0 BT T T T T
) 1 35 7 9111315
(&) .
0 Tempo (dias) ] ...
O 50 H o’ u u
—
X
N
[ - 0 = T T T T T T T T T T T T T T
o 1 2 3 45 6 7 8 9 1011121314 15
% 200
O 16 h:8 h
1) 150 -
© K
_cg .
5 00 135 7 9111315
GC) Tempo (dias) e
O 50 1 e e
O n T T T T T T T
1 2 3 45 6 7 8 9 1011121314 15
200 s
' 12 h:12 h
150 4 k
100 - O .l.-l |...|.‘| LELEL |.-.| T :". T
1 3 5 7 9 111315
Tempo (dias)
50
O T T T T T

1 2 3 45 6 7 8 9101112131415
Tempo (dias)

co@-- CHU;, =—*— ME
Figura 23. Curvas de crescimento e taxa de crescimento (tempo - dias) para a
microalga Messastrum gracile em meio de cultura comercial (CHU12) e de extrato
de macrdfita (ME) para os diferentes ciclos de luz: 24 h:0 h, 20 h:4 h, 16 h:8 he 12

h:12 h, durante os 15 dias de experimento. Fonte: Propria.
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Nos ciclos de luz de 20 h:4 h e de 16 h: 8 h a taxa de crescimento foi maior
no meio CHU12, e no ciclo de luz 20 h:4 h do 1° ao 6° dia de crescimento com
k=1,28, no segundo dia de crescimento, sendo similar ao ciclo de luz 12 h:12 h para
o0 mesmo dia da curva de crescimento, s6 que no meio ME (Figura 23). Maior
rendimento algal em ciclo de luz 24 h:0 h para a microalga esta no fato de que o
cultivo fototrofico é o tipo mais comumente usado para o crescimento de microalgas
(MANDAL & MALLICK, 2009; YOO et al., 2010).

Neste estudo, no ciclo de luz 24 h:0 h foi observado resultados satisfatorios,
tanto em relagdo ao crescimento quanto em relacdo a taxa de duplicagdo de M.
gracile, variando de 0,84 a 2,16 dias no meio ME e de 2,1 a 3,46 dias no meio
CHUa12. Os ciclos de luz 24 h:0 h e 20 h:4 h apresentaram crescimento aproximado
até o 10° dia a partir do que, no ciclo continuo de luz (24 h:0 h) apresentou
densidade celular mais elevada variando de 75,4x10° cels mL* (11° dia de
crescimento) a 174 x10° cels mL1 (15° dia de crescimento) no meio ME (Figura 23).

Nos ciclos de luz claro/escuro 16 h:8 h e 12 h:12 h, a densidade celular foi
abaixo de 2,11 x10°cels mL* e 34,52x10° cels mL*no meio ME e de 2,45 x10° cels
mL*e 33,83x10° cels mL no meio CHU12, respectivamente. Nestes dois ciclos de
luz, as maiores densidades foram obtidas no 15° dia de crescimento indicando
aumento de biomassa nos dois meios de cultura utilizados. Somente no meio
CHUz12 no ciclo de luz 20 h:4 h a maior densidade celular (60,1+6,3 x10° cels mL™)
foi no 10° dia de crescimento e no meio ME todas ocorreram no 15° dia de
crescimento (Tabelas 4 e 5).

O tempo de duplicacdo foi mais rapido no meio ME coincidindo com as
maiores densidades celular. No meio ME o tempo de duplicag&o foi menor no ciclo
de luz 24 h:0 h e maior no ciclo de luz 16 h:8 h, variando de 1,19 dias a 2,21 dias e
de 3,11 dias a 4 dias, respectivamente. No meio CHU12 o tempo de duplicagéo foi
mais rapido no ciclo de luz 20 h:4 h no 10° (1,73 dias) e no meio ME no ciclo de luz
24 h:0 h no 5° dia de crescimento (1,19 dias) (Tabelas 4 e 5).

A biomassa apresentou um padréo similar ao exposto acima, com maior
biomassa (0,28 g L'!) no 15° dia de crescimento no ciclo de luz 24 h:0 h em meio
de cultura ME. Em geral, as maiores biomassas foram encontradas nos ciclos de
luz 24 h:0 h e 20 h:4 h. No meio de cultura CHU12 as biomassas foram menores

gue no meio ME (Tabelas 4 e 5).
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Tabela 4. Dados biolégicos da microalga Messastrum gracile no meio ME para os diferentes ciclos de luz (24 h: Oh; 20 h:4 h; 16 h:8 h; 12
h:12 h). Fonte: Prépria.

Meio de cultura ME

Ciclos de
Luz Dados Biol6gicos da microalga
dias Cloro-a DCMed Biomassa COoT VC CT TD
1 0,1+0,0014¢ 1,9+0,48b 0,07+0,02%B¢  25+1,58 17,4+10,3“@  9,8+2,2C2 -
24h:0h 5 0,6+0,002A° 11,5+0,9%¢ 0,1410,04”°  2,08+1,78° 14,4+8,5C°  10,7+1,4482 1,19
10  1,2+0,002%2 69,6+0,3*®  0,1940,005%%  1,7+0,78¢  12,4+4,8%¢  10,2+1,38 1,19
15  1,7+0,003%a 160+9,14a 0,2840,03%a  2,3+1,1A8 15 8+7,8A% 10,641,483 2,21
1 0,1+0,008AB¢ 3,8+1,2Ad 0,05+0,0058> 2,2+1,04B> 16,7+7,1¢>  11,2+1,8BP -
20h: 4 h 5 0,2+0,0028° 12,1+1,8%¢ 0,070,038  2,6+1,4A° 18,3+9,6°B  11,6+1,7A 2,20
10  0,9+0,003%82  49,8+14 54 0,22+0,03%@  3,4+0,85% 23,07+5,8%¢ 13,2+1 444 1,92
15 0,940,004  102,2+19,1%%  0,21+0,0442 1,7+1,28¢  12,1+8,08¢ 11,3416 2,87
1 0,04+0,0028¢ 1,9+0,58¢ 0,1+0,005%  3,6+1,8%@  25,4+1242 14,342,472 -
16 h: 8 h 5 0,08+0,06¢b¢ 4,6+1,15¢ 0,08+0,0178a  27+1 8A 19 2+12A°c  11,5+2,23AP 4,0
10 0,1+0,03¢P 17,1+1,98b 0,0840,03B2  3,4+22Aa 21 3+15A°  12,0+1,71AP 3,11
15 0,740,098 32,7+11,98  0,12+0,06%2  2,4+1,3° 17,03+8,8A9 11,3+1,35%° 3,64
1 0,03+0,0078¢ 1,2+0,88d 0,09+0,005782 2 5+1,682 21,2+10,982 10,6+1,98¢2 -
12h:12h 5 0,1+0,028¢b 7,7+4,7AB¢ 0,12+0,017B2 2 3+2,1Aba  16,5+4,08P 9,7+1,982 2,95
10 0,540,048 17,144,680 0,12+0,0282  1,4+0,9°*  10,6+5,8¢¢ 8,5+1,6P 2,72
15 0,9+0,08AB2 27,543,182 0,11+0,0058% 2,4+1,2A2  153+8,0°°  9,5+1,38aP 3,71

Cloro-a= Clorofila (mg L1); DCMed= Densidade Celular Média (x10° cel mL); Biomassa g L%; COT= Carbono Organico Total (ug L?); VC= Volume
Celular (um?3); CT=Comprimento Total (um); TD= Tempo de Duplicacao (dias). Letras mailsculas, dentro de cada ciclo de luz. Letras mindsculas, entre
os ciclos de luz.
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Tabela 5. Dados biolégicos da microalga Messastrum gracile no meio CHU;. para os diferentes ciclos de luz (24 h: Oh; 20 h:4 h; 16 h:8 h;

12 h:12 h). Fonte: Prépria.
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Meio de Cultura CHU12

Ciclos de
Luz Dados Bioldgicos da Microalga
dias Cloro-a DCMed Biomassa COoT VC CT TD
1 0,2+0,0044P 3,7+0,08Ad 0,1+0,025%Bb 3 4+1,7A0  23,8+11,54° 11,1+1 4Ab -
24h:0h 5 0,1+0,028b 8,5+2,33B¢ 0,1+0,047B> 2 4+1 8Bc 17,5+128¢ 10,3+1,98¢ 3,38
10  0,5+0,05Aba  31,8+4,28BP 0,2+0,005%2  3,6+1,68> 25 8+10,983b 13,3+1 482 2,91
15 0,7+0,2B2 70+12,134a 0,2+0,034a 4,442 472  28,2+10,942 13,341,672 3,31
1 0,1+0,0147Bb 4 1+1 38Ac 0,07+0,017° 2 2+1 1B¢ 14,9+88¢c 10,5+1,7A¢ -
20h: 4 h 5 0,2+0,12B2 20,4+5,394P 0,18+0,07B°  3,3+3,8Ab  23,1+4,1Ab 12 442 1Ab 1,73
10 0,1+0,05Cab 60,146,342  0,17+0,015APa 4 2+]1 5% 29 6+10,2°2 14,3+1 442 2,33
15 0,2+0,1¢2 51,1+5,91¢0  0,08+0,0458b 1,8+1¢¢ 13,8+7,1¢¢  11,7+1,68b 3,86
1 0,04+0,01B¢ 1,4+0,46B¢  0,12+0,005%a> 3,6+2,2A2 24 8+14,8%a 10,8+2 342 -
16 h: 8 h 5 0,1+0,028b 5,5+1,05¢ 0,1+0,048b 2,4+2 680 18,8+17,38b 9 5+1 9Cb 2,03
10 0,5+0,1B2 43,9+1,617k2  0,1+0,0158° 2,6+1,9°0 18,2+12,6°¢  9,4+1,9CP 1,81
15 0,6+0,03B2 58+6,71Aba 0,2+0,015%a 2 7+1 68 19+10,88b 11,1+1 582 2,61
1 0,1+0,01Ad 3,3+0,2Ad 0,1+0,005%° 3,442 2A2 24 1+14.6”2 10,5+2 142 -
12h:12h 5 0,4+0,05A¢ 5,3+0,7¢¢ 0,06+0,02B> 2 6+1,98> 18 8+12 68> 9 5+1 8Cc 5,97
10 1+0,1Ab 8,1+1,08¢P 0,1+0,03B>  2,1+1 9Cbc  16,2+12,7P¢ 9 ,7+1,6CPc 4,43
15 1,4+0,2A2 34+3,07B2 0,02+0,048P 2+1Cc 15,1+6,7¢¢ 10,3+1,1Cab 4,17

Cloro-a= Clorofila (mg L1); DCMed= Densidade Celular Média (x10° cel mL-1); Biomassa g L1; COT= Carbono Organico Total (ug L1); VC= Volume
Celular (um?); CT=Comprimento Total (um); TD= Tempo de Duplicacao (dias). Letras mailsculas, dentro de cada ciclo de luz. Letras minUsculas,

entre os ciclos de luz.
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Alguns processos biotecnologicos com microalgas almejam alcancar altos
ou baixos rendimentos em biomassa e para isso deve-se escolher os nutrientes e
parametros fisico-quimicos adequados, levando em consideracdo o habitat natural
das espécies para determinar as necessidades basicas para seu crescimento. Em
contrapartida, algumas aplicacfes biotecnolégicas visam condi¢cdes de estresse
para otimizar a biossintese de biocompostos especificos, como os acidos graxos.
Os fatores de estresse mais estudados séo as concentracdes de certos nutrientes,
intensidade luminosa, ciclos de luz, além de temperatura, salinidade e pH. A
limitacdo de nutrientes nos meios de culturas afeta em grandes proporcdes a
composicdo quimica das algas, assim como taxa de crescimento (RADMANN &
COSTA, 2008; YEH & CHANG, 2012).

O tipo de meio de cultura influencia diretamente no desenvolvimento da
microalga em funcdo dos nutrientes. Atualmente, os meios alternativos sao
frequentes para o crescimento da microalga como forma de baratear o custo de
producdo. Mezzomo et al. (2010) utilizaram efluente de suino, rico em fésforo e
nitrogénio inorganicos, para a producdo de biomassa de microalga Spirulina
platensis, e verificaram que esta microalga apresentou aumento de biomassa, com
remocao de Fosforo (P) e Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) indicando uma
possivel solucao nestes efluentes e, como suplemento alimentar de peixes.

Estudos comprovaram que os ciclos de luz atuam na fixagdo de CO:2 e
producdo de biomassa por microalgas em fotobiorreatores, influenciando na
atividade fotossintética e nas taxas de crescimento. A luz é um substrato limitante
nesses sistemas, que sao afetados por zonas claras/escuras que dependem
principalmente, da configuracdo, agitacdo e mistura no reator, associadas a
possibilidade de culturas com periodos descontinuos de fornecimento de energia
luminosa (JANSSEN et al., 1999; JANSSEN et al., 2001). Diferente do nosso estudo
em que o sistema € estatico com aeragao constante.

Segundo Brown et al. (1997), observaram que um dos maiores gastos na
producdo de microalgas em laboratorio esta relacionado a luz, em que as melhores
condigbes luminosas foram encontradas no ciclo de luz de 12 h: 12h. Tal
observagéo nao coincide com os nossos resultados, onde a luz constante (24 h:0
h) e o ciclo de quatro horas de escuro (20 h:4 h) foram observadas as maiores

biomassas e taxas de crescimento.
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Cada espécie de microalga requer um determinado ciclo de luz e meio e
cultura. Chisti (2007) verificou que valores de intensidade luminosa acima do
requerido para a espécie acarreta a reducdo na taxa de crescimento, sendo este
fendmeno denominado fotoinibicdo. O ponto de inibicdo varia de acordo com as
condicBes do sistema de cultivo e depende da espécie. JA em casos especificos
onde ocorrem condicdes limitantes de crescimento das microalgas durante o
cultivo, foi observado queda na divisdo celular, na taxa fotossintética e na sintese
de proteinas, uma vez que a energia fotossintética é desviada da divisdo celular,
acumulo de carboidratos e sintese de lipideos, com aumento da sintese de enzimas
especificas para a absorcao de nutrientes (HU et al., 2008; YEH & CHANG, 2012).

A manutencao da cultura em laboratério quanto a luminosidade, temperatura
e aeracdo é fundamental para o desenvolvimento e crescimento exponencial das
microalgas (SIPAUBA-TAVARES et al., 1999). Para M. gracile os ciclos de luz mais
adequados para seu crescimento foram 24 h:0 h e 20 h:4 h em meio ME.
Considerando que o fotoperiodo certamente influencia na taxa de duplicacdo da
Messastrum gracile o que impacta em sua curva de crescimento, além da influéncia
do meio de cultura.

Os pigmentos das microalgas tém um papel importante no metabolismo
fotossintético, possuindo atividades biologicas benéficas, como antioxidante,
anticancerigeno, anti-inflamatério, anti-obesidade, antiangiogénica e
neuroprotetora (CICCONE et al, 2013). Pelo menos trés classes de pigmentos
ocorrem em microalgas: ficobilinas, clorofilas e carotendides (GUEDES et al, 2011).

Neste experimento, no meio comercial CHU12 a concentragéo de clorofila-a
de M. gracile foi elevada no ciclo de luz 12 h:12 h no 15° dia (1,4+0,2 mg L) e a
menor no ciclo de luz 16 h:8 h no 1° dia com 0,04+0,01 mg L*. No meio CHU12 a
clorofila-a apresentou as maiores concentracdes a partir do 10° dia de crescimento
nos diferentes ciclos de luz, com excec¢ao do ciclo de luz 20 h:4 h onde a clorofila-
a oscilou ao longo do experimento. No meio de cultura ME, a maior concentragcéo
foi obtida no ciclo de luz 24 h:0 h com 1,7+0,003 mg L%, similar ao meio CHU12 onde
as maiores concentragdes ocorreram por volta do 15° dia de crescimento (Tabelas
4 eb5).
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O carbono organico total (COT) da microalga M. gracile foram similares nos
dois meios de cultura. Em geral, no meio ME as maiores concentracées ocorreram
no primeiro dia exceto no ciclo de luz 20 h:4 h que foi no 10° dia de crescimento
(3,4£0,85 pg L1). A maior concentracédo de COT no meio de cultura ME foi de 3,6
pg L1+1,8 ug L (16 h:8 h). No meio CHU12 a maior concentragédo foi no ciclo de luz
24 h:0 h no 15° dia de crescimento com 4,4+2,4 ug L%, sendo esta a maior
concentracéo observada, neste ciclo. No ciclo 20 h:4 h foi no 10° dia de crescimento
com 4,2+1,5 ug L, os ciclos de luz 16 h:8 h e 12 h:12 h as concentracées foram
mais elevadas no primeiro dia de crescimento com 3,6+2,2 ug L' e 3,4+2,2 ug L1,
respectivamente. Em geral o COT nos ciclos de luz 24 h:0 h foram mais elevados
do que os outros dois ciclos (Tabelas 4 e 5).

O carbono é um elemento essencial para a microalga considerado o
macronutriente mais importante nos cultivos constituindo 50% da biomassa seca.
O crescimento da microalga pode ser incrementado com adicdo de fontes organicas
e inorganicas de carbono (BOROWITZKA & BOROWITZKA, 1988).

O volume celular em geral foi mais elevado no meio CHU12, com o maior
valor observado de 29,6+10,2 um3, e no ciclo de luz 20 h:4 h no 10° dia de
crescimento. No meio ME o maior valor foi de 25,4+12 um?3no ciclo de luz 16 h:8 h
no 1° dia e crescimento (Tabelas 4 e 5).

O comprimento total apresentou o maior valor de 14,3 um nos dois meios de
cultura sendo que para o meio ME foi observado no 1° dia de crescimento no ciclo
de luz 16 h:8 h e no meio CHU12 no 10° dia de crescimento no ciclo de luz 20 h:4 h
(Tabelas 4 e 5).

8.2 Dados do Meio de Cultura

A condutividade foi elevada acima de 338+19uS/cm™ (24 h:0 h- 1° dia de
crescimento) no meio ME e acima de 41,8+26uS/cm™ (12 h:12 h — 5° dia de
crescimento) no meio CHU12 (Tabelas 6 e 7). Elevadas concentracdes de
condutividade em meio de cultura é esperado em funcdo dos macro e
micronutrientes presentes que induzem o crescimento da microalga (SIPAUBA-
TAVARES & ROCHA, 1993).

Neste estudo as concentracbes de condutividade mais elevadas foram

observadas no meio CHU12 com 951+31uS cm™ (15° dia de crescimento) no ciclo
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de luz 16 h: 8 h. No meio ME o maior valor foi de 661+21uS cm™ no ciclo de luz 16

h:8 h no 15° dia de crescimento (Tabelas 6 e 7).

Como a condutividade indica a presenca de ions presentes no meio, esta

associada as concentracbes de nutrientes, que neste caso foram elevadas

principalmente, a amonia no ME (Figura 24).

Tabela 6. Variagao dos nutrientes, condutividade e pH no meio de cultura comercial
(CHU12) nos ciclos de luz: 24 h:0 h, 20 h:4 h, 16 h:8 h e 12 h:12 h, durante o

crescimento de M. gracile.

Meio de Cultura CHU1;

Ciclos de
Luz

dias Cond pH NHs NOs NO; FT
1 746+1482b 9,6+0,06%%2  0,009+0,0008¢ 0,2+0,18P 0,1+0,004%¢  1,4+0,01%2

24h:0h 5 6882080 8,9+0,1¢¢ 0,016+0,0078¢ 0,540,285  0,1+0,045¢ 1,240,067
10 748462830 9,0+0,18¢¢c 0,2+0,028° 0,7+0,1¢2 0,7+0,068° 1,1+0,242
15 7653882 9,2+0,3Bb 0,4+0,0382  0,5+0,1°¢3 1,840,473 1,3+0,09%a
1 462+10¢° 9,540,158  0,003%0,002% 1,6+0,024¢  0,04+0,0058¢ 0,6+0,015°

20h:4h 5 77942242 9,810,052 0,02+0,0018 1,5+0,06%2 0,2+0,028° 0,9+0,152
10 843+44ha 9,8+0,0472 0,17+0,04°@ 1,6+0,006%2  0,4+0,04%2 0,6+0,18°
15 798+4082 9,3+0,064BP 0,17+0,08°®  1,6+0,028B2 0,3+0,18ab 0,7+0,0952°
1 825+334¢ 9,740,144 0,7+0,01%a 1,8+0,3%2 0,02+0,001%  0,6+0,048¢

16h:8h 5 853+35Ab¢ 8,6+0,06P¢ 0,7+0,1%a 1,7+0,65° 0,06+0,03¢¢ 1,0+0,01782
10 915+314ab 9,2+0,058° 0,7+0,00742 2,1+0,2A2 0,6+0,1B¢b 0,9+0,17ab
15 951+314a 9,2+0,028° 0,6+0,03%2 2,2+0,09%2 2,1+0,3"2 0,7+0,18bc
1 6982480 8,9+0,01°*  0,005+0,001% 0,1+0,03%*  0,05+0,01%¢  0,6+0,03%"

12h:12h 5 418+26¢d 9,440,038 0,01+0,008%>  0,5+0,4%a° 0,4+0,14° 0,9+0,282
10 566+4¢¢ 8,8+0,2¢ 0,1+0,1Pb 0,5+0,3¢@ 2,0+0,09%a 1,040,272
15 77142082 9,540,052 0,2+0,0282  0,3+0,02C2 2,1+0,142 1,140,242

Cond= Condutividade (uS cm™); NHz (Amonia mg L), NOs (Nitrato mg L), NO, (Nitrito mg L), FT (Fésforo total mg L ). Letras

mailsculas = dentro de cada ciclo de luz. Letras mindsculas = entre os ciclos de luz.
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Tabela 7. Variacdo dos nutrientes, condutividade e pH no meio de cultura com
Extrato de Macréfita (ME) nos ciclos de luz: 24 h:0 h, 20 h:4 h, 16 h:8 h e 12 h:12

h, durante o crescimento de M. gracile.

Meio de cultura ME

Ciclos de
Luz

dias Cond pH NH3 NOs3 NO; FT

1 338+19*  8,6+0,08"° 3,610,1%¢  0,3+0,09%%°  0,04+0,01¢¢  2,05+1,17a
24h:0h 5 393+31¢% 8 ,9+0,1Ba 1,4+0,45¢ 0,4+0,28b 0,05+0,01¢¢  2,03+0,87°
10 356126  9,05+0,1%2 2,140,380 0,5+0,38° 0,2+0,028° 2,0£0,3%°

15 443+1282  8,6+0,06B°0  1,7+0,3Bbc 1,3+0,3%a 0,7+0,2a 2,740,240

1 472+6,5%  8,6+0,048¢ 2,4+0,05¢° 0,5+0,14° 0,06+0,065¢ 0,3+0,1¢2
20h:4h 5 459+388a 9,740,144 3,510,2Aa 1,030,3%  0,2+0,06"%° 0,3+0,1¢
10 476+23Ba 9,6+0,3% 1,4+0,6%4 1,540,144 0,5+0,1%2 0,240,052

15 443+228a 8,940,280 0,3+0,02¢¢ 1,4+0,1%4 0,2+0,04B° 0,340,043

1 57812440 8,510,244 2,6+0,18¢%  0,2+0,008%2 0,1+0,008"° 0,8+0,182
16 h:8h 5 5681194  8,6+0,04%2 3,410,672 0,1+0,03“@  0,1+0,065° 1,07+0,28

10 5882540 8,7+0,2¢3 3,2+0,34ab 0,1+0,07¢®  0,5+0,01¢° 0,840,182

15 661+21%2  8,6+0,062 3,7£0,1%a 0,240,038  0,2+0,0652 1,0+0,182

1 571+19%°  8,7+0,014° 3,3+0,5%82  0,08+0,01¢®  0,1+0,014° 1,140,038
12h:12h 5 589+7A3b 8 8+0,048®  3,5+0,094%  0,04+0,2°®  0,4+0,0242 1,02+0,182
10 422+368¢  9,2+0,0982 3,7£0,1%2  0,05+0,02°* 0,3+0,02AB2  0,9+0,01B2
15 64012742 8,8+0,0548P 3,740,174 0,05+0,1¢¢ 0,640,032 0,840,282

Cond= Condutividade (uS cm™); NHz (Amonia mg L), NO;z (Nitrato mg L), NO, (Nitrito mg L), FT (Fésforo total mg LY. Letras
mailsculas = dentro de cada ciclo de luz. Letras mindsculas = entre os ciclos de luz.

As concentragbes de amonia foram mais elevadas no meio ME variando de
0,3+0,02 mgL™* (15° dia de crescimento) no ciclo de luz 20 h:4 h a 3,7+0,1 mg L
(no 14° e 15° dia de crescimento) nos ciclos de luz 16 h:8 h e 12 h:12 h (Figura 24;
Tabelas 6 e 7). Ja no meio CHU12 as concentracbes de amonia estiveram abaixo
de 0,7+0,01 mg L (Tabela 6).
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As microalgas podem assimilar nitrato, amonia e outras fontes organicas de
nitrogénio, como ureia, e também podem fixar o nitrogénio atmosférico (BECKER
& BADDILEY, 1994), onde a amodnia é incorporada ao metabolismo através da acédo
de transaminases, para a formacéo de aminoacidos (HUNG et al., 2000).

Dentre os nutrientes mais importantes para as microalgas estao o fésforo (P)
e o nitrogénio (N), no entanto, apenas a forma dissolvida é diretamente disponivel
para o0 crescimento das microalgas. Entretanto, algumas espécies ainda
necessitam de concentracdes infimas de outros compostos para seu crescimento,
como as vitaminas (LOURENCO, 2006).

O excesso de amodnia no meio de cultura pode afetar a densidade e o
desempenho da microalga, considerando como base o fato de que o acumulo de
amonia inibe o crescimento de biomassa algal (SOLETTO, et al., 2005). Neste
estudo, no meio de cultura comercial CHU12 a amdnia manteve-se nos 4 ciclos de
luz estudados menor do que 1 mgL?' durante o periodo experimental.
ConcentragcOes expressas em mg e /ou g em cultivo de microalgas sao
consideradas elevadas, no entanto o meio de cultura tem papel fundamental na
maior ou menor presenca dos macro e micronutrientes (SIPAUBA-TAVARES et al.,
1999).

Em relacdo ao efeito das concentracbes de aménia no crescimento de M.
gracile, pode-se observar que, onde ocorreram as maiores concentragdes (ME) o
crescimento foi mais elevado (Figuras 23 e 24).

As concentracBes de nitrato foram superiores as de nitrito, principalmente no
ciclo de luz 20 h:4 h para o meio ME variando de 0,5+0,1mg L*a 1,5+0,1mg L. No
meio CHU12, 0 nitrato apresentou a maior concentragéo no ciclo de luz 16 h:8 h,
variando de 1,7+0,6mg L1 a 2,2+0,09mg L (Tabelas 6 e 7).

O Nitrito nos dois meios de cultura esteve abaixo de 2,1+0,3mg L (CHUz12)
e de 0,7+0,2mg L* (ME), no entanto no meio de cultura CHU12tendeu a crescer até
o final do experimento nos ciclos de luz utilizados, cresceu (Figura 24; Tabelas 6 e
7).
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Figura 24. Concentracdo de nutrientes nos diferentes ciclos de luz: 24 h:0 h, 20
h:4 h, 16 h:8 h e 12 h:12 h nos dois meios de cultura: meio comercial (CHU12) e
extrato de macrdfita (ME), onde: NH3 (Amoénia mg L?), NO3 (Nitrato mg L*) NO2
(Nitrito mg L) FT (Fésforo total mg L™1).
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O nitrato é a principal forma assimilavel dos compostos nitrogenados pelas
microalgas. Em situacdo de escassez de amonia as microalgas absorvem nitrato
(NO), reduzindo a nitrito (NO>) e posteriormente, & amdnia no interior da célula.
Entretanto, condi¢cdes de elevadas concentragbes de nitrato, as microalgas
excretam nitrito (NO~) para o meio (BOROWITZKA & BOROWITZKA, 1998).

Para a microalga vale ressaltar que o nitrogénio amoniacal tem vantagem
em relacdo ao nitrato, pelo fato de ser mais facilmente absorvido pelas algas, uma
vez gque nao precisa ser reduzido a nitrito e a amonio antes de ser incorporado,
gerando uma economia energética (YIN et al., 1998). Considerando que o
nitrogénio compde em média cerca de 7-10% do peso seco da biomassa microalgal
e € essencial a constituicdo das proteinas estruturais e funcionais das células algais
(HU, 2004).

O fésforo, como o nitrogénio, € um macronutriente que desempenha um
papel vital na célula, visto que este é usado para formar componentes estruturais e
funcionais para o bom crescimento, desenvolvimento e manutencdo celular da
microalga. E preferencialmente, assimilado na forma inorganica como fosfatos,
porém algumas espécies sdo capazes de usar o fosforo encontrado em ésteres
organicos para o crescimento (CAREY et al., 2013).

O fésforo, € um elemento limitante para o crescimento das microalgas, sendo
essencial aos processos celulares como transferéncia de energia (ATP) e
biossintese de acidos nucléicos, fosfolipideos, DNA, entre outros, influenciando na
composicdo da biomassa. O ortofosfato inorganico (PO43) é a forma idnica de
fésforo de uso preferencial pelas microalgas, no entanto, existem outras fontes de
fésforo inorganico que podem ser absorvidas pelas microalgas, como o fosfato
diacido (H2POa4) e o fosfato acido (HPO4?) que podem ser provenientes do acido
fosférico (HsPO4) (REYNOLDS, 2006).

Neste estudo, o fosforo total nos dois meios de cultura foi mais elevado na
luz constante (24 h:0 h) variando de 1,1+0,2 mg L*a 1,4+0,01 mg L* no meio CHU12
e de 2,0+0,3mg L a 2,7+0,2 mg L no meio ME. As menores concentracées foram
encontradas no ciclo de luz 20 h:4 h para os dois meios de cultura (Figura 24;
Tabela 6 e 7). O desenvolvimento de mais estudos ecofisiologicos utilizando néo
somente o nitrogénio, mas também o fosforo e as vitaminas devem ser investigados
(FENG et al., 2011; ZHENG et al., 2012).
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O pH, tem importante papel no cultivo de microalgas, quando elevado
acarreta a decantacdo de ferro no meio de cultura podendo ocasionar a
precipitacdo das microalgas (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001).

Estudos comprovam que o aumento do pH pode ocorrer devido a fixacao do
dioxido de carbono (CO2) por meio da respiracao das microalgas que proporcionam
maior dissociacao de carbonato e bicarbonato. A dissociacéo faz com que a acidez
carbbnica seja removida do meio, ocorrendo, assim, a liberacdo de ions hidroxila
(OH’) no meio, acarretando um aumento do pH (MOTA & VON SPERLING, 2009;
Ll etal., 2011).

Segundo Lourenco (2006), aeracdo introduzida nos cultivos leva ao
enriquecimento de CO2, aumentando a eficiéncia de dissolug&o de carbono no meio
da cultura. Contudo, o excesso de CO2 também pode acarretar efeitos adversos,
relacionados a acidificacdo do meio de cultura. Se o meio de cultura apresenta
nitrato como fonte de nitrogénio, cujo consumo produz alcalinizacdo do meio, a
adicao de CO2 pode neutralizar o processo de alcalinizacdo (LOURENCO, 2006).

No experimento realizado o pH foi alcalino acima de 8,5+0,2 no meio ME e
de 8,8+0,1 no meio CHU12. Em geral, independente do ciclo de luz o pH foi mais
elevado no meio CHU12 (Tabelas 6 e 7).

Nos cultivos, o pH favoravel para o crescimento da maioria das microalgas é
sempre proximo da neutralidade, para que os componentes do meio possam ser
absorvidos (LOURENCO, 2006). O baixo valor de pH pode atuar como inibidor
enzimatico no processo de fotossintese (YANG et al., 2011). Nossos resultados
mostraram pH elevado e ndo foi observado acidez dos meios de cultura nos
diferentes ciclos de luz.

Um dos principais fatores responsaveis por regular as respostas
morfologicas e fisioldgicas das células é a temperatura (ZENG et al., 2011). Altas
temperaturas geralmente aceleram as taxas metabdlicas, enquanto as baixas
temperaturas inibem o crescimento algal (MUNOZ & GUIEYSSE, 2006). Pequenas
flutuacdes de temperatura no sistema de cultivo ndo ocasionam problemas sérios
no desenvolvimento da microalga, mas temperaturas muito baixas ou muito altas
afetam drasticamente o crescimento, levando as microalgas a morte (HOFF &
SNELL, 1997).
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Um interessante estudo realizado por Breuer et al. (2013) com Scenedesmus
obliquus observaram o impacto do pH e temperatura na producdo de biomassa,
sendo que, a maior biomassa final foi obtida em pH 7 e temperatura 27,5°C.

Neste estudo a temperatura foi controlada entre 20°C+3°C em funcéo do
protocolo de cultivo da microalga M. gracile.

A grande maioria das microalgas desenvolve-se em temperaturas entre 10 e
35°C, tendo 6timo crescimento entre 15 e 25°C (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA,
2001). A temperatura exerce influéncia direta sobre a velocidade da fotossintese e

0 seu aumento acelera os processos oxidativos (MARGALEF, 1983).

8.3 Custo/beneficio da producdo da microalga Messastrum gracile nas
condi¢cdes aplicadas neste estudo.

As microalgas tém sido foco de inUmeras investigacfes biotecnologicas em
relacdo a sua importancia econdémica, nutricional e ecoldgica (ANTELO et al.,
2010). Em relacdo ao custo para a producdo de elevada biomassa, inUmeros
estudos visam meios de cultura alternativo que seja economicamente viavel e que
produza quantidades 6timas de biomassa.

De acordo com Sipauba-Tavares & Pereira (2008) um dos maiores custos
na producao de microalga sdo a luz e mao de obra. Neste enfoque, € importante
avaliar o custo operacional e o gasto de luz para uma produgédo comercialmente
viavel.

A Tabela 8 apresenta os custos das diferentes estratégias produtivas
avaliadas neste trabalho, sendo que o custo foi avaliado em doélar (US$). Em
relagdo a mao de obra de trabalho, considerando 2 a 4 horas diérias trabalhadas,

o custo anual com 730 horas foi de US$ 2,239, o que é composto do salario do
funcionério acrescido de 74% de encargos sociais e provisionamentos.

O gasto com energia foi em quilowatts (kW), o custo foi de US$0.17 kW/h,
para a bomba de ar foi de US$268, para a bomba de agua de US$1,042, para o
ar-condicionado de US$5,241, para a centrifugacdo da microalga de US$44 e o
fluxo de ar necessario para a esterilizacdo do processo foi de US$ 19, obtendo
um custo de producao de US$8,853.

Em relacdo as lampadas da sala de cultivo, os valores variaram para cada

ciclo de luz, onde, 0 24 h:0 h foi 0 mais dispendioso com um custo de US$1,519;
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20 h:4 h de US$1,266; 16 h:8 h com um total de US$1,012 e 12 h:12 h com o
menor custo de US$760. Portanto, em relacdo ao custo por meio da
luminosidade em diferentes ciclos de luz, vale ressaltar que o ciclo de luz 12 h:12
h foi o mais econdmico para o cultivo da microalga Messastrum gracile nas
condic@es utilizadas neste estudo, com baixo rendimento algal (Tabela 8).

Em relacdo aos meios de cultura, houve uma diferenca econdémica
significante entre os meios de cultura comercial (CHU12) e alternativo (ME). O
CHU12 é composto por: Nitrato de Calcio, Fosfato de Potassio, Sulfato de
Magnésio, Cloreto de Potassio, Carbonato de Sddio e Cloreto de Ferro,
totalizando um custo de US$ 439.84. Ja o meio de cultura ME apresenta um
custo de US$ 329, uma vez que o preco da macrdfita (Eichhornia crassipes) foi
considerado nulo, ja que sdo encontradas frequentemente na regido em
guantidade abundante (Tabela 8).

Os custos com a manutencdo da producao anual, de acordo com este
experimento foi de US$ 1,944, enquanto que o custo anual com agua foi de
US$1,284.80. A utilizacdo de &agua ocorreu nas mesmas proporcoes,
independente do sistema de cultivo (Tabela 8).

Os custos totais anuais para cada tratamento mostraram que no meio de
cultura CHU12, o ciclo de luz 24 h:0 h (US$ 11,801.64) foi mais elevado em
relacdo aos outros tratamentos, enquanto que o ciclo de luz 12 h:12 h (US$
11,042.64) apresentou 0s menores custos. Em relacdo ao custo/beneficio
observou-se que nao foi viavel em relacdo a biomassa, pois de acordo com todos
os dados apresentados pelo experimento e principalmente, pela curva de
crescimento a que apresentou maior biomassa foi no ciclo de luz 24 h: 0 h. Neste
caso, 0 mais adequado foi 0 20 h: 4 h (US$11,548.64), de acordo com todos os
resultados obtidos e o custo/beneficio para este meio. O mesmo foi observado
para o meio ME com custo de US$11,662.09 (24 h:0 h) e de US$10,903.09 (12
h:12 h). O item que mais influenciou o custo total de producédo foi a energia
elétrica, independente do meio de cultura, e os precos mais dispendiosos foram
para o ciclo de luz de 24 h:0 h (Tabela 8).
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Tabela 8. Estimativa dos custos de producgédo (em US$ doélar)* para 100.000 L ano no
cultivo de Messastrum gracile em diferentes ciclos de luz (24 h:0 h, 20 h:4 h, 16 h:8 he

12h:12h) e nos dois meios de cultura CHU12 e de extrato de macréfita (ME).

- . . Custo
Producéo Estimativas (USS$)
(1) M&o de obra Custo de méo de obra (2 a 4 horas) -
730 Horas/Ano - 2,239
(2) Energia em kW Custo de eletricidade US$ 0.17 kwW/h
Horas/Ano
Bomba de ar 0.18 kW x 24 horas/dia x 365 dias/ano 268
Bomba de agua 0.70 kW x 24 horas/dia x 365 dias/ano 1,042
Ar-condicionado 3.52 kW x 24 horas/dia x 365 dias/ano 5,241
Centrifugacédo da alga 0.70 kW x 1 horas/dia x 365 dias/ano 44
Fluxo de ar (esterilizagao de 0.3 kW x 1 horas/dia x 365 dias/ano
algas) 19
Lampadas da sala de cultivo . .
(Ciclo de luz 24 h:0 h) 1.02 kW x 24 horas/dia x 365 dias/ano 1,519
Lampadas da sala de cultivo : .
(Ciclo de luz 20 h:4 h) 1.02 kW x 20 horas/dia x 365 dias/ano 1,266
Lampadas da sala de cultivo . .
(Ciclo de luz 16 h:8 h) 1.02 kW x 16 horas/dia x 365 dias/ano 1,012
Lampadas da sala de cultivo . .
(Ciclo de luz 12 h:12 h) 1.02 kW x 12 horas/dia x 365 dias/ano 760
(3) Meio de cultura i

comercial (kg)

Nitrato de Calcio 18.83 98.62
Fosfato de Potassio 3.14 23.25
Sulfato de Magnésio 47 246.52
Cloreto de Potassio 3.14 15.88
Carbonato de Sédio 12.55 49.86

Cloreto de Ferro 0.32 5.71
(3) Meio de cultura

alternativo (ME)

Eichhornia crassipes (litros) 3,935.78 -
NPK (20-5-20) (litros) 157.95 0.29
Vitamina B (kg) 1.3 300
(4) Manutencgéo - 1,944
(5) Agua (730 m3 Ano™) Custo da agua US$ 1.76 m3 1,284,80
(6) Custo anual total para Ciclos de luz

cada tratamento -

24 h:0h 11,801.64

20 h:4h 11,548.64

CHUz. 16 h:8 h 11,294.64
12h:12 h 11,042.64

24 h:0h 11,662.09

ME 20 h:4h 11,409.09
16 h:8 h 11,155.09

12 h:12 h 10,903.09

*Taxa de cambio média (Janeiro de 2022) US$ 1,00 = R$ 5,54. Fonte: 14 de jan. 14:19 UTC.
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A partir dos resultados obtidos na Tabela 8, foi possivel analisar os custos
de producado da biomassa algal (Tabela 9). O meio de cultura CHU12, no ciclo de
luz 24 h:0 h no 5° dia de producéo foi 0 que apresentou maior custo para producao
da biomassa por gramas, sendo de US$1.18, enquanto que nos dias consecutivos
0 custo se estabilizou em US$0.59 por grama. No ciclo de luz 20 h:4 h, o maior
custo foi no 15° dia de US$1.44, enquanto que o menor foi para o 5° dia US$0.64.
No ciclo de luz 16 h:8 h observou-se uma constancia nos dias 5° ao 10° dia de
crescimento com o custo de US$1.13, entretanto, no 15° houve uma queda
neste valor para US$0.56. Para o ciclo de luz 12 h:12 h o maior custo para a
biomassa foi no 15° dia, de US$5.52.

Segundo a Tabela 9, para o meio de cultura ME, os custos para a
producdo de biomassa de Messastrum gracile, de acordo com as condi¢des
deste experimento, variaram ao longo dos dias de cultivo. O ciclo de luz 24 h:0
h apresentou maiores custos no 5° dia de producéo, de US$0.83 enquanto que
no 15° dia foi de US$0.42.

O ciclo de luz 20 h:4 h apresentou maiores custos de biomassa em
gramas para o 5° dia, de US$1.63, enquanto que no 10° dia de crescimento
observou-se um menor custo (US$0.52). Ja no ciclo de luz 16 h:8 h o maior
custo ocorreu no 5° dia (US$1.39) enquanto que o menor custo foi no 15° dia
(US$0.93). Para o ciclo de luz 12 h: 12 h observou-se maior custo também no
15° dia (US$0.99). Como a biomassa estd estritamente relacionada a
intensidade de luz no ciclo 24 h:0 h, vai ser mais elevada.

Estudos de andlise do custo/beneficio da producédo de biomassa algal
sdo extremamente importantes, porque a producdo autotréfica € o método
tecnicamente e economicamente mais viavel para a produ¢édo em larga escala
de biomassa algal (SALAMA et., 2017). Além disso, segundo Yan et al. (2011)
€ necessario que ocorra um equilibrio, pois sob baixa iluminagéo, a energia

disponivel é insuficiente, enquanto sob excesso de luz ocorre fotoinibicao.
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Tabela 9. Custo/beneficio da producdo de biomassa por grama de Messastrum
gracile, nos dias de cultivo (5°, 10° e 15°) nos diferentes ciclos de luz (24 h:0 h; 20
h:4 h; 16 h:8 h e 12 h:12 h, e meios de cultura um comercial (CHU12) e outro de
extrato de macrofita (ME).

Meio de . : Biomassa Custo de

cultura Ciclo de luz Dias © Producio (g)
24 h:0h 5 10,000 1.18
24 h:0h 10 20,000 0.59
24 h:0h 15 20,000 0.59
20 h:4 h 5 18,000 0.64
20 h:4 h 10 17,000 0.68
20 h:4 h 15 8,000 1.44

CHUz12
16 h:8 h 5 10,000 1.13
16 h:8 h 10 10,000 1.13
16 h:8 h 15 2,000 0.56
12 h:12 h 5 6,000 1.84
12 h:12 h 10 10,000 1.10
12 h:12 h 15 2,000 5.52
24 h:0h 5 14,000 0.83
24 h:0h 10 19,000 0.61
24 h:0h 15 28,000 0.42
20 h:4 h 5 7,000 1.63
20 h:4 h 10 22,000 0.52

ME 20 h:4 h 15 21,000 0.54

16 h:8 h 5 8,000 1.39
16 h:8 h 10 8,000 1.39
16 h:8 h 15 12,000 0.93
12 h:12 h 5 12,000 0.91
12 h:12 h 10 12,000 0.91
12 h:12 h 15 11,000 0.99

*Taxa de cambio média (Janeiro de 2022) US$ 1.00 = R$ 5,54.
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O controle do ciclo de luz faz toda a diferenca na producéao da biomassa
da microalga Messastrum gracile, como também no custo/beneficio. Segundo
Possatto (2009), para que as espécies de microalgas possam produzir
satisfatoriamente varias formas de energia, sendo indispensavel o cuidado no
processo e no sistema de cultivo destes microrganismos, considerando as

peculiaridades de cada espécie e adaptacdo ao cultivo.

9. CONCLUSAO

Com base neste estudo e nos resultados observados pode-se concluir que
a utilizacdo dos meios de cultura para o desenvolvimento da microalga
Messastrum gracile, tais como o comercial (CHU12) e o extrato de macréfita (ME),
juntamente com os diferentes ciclos de luz (claro/escuro) analisados,
apresentaram resultados diferenciados no crescimento desta microalga. O meio
de cultura apresentou influéncia direta na producdo de M. gracile e os periodos
de escuro também influenciaram na biomassa algal.

Em relacdo ao custo/beneficio da producdo de M. gracile nas condi¢cdes
estudadas, o meio ME e o ciclo de luz 20 h:4 h apresentou o menor custo. No
entanto, se considerarmos a biomassa (g), o ciclo de luz 24 h:0 h no 15° dia de
crescimento de M. gracile apresentou a maior biomassa e 0 menor custo. Quanto
mais intensidade de luz consequentemente, vai ocorrer maior biomassa em
condicBes de cultivo controlado. Apesar do meio CHU12 (comercial) conter todos
0S macro e micronutrientes adequados para o crescimento da microalga, o uso de
macrofita (Eichhornia crassipes) como meio de cultura € uma alternativa a ser
adotada para esta microalga, e com a utilizacdo de ciclos de luz ciclos 24 h:0h e
20 h:4 h.
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