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RESUMO

A microalga A. gracilis é conhecida pela sua capacidade de ser usada em nutricao
de organismos aquaticos. Alguns estudos relatam que a adicao de vitamina junto
ao meio de cultura promove uma melhora nas condi¢cdes do cultivo. O objetivo
deste estudo foi avaliar o desempenho da microalga Chlorophyceae,
Ankistrodesmus gracilis, em condicdes controladas em trés diferentes meios de
cultura, sendo um comercial (CHU12) e dois alternativos (NPK (20:5:20) e
Macréfita + NPK) durante o periodo de 28 dias de cultivo para cada meio. O
experimento foi realizado em recipientes de 13L durante 28 dias, com

luminosidade constante de 60 umol m? s

e para cada recipiente foram
adicionados 20 mg de vitamina do complexo B. No meio CHU;> apresentou
densidade celular méxima de 25,6 x 10° cel mL™ e nos meios NPK e M+NPK foi
de 25,5 e 24,2 x 10° cel mL™, respectivamente. As quantidades de lipidios obtidas
no presente estudo foram, para o meio NPK o valor médio foi de 12,68% do peso
seco e para os meios M + NPK e CHU , os valores obtidos foram 9,85 e 2,82% do
peso seco respectivamente. Em relacdo as proteinas a microalga A. gracilis
apresentou valores significativos comprovando assim o seu grande potencial
como nutriente na alimentagdo de organismos aquaticos, foram obtidos para o
meio NPK valores de 41,26% do peso seco, e para os meios M + NPK e CHU 2
valores de 37,71 e 31,76% do peso seco respectivamente. Através dos dados
obtidos neste estudo, pode-se concluir que a utilizagdo dos meios de cultura
alternativos NPK (20:5:20) e macréfita + NPK apresentaram resultados
satisfatérios no crescimento e desenvolvimento da microalga A. gracilis. Em
relacdo a nutricdo de organismos aquaticos pode ser uma grande ferramenta
como alimento natural.

Palavras-chave: microalgas, crescimento, lipidio, meios alternativos
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ABSTRACT

The microalgae A. gracilis is known for its ability to be used in nutrition of aquatic
organisms. Some studies report that the addition of vitamin on the culture medium
promotes an improvement in the conditions of cultivation. The objective of this
study was to evaluate the performance of microalgae Chlorophyceae,
Ankistrodesmus gracilis, under controlled conditions in three different culture
media, being a commercial (CHUs2) and two alternatives (NPK (20:5:20) and
Macrophyte+NPK) during the period of 28 days of cultivation for each half. The
experiment was accomplished in 13L containers during 28 days, with constant
brightness of 60 umol m? s and for each container were added 20 mg of vitamin
B complex. In the middle CHU, has maximum cell density 25,6 x 10° cel mL™" and
NPK and M+NPK media was 25,5 and 24,2 x 10° cel mL", respectively. The
quantities of lipid obtained in this study were, in the middle the average value was
NPK 12,68% of the dry weight and the means M + NPK and the values obtained
CHU+2 were 9,85 and 2,82% of the dry weight respectively. In relation to protein
microalgae A. gracilis presented significant values proving so its great potential as
a nutrient in the feeding of aquatic organisms, were obtained for the NPK values of
41,26% of dry weight, and for the means CHU4, 37,71 values and M+NPK and
31,76% of the dry weight respectively. Through the data obtained in this study, it
can be concluded that the use of alternative culture media NPK (20:5:20) and
macrophyte + NPK presented satisfactory results in the growth and development
of microalgae A. gracilis. In relation to the nutrition of aquatic organisms can be a
great tool as health food.

Key words: microalgae, growth, lipid, alternative medium



1 — INTRODUCAO

O estudo do cultivo de microalgas €& importante para incrementar o
conhecimento da biologia das espécies, favorecendo posterior producao em
ambientes controlados. As espécies de microalgas sdo produzidas atualmente em
escala comercial, resultando numa atividade de grande interesse favorecendo o
desenvolvimento de diferentes campos da aquicultura. As microalgas podem ser
utilizadas como fonte alimentar para larva de peixes, zooplancton, camardes, ras,
moluscos cultivados em laboratério, outros invertebrados ou no tratamento de
esgoto, produgdo quimica comercial e bioconservacdo de energia solar
(KNUCKEY et al., 20086).

As microalgas sdo indicadas para uso como alimento, pois reunem
qualidades ideais de nutricdo e digestibilidade, apresentando tamanho celular
adequado, resisténcia as adversidades ambientais e as condi¢gdes de cultivo
(SILVA et al, 2004). Dentre elas, estdo as que pertencem a classe
Chlorophyceae, como Ankistrodesmus gracilis, que tem mostrado excelente
resultado em cultivos realizados em laboratério (SIPAUBA-TAVARES &
PEREIRA, 2008).

O cultivo de microalgas em laborat6rio tem crescido principalmente quanto
ao uso na nutricdo de organismos aquaticos, mas ainda ha resisténcia devido ao
custo desse tipo de producdo, entdo todas as alternativas para que se possa
baratear esses custos devem ser estudadas com exaustao.

Em cultivos controlados, os meios de cultura oferecem nutrientes
necessarios para 6timo crescimento de cada espécie. O objetivo em toda cultura
de microalga é a maximizacdo da conversao da eficiéncia fotossintética para um
6timo de producédo de material organico. Como qualquer grupo de organismos, as
algas variam nos seus requerimentos, exigéncias de diferentes meios e técnicas
de cultivo. O meio de cultura e a luz sdo as bases para o estabelecimento de boa
técnica de qualidade algal (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001).

O uso de fertilizantes inorganicos tem sido muito praticado em aquicultura,
como forma de aumentar a biomassa de microalga. O nitrogénio e fésforo em
fertilizantes incrementam o crescimento de pequenas algas unicelulares. Em meio
alternativo a base de substancias humicas, o crescimento de Scenedesmus



quadricauda (Chlorophyceae) foi rapido quando misturado ao meio EDTA (JIN et
al., 2008).

A utilizacao de meio de cultura para a microalga Chlorophyceae contendo
plantas aquaticas e NPK, pode servir de importante fonte alternativa por
apresentar concentracdes elevadas de nitrogénio e fosforo, essenciais ao
desenvolvimento e crescimento com baixo custo, contribuindo para a reciclagem
de residuos de produtos bioldgicos. A utilizagdo de fertilizante quimico (NPK)
associado com extrato de macréfita (Eichhornia crassipes) promoveu ganho
nutricional a microalga Ankistrodesmus gracilis, similar ao meio comercial CHU1»
(SIPAUBA-TAVARES et al., 2009).

O crescimento das microalgas € influenciado pelas mudancas de
temperatura, intensidade e duracao de luz, porém alta densidade celular e valor
nutricional adequado sao resultados do cultivo com meio que fornega nutrientes
suficientes e manejo integrado (UGWU et al., 2008). Em geral, o valor nutricional
esta diretamente relacionado a espécie, suplemento de nutrientes e luz (CAI et
al., 2007). Outras condicoes fisico quimicas como preferéncias espectrais, taxas
de oxigénio e diéxido de carbono sao importantes para o crescimento da cultura,
podendo maximizar a producao (YAMAGUCHI et al., 2008).

Outra forma de avaliar a importancia da microalga é através da producao
de lipidios, sendo este muito utilizado na industria comercial (biodiesel).
Atualmente, a producédo de biodiesel a partir de microalgas é muito dispendiosa
para competir com o petréleo, de modo que os desafios atuais associam-se ao
isolamento e selecido de espécies promissoras de elevada acumulacao de
conteudo lipidico; a uma estratégia de producéo de boa qualidade, melhorando-se
o potencial das microalgas (CAROLINO, 2011).

O presente estudo tem por objetivo avaliar o cultivo de Ankistrodesmus
gracilis em laboratério utilizando trés meios de cultura, macréfita+NPK, NPK
(20:5:20) e CHU 3, a fim de avaliar a influéncia do meio de cultura no crescimento,
com especial referéncia a biologia e valor nutricional durante o periodo
experimental de 28 dias, gerando conhecimentos para implementacdo de novas
técnicas de cultivo com fins de alta producdo a baixo custo que sédo de

necessidade no campo da aquicultura.



2 - REVISAO DE LITERATURA

As microalgas sao organismos fotossintéticos que utilizam luz e CO, como
fonte de carbono para producdo de biomassa (PEREZ-GARCIA et al., 2011);
possuem mecanismo fotossintético semelhante ao das plantas superiores;
auséncia de estruturas como caules e folhas; grande maioria estdo submersas na
agua e possuem assim maior acesso ao didéxido de carbono e nutrientes, com
melhores taxas de conversdo da energia solar em biomassa (SCHENK et al.,
2008).

Comumente encontradas em aguas doces, marinhas e até nos solos, sao
consideradas responsaveis por pelo menos 60% da producao primaria da Terra
(CHISTI, 2004).

Algumas microalgas ja sao cultivadas comercialmente, como as dos
géneros Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae) utilizada para obtencdo de
astaxantina, Chlorella beyerinck, (Chlorophyceae) e Arthrospira stizenberger
(Cyanophyceae) obtendo-se aditivos em alimentos naturais e Dunaliella salina
(Chlorophyceae) para a obtengdo de B-caroteno (BECKER, 2004). Estima-se que
a producao anual de biomassa algal é cerca de 5 milhées de quilos por ano, com
valor de mercado préximo a 330 USD por kg (PULZ & GROSS, 2004).

Nos sistemas aquaticos, desempenham um importante papel na ciclagem
de nutrientes, no balan¢co do pH, atuando na remocao do diéxido de carbono,
gerando oxigénio e promovendo melhoria na qualidade da agua através da
absorcdo de compostos nitrogenados (PEREZ- GARCIA et al., 2011). Favorecem
também a remocdao de contaminantes organicos, metais pesados e
microrganismos patogénicos presente em 4guas residuais (MUNOZ &
GUIEYSSE, 2006).

Varias espécies tém sido propostas como uma alternativa na remocgao de
nutrientes presentes na agua em tratamentos biolégicos (MALLICK, 2002),
utilizando ainda a biomassa colhida como racao animal ou produtos quimicos de
alto valor comercial (NUNEZ et al., 2001).

Na aquicultura muitas espécies de microalgas sao utilizadas como fonte
primaria de alimento para algumas espécies de peixes, porém as mais adequadas
sdo aquelas que reunem qualidades ideais de nutricdo, digestibilidade e que



apresentem tamanhos celulares compativeis com a espécie de peixe nos
diferentes estagios de desenvolvimento e que suportem as condi¢cées de cultivo
(SILVA et al., 2004)

As células algais possuem composicdo bioquimica diversificada
(carboidrato, proteina, lipidios, &cidos graxos, etc.) e este conteudo esta
relacionado ndo apenas com cada espécie, mas também com os fatores
ambientais, como condi¢des de cultivo, meios de cultura utilizados, entre outros
(MIAO & WU, 2004).

As pertencentes a classe Chlorophyceae contém em sua composi¢ao cerca
de 32% de fibras totais, 10% de minerais, 44% de albumina, 12% de &acidos
graxos, e 2% de clorofila em relacdo ao peso seco (PANIANGUA, 2003). Por
serem fontes de micronutrientes, vitaminas, 6leos e elementos traco para toda
comunidade aquatica, as microalgas sdo de grande importancia na producao e
balango de oxigénio dissolvido na agua (RIQUELME & AVENDANO-HERRERA,
2003), no uso como alimento (SOUTO et al., 2008) e em diversas areas da
aquicultura.

Alguns pesquisadores como Hanel et al. (2007) e Ju et al. (2009)
verificaram que a proteina produzida pelas microalgas possui grande potencial na
substituicdo da proteina presente em farinhas de peixes e como importante aditivo

em alimentos para os organismos aquaticos.

2.1 — Importancia da microalga na Aquicultura

No Brasil, alguns estudos tém enfatizado o cultivo em massa de plancton de
agua doce em laboratério, como fonte de alimento para larvas e alevinos de
peixes. A falta de uma tecnologia adequada que permita uma producdo em massa
de plancton de agua doce a baixo custo, ainda nao apresentou nenhum avango
significativo no Brasil para atender as necessidades protéicas dos peixes.

A necessidade do alimento natural para os peixes no inicio do
desenvolvimento pode ser resolvida pelo cultivo de plancton em instalacées
especiais designadas para este propodsito. Esta € sem duvida, a linha a ser
seguida onde a proteina essencial a sobrevivéncia da larva de peixe podera ser



produzida em massa, num tempo mais curto e em uma area relativamente menor
(SIPAUBA-TAVARES, 2013).

O cultivo de algas em laboratério para obtencdo de uma dieta é bastante
adequado, pois, as células em crescimento exponencial tém alta capacidade
fotossintética e o principal produto da sua fotossintese é a proteina (SIPAUBA-
TAVARES & ROCHA, 2001).

A natureza oferece uma grande diversidade de alimento aos peixes,
incluindo nutrientes em solucdo e uma quantidade de plantas e animais
diferentes.

O ambiente de agua doce comparado ao marinho oferece poucas
oportunidades para especializagdo alimentar das diferentes espécies de peixes.
Como consequéncia muitas delas tém uma ampla tolerancia ao tipo de habitat,
uma flexibilidade de habitos alimentares e, em geral, compartiiham muitos
recursos do seu ambiente com varias outras espécies de peixes.

Cada espécie de peixe pode apresentar preferéncias por um determinado
tipo de alimento, estando seus 0rgaos sensoriais adaptados a ele, nao
permanecendo constante durante toda a vida podendo mudar com as alteracdes
de suas estruturas no decorrer do desenvolvimento do peixe (NIKOLSKY, 1969).

Um dos fatores mais importantes para o sucesso na criagdo de peixes é
provavelmente a utilizagdo do alimento natural, principalmente nos estagios
iniciais de desenvolvimento, podendo se resolvida cultivando estes organismos
em instalacdes especiais designadas para este propésito (SIPAUBA-TAVARES &
ROCHA, 2001).

A producdo de alagas diretamente nos tanques de criacdo de peixes,
utilizando adubos organicos ou fertilizantes quimicos tém sido realizadas em
muitas estacdes de piscicultura do pais com intuito de estimular e desenvolver o
fitoplancton (GRIECO-REIS et al., 1986; SA-JUNIOR, 1994). No entanto, esta
técnica apresenta alguns problemas como limitacdo de luz pelo rapido
florescimento de algas e aparecimento de Cyanobactéria e consequentemente,
pode ocorrer a producdo de espécies de algas com baixo valor nutricional
(SIPAUBA-TAVARES, 2013).

Os reagentes quimicos necessarios para a preparacao dos meios de cultura
sdo caros e, alternativas que levem a uma redugdo do custo de producdo das

algas sao necessarias.



Dentre alguns meios testados com objetivo de reduzir o custo de producao
estdo: esgoto doméstico esterilizado para o cultivo de Chlorella pyrenoidosa
(PIPPES & GOTAAS, 1960), Chlorella vulgaris (MARCHELLO, 2013); extrato de
lodo ativado e lodo digerido, acrescentando ou nao outros residuos como folha de
cha e soja para o cultivo de Chlorella pyrenoidosa (WONG & LAY, 1980);
efluentes clarificados de biodigestores alimentados com esterco de porco para
cultivo de Chlorella vulgaris (JUSIAK et al., 1984; DELABARY, 2012); NPK
(20:5:20) para o cultivo de Chlamydomonas sp, Scenedesmus bijugatus e
Ankistrodesmus gracilis (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 1993); vinhaga de cana-
de-acucar para cultivo de Chlorella sp. (OLIVEIRA, 1995); urina humana para
cultivo de Scenedesmus acuminatus (ADAMSON, 2000); agua intersticial extraida
dos sedimentos de tanques de criagdo de camarao para cultivo de Chaetoceros
calcitrans, Nannochloropsis oculata e Oscillatoria sp (YUSOFF et al., 2001), entre
outros.

A adicao de vitamina do complexo B as culturas de algas utilizadas como
alimento para organismos aquaticos tem proporcionado 6timo crescimento € um
aumento significativo na producdo (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001;
SIPAUBA-TAVARES & PEREIRA, 2008; SIPAUBA-TAVARES et al. 2009, 2011,
2013; SIPAUBA-TAVARES & BACHION, 2002).

Outra forma de baratear o custo de producao de microalgas em laboratério é
0 uso de plantas além de conter entre suas raizes uma populagcdo enorme de
microrganismos associados, formam um componente ideal rico em material
nutritivo (SIPAUBA-TAVARES, 2000; SIPAUBA-TAVARES et al. 2009). De acordo
com Edwards (1990), Tilapia nildtica apresenta rendimento cerca de 2 a 5% do
peso/dia quando alimentada com Lemma, em comparagdo com tratamento
controle.

Em culturas em grandes volumes uma aeracao constante e direta do meio
de cultura é indispensavel, mantendo as células em suspensao assegurando o
suprimento de carbono inorganico, estabilizando o pH, evitando a sedimentacéo
excessiva das algas no fundo dos tanques ou sacos de cultivo, assegurando
condigbes idénticas de crescimento para todas as células aumentando a
superficie entre organismos e meio de cultura, facilitando as trocas gasosas
(SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001).



Sipauba-Tavares & Bachion (2002) trabalhando com o cultivo de
Diaphanosoma birgei e Moina micrura, verificaram que uma dieta a base de NPK
(20:5:20) e vitamina B elevou o crescimento desta espécie além de fornecer um
alimento com alto valor nutricional.

2.2 - O uso de microalgas como fonte energética

A obtencdo de biocombustivel € a partir de acucares, amido ou O6leos
vegetais, sendo estudado ha mais de um século, com relacao a producéao a partir
do alimento humano surgiu no sentido de oferecer aos produtores mais uma
renda extra, porém os componentes que dao origem Oleo para a producédo de
biocombustivel, passaram a apresentar elevado preco no mercado (BATTEN &
O'CONNELL, 2007).

Atualmente, uma das maiores preocupagdes ambientais & de encontrar uma
fonte energética renovavel que seja capaz de suprir 0 uso de combustiveis fosseis
evitando assim, grande parte das emissdes de gases de di6xido de carbono na
atmosfera, que sado o0s principais causadores do efeito estufa. Uma das
alternativas pode ser o uso de bicombustiveis originados de fontes vegetais, como
o biodiesel que € obtido a partir de oleaginosas (SCARDOELI-TRUZZI, 2013).

Algumas oleaginosas como a canola, a palma, soja e milho, produzem
quantidades pequenas de 6leo (cerca de 5% da biomassa total) (CHISTI, 2007)
quando comparado com as microalgas, que conseguem acumular cerca de 25-
50% de lipidios neutros nas células (HU et al., 2008), somado a isto, a superficie
terrestre necesséria para o cultivo das microalgas ¢é inferior a das outras culturas,
o0 que torna o biodiesel de microalgas o biocombustivel renovavel com alto
potencial na substituicdo de combustiveis derivados do petréleo (CHISTI, 2007).

As microalgas ganharam grande interesse no seu uso como matéria-prima
para producao de biocombustiveis (STEPHENS et al., 2010), devido a capacidade
de serem cultivadas em locais com condigdes diversificadas quando comparado
com outras culturas, e por apresentarem elevadas taxas de crescimento (CHISTI,
2007).



Algumas espécies possuem elevados teores de lipidios (CHISTI, 2007),
sendo possivel a extragcdo de grandes quantidades de 6leo, principal matéria
prima para obtencdo do biodiesel, entre as algas podem ser citadas: Tetraselmis
suecica e Botryococcus braunii, que possuem respectivamente 15% e 75% de
concentracao lipidica nas células (KHAN, 2009), variando de acordo com as
condices de cultivo.

A maioria dos 6leos naturais produzidos pelas microalgas encontra-se na
forma de triglicerideos, que sédo considerados os melhores tipos de éleos para a
producdo de biodiesel (CHISTI, 2007; HU et al., 2008). O tipo de lipidios
presentes varia entre as espécies (DAMIANI et al., 2010).

Alguns fatores ainda impedem a producdo em massa de microalgas, como
os altos custos envolvidos nos processos de cultivo, colheita e processamento. A
colheita realizada no processo de producado pode atingir cerca de 20 a 30% dos
custos (MOLINA-GRIMA et al., 2003).

Para a producgéo de biodiesel é fundamental a extragdo dos 6leos presentes
no interior das células. Esta extracdo pode ser feita por acdo mecénica ou
quimica, porém o uso de prensas mecanicas extrai uma porcentagem menor de
6leos comparado com a extragdo quimica. O 6leo extraido pode ser convertido
em biodiesel através da reacdo de transesterificacdo, tecnologia esta ja
desenvolvida e industrialmente utilizada no processamento de conversao de 6leos
vegetais (JANAUN & ELLIS, 2010).

2.3 - Descricao da espécie Ankistrodesmus gracilis

Dentre as microalgas utilizadas para cultivo em laboratério, as
Chlorophyceae unicelulares tém sido amplamente utilizadas na alimentacdo de
organismos planctonicos e particularmente Ankistrodesmus gracilis, originaria da
regido sudeste do Brasil, mostra-se bastante promissora como incremento da
atividade aquicola (SIPAUBA-TAVARES, 1995).

A alga A. gracilis, (Figura 1) pertence a classe Chlorophyceae,
considerada uma das maiores classes de algas, com elevada diversidade de
organismos, cerca de 17.000 espécies (RAVEN et al., 2001).
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FIGURA 1 — Microalga Ankistrodesmus gracilis: em col6nia (A) e isolada (B).

Segundo BICUDO & MENEZES (2006), a posicao sistematica desta microalga é a
seguinte:

Divisao: Chlorophyta

Classe: Chlorophyceae

Ordem: Chloroccocales

Familia: Oocystaceae

Género: Ankistrodesmus

Espécie: Ankistrodesmus gracilis

Ankistrodesmus gracilis apresenta critérios como fonte de alimento para
diversos organismos aquaticos devido a qualidade fisica como pureza,
disponibilidade, aceitacdo, valor nutricional, facil de obtencao e economicamente
viavel (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 1993; HARDY & CASTRO, 2000;
SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001).

Algas Chlorophyceae unicelulares sado geralmente selecionadas para
cultivo em massa e utilizadas na alimentacdo de organismos aquaticos por
apresentarem parede celular mais fina e, portanto, uma quantidade de carbono
inorganico total em relagcdo ao peso seco mais elevado do que as diatomaceas
(SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 1993).

As algas Chlorophyceae também denominadas de algas verdes constituem
um grupo muito amplo e variado de algas unicelulares, de vida colonial e
filamentosa. De cor verde intenso devido as clorofilas a e b que mascaram os
carotenos e xantofilas. Os pirendides situados nos cloroplastos armazenam amido
como substancia de reserva. Algumas algas Chlorophyceae sdo desnudas, mais

a maioria possui uma parede celular formada por duas ou mais capas, a interna é
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celulésica e a externa é pectinica. As algas de parede delgada tém,
proporcionalmente, maior quantidade de material utilizdvel ou nutritivo que as de
parede grossa (REYNOLDS, 1984).

A alga A. gracilis, quando isolada, caracteriza-se por ser unicelular imovel e
nao produz zodsporos. Esta espécie apresenta célula alongada e pontiaguda em
ambos os polos. Sd&o comuns em agua e solo, crescendo abundantemente,
podendo originar florescimento, as vezes agregando-se em pequenos grupos
(BOLD & WYNNE, 1995).

A escolha desta alga justifica-se pelas seguintes razdes: de facil cultivo ao
longo do ano em laboratério; resiste bem ao manejo envolvido no cultivo; bem
aceita como alimento pelas espécies zooplanctbnicas e larvas de peixes
(SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 1993, 1994; SIPAUBA-TAVARES et al.,1999;
SIPAUBA-TAVARES & BRAGA, 1999; HARDY & CASTRO, 2000; SIPAUBA-
TAVARES & ROCHA, 2001; SIPAUBA-TAVARES & BACHION, 2002).

Desta forma estudos que enfoquem maior conhecimento sobre a biologia e
crescimento desta microalga, serdo de fundamental importancia em trabalhos que

visem a producao de alimento vivo para organismos aquaticos.

2.4 - Fatores que influenciam no crescimento e desenvolvimento algal

Para o cultivo de microalgas existem dois sistemas de cultivo: os
denominados abertos e os fechados. Ambos os sistemas apresentam diferentes
variagdes geométricas, sendo os mais conhecidos entre os sistemas abertos os
“raceway” e dentre os fechados os fotobiorreatores tubulares e em forma de
placas.

Mesmo tendo varios estudos e pesquisas sobre o uso de fotobiorreatores
fechados, a utilizacdo de sistemas comerciais de cultivo aberto do tipo tanque é
maior, por possuir menores custos de implantacdo e operacao (PUSHPARAJ et
al., 1997). Esses tanques sao equipados com agitadores compostos por pas
giratorias ou outros materiais promovendo assim a circulacado do meio de cultura
(HASE et al., 2000).
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As lagoas fotossintéticas sdo sistemas abertos, pouco profundos, com
cerca de 10 a 50 cm para que seja possivel a difusdo do diéxido de carbono
proveniente da atmosfera e ocorra maior penetracdo da luz solar, sendo
comumente construidos em cimento ou terra compactada e impermeabilizados
por lonas plasticas (CHISTI, 2007). Este sistema apresenta vantagens como
menor gasto de energia necessaria para operagdo e facil manutencao da
temperatura, devido ao contato direto com a atmosfera gerando maior dissipacao
de calor (MATA et al., 2010).

Sistemas de cultivo em fotobiorreatores verticais promovem elevada
transferéncia de massa e mistura adequada das microalgas, com baixo
rompimento das células evitando o estresse e aumentando a capacidade de
limpeza e esterilizacdo. Em fungdo da maior superficie de area de iluminacao, os
sistemas verticais sdo ideais para cultivo em larga escala, alcangcando altos niveis
de oxigénio dissolvido com maior distribuicdo de luz na coluna, maximizando a
producao (CHAE et al., 2006).

O cultivo em sistemas fechados possibilita maior produtividade de
biomassa, reducdo dos riscos de contaminacdo e controle das condi¢cdes de
cultivo (BOROWITZKA, 1999; BRENNAN & OWENDE, 2010). Mesmo com estas
vantagens, o alto custo de implantacdo, manutencdo e operacéao, dificulta a
utilizagdo destes sistemas de cultivo em larga escala, sendo considerado o seu
uso apenas no cultivo de espécies que possuam elevado valor comercial, como
por exemplo, destinadas aos setores farmacos, nutracéuticos e de cosméticos
(ERIKSEN, 2008; SCHENK et al., 2008).

Para o desempenho e desenvolvimento das microalgas em sistema de
cultura os nutrientes considerados essenciais para o crescimento das microalgas
sdo divididos em dois grupos: os macro nutrientes (oxigénio, nitrogénio,
hidrogénio, fosforo, calcio, magnésio, potassio e enxofre) e micronutrientes (ferro,
boro, cobre, cobalto, zinco, vanadio, molibdénio e sédio) (SIPAUBA- TAVARES &
ROCHA, 2001).

A limitacdo de determinado nutriente pode alterar a taxa de crescimento e
modificar a composicao bioquimica das microalgas, como por exemplo, um meio
onde a limitacao de nitrogénio é maior, o conteudo lipidico pode dobrar (WIDJAJA
et al., 2009), porém a falta ou auséncia de nitrogénio reflete negativamente na
densidade celular obtida (HUANG et al., 2010).
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Além dos nutrientes considerados essenciais, 0 uso de vitaminas do
complexo B (tiamina, cobalamina e biotina) complementa o meio sendo que para
muitas espécies sdo essenciais (SIPAUBA-TAVARES & BACHION, 2002;
SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001). O crescimento adequado da microalga
em meio de cultura é dependente do balan¢co de nutrientes e da adicdo de
complexo vitaminico que promovem étimo crescimento.

O balango de nutrientes varia de acordo com as condigdes de cultivo,
alterando também a importancia relativa dos mesmos como fatores limitantes ou
controladores. A microalga A. gracillis € comumente cultivada em meio comercial
CHU2, mas este eleva os custos totais de producéo, inviabilizando o cultivo em
larga escala.

Alguns meios de cultura alternativos podem substituir os reagentes
utilizados nas formulagées dos meios comerciais, obtendo-se resultados similares
tanto no crescimento algal como no valor nutricional da espécie (SIPAUBA-
TAVARES et al., 2009).

O uso de meios alternativos utilizando produtos organicos é uma forma de
aproveitar o excesso de material ou mesmo residuos. As plantas aquaticas
também denominadas de macréfitas desempenham importante fungdo na
manutencao e equilibrio dos ambientes aquaticos (RODELLA et al., 2006),
contribuindo nas transformacbes fisicas, quimicas e nos processos
microbiolégicos da agua atuando na remocao de nutrientes (SIPAUBA-TAVARES
et al., 2003).

A utilizacao de meio de cultura para a microalga Chlorophyceae contendo
extrato de plantas aquaticas e NPK, pode servir de importante fonte alternativa
por apresentar concentracoes elevadas de nitrogénio e fésforo, essenciais ao
desenvolvimento e crescimento com baixo custo, contribuindo para a reciclagem
de residuos de produtos biolégicos.

O uso de fertilizante quimico (NPK) associado com extrato de macréfita
(Eichhornia crassipes) promoveu elevado valor nutricional para a microalga A.
gracilis, sendo estes resultados similares ao meio comercial CHU12 (SIPAUBA-
TAVARES et al., 2009).

Eichhornia crassipes comumente conhecida como aguapé € uma planta de
agua doce, pertencente a familia Pontederiaceae, contendo em suas estruturas
elevadas quantidades de nitrogénio, fosforo, magnésio, manganés, cobre, zinco



13

entre outros compostos, possibilitando o uso como fertilizante (SAHU, 2002;
SIPAUBA-TAVARES & BRAGA, 2007).

Meios a base de fertilizante inorganico como o NPK, tem sido propostos
como uma alternativa de baixo custo mostrando resultados satisfatérios quando
comparado a meios comerciais, como o CHU,, promovendo alta producédo de A.
gracilis com elevado valor nutricional (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 1993;
SIPAUBA-TAVARES & BRAGA, 1999; HARDY & CASTRO, 2000; SIPAUBA-
TAVARES & PEREIRA, 2008; SIPAUBA- TAVARES et al., 2011).

Em cultivos controlados, os meios de cultura oferecem nutrientes
necessarios para o crescimento é6timo de cada espécie, sendo o nitrogénio,
fosforo e potassio, fundamentais na maioria dos meios, tanto para espécies de
agua doce, como para as espécies marinhas (YAMAGUCHI, 2008).

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 o seu aumento acelera os processos oxidativos, como degradacao
da matéria organica, resultando em maior quantidade de nutrientes para o meio
(MARGALEF, 1983).

O controle do pH, também possui importante papel no cultivo de
microalgas, pois a elevacdo do mesmo acarreta na decantacdo de ferro e pode
ocasionar aglomeracdo das microalgas junto com o precipitado (SIPAUBA-
TAVARES & ROCHA, 2001).

A luz é um dos principais fatores no crescimento das microalgas, contudo a
intensidade requerida é especifica para cada espécie, e, se a intensidade
luminosa atingir todos os angulos do recipiente de cultivo, proporcionara melhores
taxas de absorcdo de energia aumentando a eficiéncia fotossintética (SIPAUBA-
TAVARES et al., 2011).

Através da atividade enzimatica, a intensidade Iuminosa influencia
diretamente na sintese de proteina (RUYTERS, 1984; UMINO et al., 1991) e em
excesso pode provocar efeito letal nas células devido a formacgéao de peréxido de
hidrogénio (HIRAYAMA et al., 1996).

Segundo Chisti (2007), valores de intensidade luminosa acima do requerido
para a espécie acarreta a redug¢ao na taxa de crescimento, sendo este fenbmeno

denominado foto inibicdo. O ponto de inibicdo varia de acordo com as condi¢oes
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do sistema de cultivo e depende da espécie. A luz em sistemas de cultivo de
microalgas em laboratério levam a um dos maiores gastos, sendo que as taxas
consideradas ideais estdo entre 50 e 100 umol.m 2s™", alternando em ciclos de 12
em 12 horas (BROWN et al., 1997), entretanto algumas espécies requerem
maiores intensidades luminosas (HOFF & SNELL, 1997; Al et al., 2008). A
influéncia dos ciclos de luz tem sido relatada como fator determinante na taxa de
atividade fotossintética das microalgas (JANSSEN et al., 1999; 2000; 2001).
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3 — MATERIAL E METODOS

3.1 — Descricao do local de estudo

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Limnologia e Produgédo de
Plancton do Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), Jaboticabal, SP
(Figura 2). Um dos setores do laboratério € o de cultivo de microalgas que possui
uma 4rea total de 28,43 m?, onde 16,05 m? sdo destinados para o cultivo em larga
escala e 12,38 m? inclui uma sala de assepsia e um cepario, no qual foi realizado

0 experimento e onde sdo mantidas as culturas de microalgas.

FIGURA 2 - (A) Vista externa do Laboratério de Limnologia e Produgéo de Plancton, (B)

sala de cultivo em larga escala e (C) cepéario onde é realizado o cultivo em pequena
escala

O cepario foi construido com pisos de ceramica de cor gelo, paredes
revestidas de azulejos brancos, contendo prateleiras de estrutura vazada que
permitem a maxima passagem da luz e um sistema de cultivo com condigbes
artificiais de iluminagédo, aeracdo e temperatura. A iluminagdo é composta por
lampadas fluorescentes evitando interferéncia na temperatura do local e sao
distribuidas de forma intercalada atingindo todos os angulos do cepario (Figura 3).
A refrigeracao € mantida de forma constante por um ar condicionado e a aeracao
é fornecida por um sistema artificial de compressores e filtros de ar diminuindo o

risco de contaminagao das culturas.
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FIGURA 3 - Sistema de iluminacao artificial composto por lampadas fluorescentes e
prateleiras de estrutura vazada (A) e filtros interno de ar (B)

O laboratério é abastecido com agua proveniente de nascente, localizada
na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias da UNESP- Campus de
Jaboticabal, onde apdés a captagdo, a agua é armazenada em reservatorio,
atuando como um tanque de decantagéo de particulados sélidos provenientes da
nascente e como reserva d’agua para funcionamento do laboratério. Antes de
abastecer o laboratorio, a 4gua passa por um sistema de dupla filtragem por filtros
CUNO (5 e 1 ym) reduzindo a perda de pressao da agua no processo, sendo que
as tubulagbes por onde a agua passa (canos/torneiras) sao de materiais plasticos

para evitar possiveis contaminantes.

3.2 - Cultura algal

A alga Ankistrodesmus gracilis foi proveniente da Universidade Federal de
S&o Carlos, linhagem n® 005CH, isolada da Represa do Broa (SP, Brasil).
Posteriormente, cultivada no Laboratério de Limnologia e Produgdo de Plancton
(UNESP, Centro de Aquicultura) em sistema de cultivo estatico ndo axénico, com
aeragdo constante, temperatura de 24,0 + 2,0 °C sob iluminagdo de lampadas
fluorescentes, com intensidade de 19,3 a 35 umol.m? s no topo da cultura. A

alga foi cultivada em 3 meios (1 comercial e dois alternativos): CHU1, (comercial),
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meio NPK (20:5:20) e meio macréfita + NPK (2:5:20), de acordo com (SIPAUBA-
TAVARES & ROCHA, 1994, 2001).

3.3 - Meios de cultura

Neste estudo foram utilizados trés meios de cultura: um comercial CHU1»
usualmente utilizado para cultivo de A. gracilis e, outros dois meios alternativos,
sendo um a base de fertilizante NPK (20:5:20) (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA,
1993) e outro com a macroéfita Eichhornia crassipes associado ao NPK
(SIPAUBA-TAVARES et al., 2009) (Figura 4).

FIGURA 4 — Meios de cultura utilizados no experimento, onde (A) meio CHU;,, (B) o meio
NPK e (C) macrdfita associado ao NPK

O meio de cultura CHU+2 € um meio comercial preparado a base de varios
reagentes quimicos: Ca(NOs),, KoHPO4, MgSO47H.O, KCI, NaCOs;, K,SiO,
Biotina. Posteriormente foram diluidos em 1400 mL de &gua destilada e
autoclavados a 120°C durante 20 minutos (Tabela 1).

O meio NPK (20:5:20) é um fertilizante quimico, composto por uréia (fonte
de nitrogénio), super fosfato simples (fonte de fésforo) e sulfato de potassio (fonte
de potassio) (Tabela 1). Para a manutencdo do cultivo de A.gracilis em
laboratério, cerca de 70 g de fertilizante quimico NPK (20:5:20) foram pesados,
posteriormente triturados, diluidos em 1400 mL de agua destilada e autoclavados
a 120 °C durante 20 minutos.
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O meio de macréfita + NPK (Tabela 1) foi produzido e preparado através da
planta aquatica Eichhornia crassipes comumente conhecida como aguapé, onde
cerca de cinco quilos desta planta foram secos e triturados, obtendo-se 243,10
gramas de p6 de macréfita. Posteriormente, o p6 obtido da macrdfita foi fervido
em agua destilada por uma hora, filtrado e autoclavados a 120 °C durante 20
minutos (SIPAUBA- TAVARES et al., 2009) (Figura 5).

Apés o resfriamento uma sub-amostra da dgua de 70 mL foi retirada e
completada para 1400 mL de agua destilada, acrescentando 30 mL de NPK em
funcdo do melhor desempenho de A. gracilis, pois 0 meio contendo apenas
macrofita possui uma coloracdo muito escura, dificultando o crescimento
adequado da microalga. Além disso, a associacdo com o NPK fornece a
microalga maiores concentragdes de nitrogénio e potassio ao meio de cultura
(SIPAUBA-TAVARES & BRAGA, 2007).

TABELA 1 — Composigao dos nutrientes nos diferentes meios de cultura NPK, CHU,, e
Macrdéfita + NPK.

Constituintes NPK CHU12 *Macrofita + NPK
(gL (gL (gL
P>Os 2,5 - -
KO 10 - -
N 10 - 0,095
P - - 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 By (tiamina) 0,007 - 0,007
Vit B, 0,007 - 0,007
Vit Bg 0,005 0,085 0,005
Vit By 33 ug - 33 ug
Vit H (biotina) 0,01 mg - 0,01 mg
Ca(NO(;)z - 3,0 -
N3.2003 - 2,0 -
KCL - 0,5 -
K2SiO - 0,5 -
MgSO47H20 - 7,5 -
KoHPO, - 0,5 -

“Fonte: A composigdo do meio de macrdfita foi baseada em Sipauba-Tavares et al.
(2009)
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FIGURA 5 - Eichhornia crassipes (aguapé) em processo de secagem (A), obtencao do p6
de macrdfita ja moido e triturado (B), macréfita sendo fervida (C) e filtrada (D)

3.4 - Delineamento experimental

O experimento foi realizado em sistema estatico ou “batch” (fechado) em
triplicata durante 28 dias totalizando 15 recipientes para cada meio e as variaveis
foram mensuradas periodicamente (1, 7, 14, 21 e 28). Iniciou em erlenmeyers de
2L contendo os meios de cultura (CHU;2, NPK (20:5:20) e macroéfita + NPK). Para
o meio CHU+, foram adicionados 100 mL de meio, para o meio NPK (20:5:20), 40
mL de meio e para o meio M + NPK, 50 mL de meio macroéfita associados a 3 ml
de NPK, sendo que para cada meio foram acrescentados 1400 mL de agua
destilada.

Quando a cultura alcancou a fase exponencial de crescimento (8 dias) o
conteudo de dois frascos de cada tratamento (4L), foram transferido para
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recipientes de vidro de 13L (Figura 6) na densidade de 5,1 x 10° céls mL™" para o
meio de macréfita+NPK; 4,4 x 10° céls mL™ para o meio NPK e 4,5x 10°céls mL"
para o meio CHU+,. Em seguida, foi adicionado 140 mL de meio de cultura para
cada unidade de recipiente, mais 10L de agua e 20 mg de vitaminas do complexo
B, de acordo com Sipauba-Tavares & Bachion (2002).

FIGURA 6 — Montagem do experimento: Adicdo de vitamina do complexo B (A), Adigao
do meio de cultura (B), Adicao da alga (C), Experimento montado (D).

O experimento foi desenvolvido com intensidade luminosa constante de 60

umol m? s até o final do experimento (Figura 7).
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FIGURA 7 — Diagrama esquematico do cultivo em “Batch” da microalga Ankistrodesmus

gracilis nos volumes de 2 L e 13 L, em que: A = frascos, B = galbes.

3.5 — Variaveis de qualidade do meio

Todas as variaveis de qualidade do meio de cultura foram analisadas nos
dias 1, 7, 14, 21 e 28 de cultivo. A temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido (mg
L") e condutividade elétrica (uS cm”) foram mensurados com uma sonda

multiparametros YSI 556 MPS.

Aménia (pug L™, nitrito (ug L), nitrato (ug L), fésforo total (ug L") e
ortofosfato (ug L) foram determinados de acordo com Koroleff (1976) &

Golterman et al. (1978).

3.6 - Determinacao do crescimento
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Para avaliagdo do crescimento de A. gracilis nos trés meios de cultura,
aliquotas de 1 mL foram removidas diariamente ao longo de 28 dias consecutivos
e 2x1 pL de sub-amostras foram contadas em hemocitdmetro de Neubauer. O
resultado obtido através da contagem foi expresso em nimero de células mL™" x
10°,

Neste estudo a taxa de crescimento e tempo de duplicagédo foram obtidas
durante os dias de cultivo 1, 7, 14, 21, 28. A taxa de crescimento (k) (divisbes por
dia) foi obtida utilizando a seguinte formula:

k = (3.322/t2 — t1 x log N2/N1)

Onde t = tempo; N = numero de células e t2 — t1 = diferengca entre o tempo
(GUILLARD, 1973).

O tempo de duplicacao (Td) (tempo de divisdo celular ou tempo de
geracao) foi calculado a partir dos resultados obtidos da taxa de crescimento,
usando a formula:

Td = 1k™

Onde Td = tempo de duplicagéo; 1k-1 = divisdo por dia (GUILLARD, 1973).

3.7 - Caracteristicas algais

O peso seco, teor de cinzas, comprimento total, volume celular e carbono
organico total foram quantificados nos dias de cultivo 1, 7, 14, 21, 28. O peso
seco (pg cel’) foi determinado obtendo-se 10 mL de cada réplica, coletado
semanalmente como descrito acima e filtrado em filtro de fibra de vidro (GF/C 0,7
mm de tamanho de poro), previamente lavado em agua destilada. Posteriormente
o filtro foi seco em estufa a 60 °C e submetidos a pesagem até peso constante. A
determinacdo do contetido de cinzas (pg cel) da microalga foi obtida incinerando
os filtros em mufla a 500 °C, por 4 horas.
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Para o comprimento total (um) cerca de 50 individuos foram mensurados
em microscépio (Leica modelo- DFC 295) com o sistema de andlise de imagens
Las Core (LAS V3.8), com ocular micrométrica, em um aumento de 40 vezes. O
célculo do volume celular foi obtido pelo tamanho médio celular com uso da
formula geométrica correspondente a forma da célula (dois cones acoplados) de
acordo com Vollenweider et al. (1974) e Bottrel et al. (1976).

O carbono organico total foi calculado a partir da formula abaixo usando a
regressao proposta por Rocha & Duncan (1985).

C =0,1204. V"0

Onde: C = teor de carbono em pg.célula™; V = volume celular

3.8 - Composicao bioquimica

Para andlise de lipidio e proteina bruta, a biomassa foi colhida nos
diferentes dias de cultivo (1, 7, 14, 21, 28), centrifugada e liofilizada (Figura 8)
seguindo a metodologia proposta por A.O.A.C. (1990).

FIGURA 8 - Biomassa algal ap6s a centrifugagéo (A) e biomassa liofilizada para posterior
andlise bioquimica (B)
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3.9 - Pigmento

A clorofila-a foi quantificada nos respectivos dias de cultivo (1, 7, 14, 21,
28). A extragado deste pigmento foi realizada através do uso de etanol a 90% a
quente e posteriormente determinado por método espectrofotométrico, segundo
metodologia NUSCH (1980).

3.10 — Analise estatitica

Para as caracteristicas algais foi aplicada a andlise ANOVA (one-way),
verificando se ocorreram diferencas entre os diferentes meios de cultura no
decorrer do periodo de cultivo. Na ocorréncia de diferencas entre as médias dos
meios de cultura foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
com o software estatistico STATISTICA versao 8.0 (STATSOFT, 2007).
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4 — RESULTADO E DISCUSSAO

4.1. Variaveis de qualidade do meio

A temperatura do sistema de cultivo variou de 22 a 26°C (Figura 9). Um
dos principais fatores responsaveis por regular as respostas morfoldgicas e
fisioldgicas das células é a temperatura (ZENG et al., 2011). Altas temperaturas
geralmente aceleram as taxas metabdlicas, enquanto as baixas temperaturas
inbbem o crescimento algal (MUNOZ & GUIEYSSE, 2006). Entretanto
temperaturas 6timas também sao influenciadas por outras varidveis ambientais,
tais como a intensidade luminosa (ZENG et al., 2011).

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).

Na comparagcdo dos valores ente os meios de cultura, diferencas
significativas (p<0,01) ocorreram, com média de 21,86 °C para o meio M+NPK,
26,13 °C para o meio NPK e 25,06 °C para o meio CHU;. (Figura 9).

Em relagdo ao pH, na comparagéo dos valores ente os meios de cultura,
diferengas significativas (p<0,01) ocorreram, com média de 9,37 para 0 meio
CHUy2, 9,05 para os meios M+NPK e 6,21 NPK. Os menores valores foram
obtidos no meio NPK e os maiores valores no meio CHU+2, sendo de 5,2 e 10
respectivamente (Figura 9).

As microalgas sao capazes de metabolizar carbono inorganico (COy), o pH
possui tendéncia de aumentar durante o cultivo (ROCHA et al., 2003). A grande
maioria das espécies de microalgas possuem 6timo crescimento em pH neutro,
porém algumas espécies crescem sob condi¢des acidas ou alcalinas (ZENG et
al., 2011).

O oxigénio é um fator essencial no cultivo de microalgas, a falta em uma
cultura pode reduzir as taxas de crescimento e, assim, diminuir a produtividade de
biomassa quando a densidade celular é elevada (WU & SHI, 2007). Ocorreram

diferencas significativas (p<0,01) entre os meios de cultura, sendo que no meio
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M+NPK a média foi de 5,29 mg L™, no NPK 7,34 mg L' e no CHU;2 7,87 mg L.
Os menores valores foram obtidos para o meio M+NPK e os maiores valores no
meio CHU1», sendo 5 mg.L™" e 8,5 mg.L" respectivamente (Figura 10).
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FIGURA 9 - Variacdo da temperatura (A) e pH (B) em relagcdo aos meios de cultura

CHU2, NPK e M + NPK.

Com o aumento na densidade celular, a concentracdo de oxigénio

dissolvido também aumentou (ZHAO et al., 2011). A concentragdo de oxigénio
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dissolvido no meio de cultura ndo deve ficar abaixo de 4 mg L™, contudo também
nao pode ultrapassar 10 mg L™ (Al et al., 2008).

A condutividade elétrica apresentou grandes variagdes quando comparado

os meios de cultura. O meio CHU;, apresentou os maiores valores chegando
atingir 1.177,3 S cm™, seguido do meio NPK que obteve em média 1.125,27
uS.cm™ e 383,40 uS cm™ para o meio M + NPK (Figura 10). O fato do meio NPK
obter variacdo semelhante ao meio CHU, pode estar relacionada a sua

composi¢do, basicamente constituida por sais e elevada concentragdo de

nutrientes. Para esta variavel ocorreu diferenca significativa entre os meios de

cultura (p<0,01).
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FIGURA 10 - Variacdo da concentracdo de oxigénio dissolvido (A) e condutividade

elétrica (B) em relagao aos meios de cultivo CHU;,, NPK e M + NPK.

Uma das principais vantagens dos experimentos realizados em escala

laboratorial € a possibilidade de rapido controle e facil monitoramento das
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variaveis de cultivo. Determinar as faixas 6timas e exigéncias de fatores como
temperatura, pH, oxigénio e luminosidade para cada espécie € de fundamental
importancia, pois a partir dos resultados obtidos sera possivel a otimizacao das
condicbes de cultivo melhorando o desenvolvimento e crescimento das
microalgas (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001).

Para o6timo desempenho das microalgas, varios nutrientes séao
considerados essenciais ao seu desenvolvimento (SIPAUBA-TAVARES &
ROCHA, 2001). Muitos elementos sao relatados de grande importancia para o
crescimento adequado das microalgas, tais como carbono (C), oxigénio (O),
hidrogénio (H), nitrogénio (N), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), ferro (Fe),
enxofre (S), fosforo (P) e elementos tracos (JUNYING et al., 2013, SIPAUBA-
TAVARES & ROCHA, 2001). Algumas variaveis como a intensidade luminosa,
também podem influenciar a taxa de assimilagdo dos nutrientes, podendo acelera-
las ou diminui-las (PEREZ- GARCIA et al., 2011).

O nitrogénio desempenha importante papel no crescimento,
desenvolvimento, reproducdo e outras atividades fisiolégicas das microalgas. A
fonte de nitrogénio e suas concentragées também afetam diretamente o acumulo
de lipidio nas células (JUNYING et al., 2013). A ambnia vem sendo relatada como
a principal fonte de nitrogénio utilizada pelas microalgas, e € energeticamente
mais eficiente, ja que menos energia é necessaria para a sua assimilacao (SHI et
al., 2000; GROBBELAAR, 2004).

Neste experimento as concentracées de amébnia nos meios apresentaram
grandes variacoes. O meio M+NPK obteve os menores valores, média de 825,72
ug.L™', com decréscimo no 21° dia obtendo o valor médio de 54,9 ug L. O meio
CHU+2 e NPK apresentaram as maiores concentracdes, médias de 1.407,19 ug L
' e 1.594,93 ug L', respectivamente. Para esta variavel, foram encontradas
diferencas significativas quando comparado os meios de cultura (p<0,01) (Figura
11).

O nitrato também é uma importante fonte de nitrogénio para as microalgas,
afetando o metabolismo e crescimento (PEREZ- GARCIA et al., 2011).

Para assimila-lo, as células vegetais transportam-no através das
membranas e, em seguida o reduzem-no a amdnio, consumindo neste processo
grandes quantidades de energia e carbono (CRAWFORD et al., 2000).
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FIGURA 11 - Variagédo da concentragdo de compostos nitrogenados Nitrato (A), Nitrito (B)
e Amobnia (C) em relacao aos meios de cultivo CHU;,, NPK e M+ NPK.

Em geral as maiores concentragbes de nitrato foram obtidas no meio
CHU;,, sendo a média 1065,95 ug L. Os meios NPK e M+NPK obtiveram
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médias menores 497,19 ug L' e 397,03 pg L, respectivamente. Inicialmente o
meio CHU 2 e NPK apresentaram concentragdes menores que o meio M + NPK.

O meio CHU. apresentou as maiores concentracdes, 1159,2 a 1167,3 ug
L™, a partir do 7° dia de experimento, o oposto do observado com o meio M +
NPK, 917,8 a 68,6 ug L, que tendeu a decrescer até o final do experimento. O
NPK, 277 a 922,3 ug L, tendeu a crescer ao longo do experimento. Ocorreu
diferenca significativa (p<0,01) do nitrato entre os meios de cultura utilizados.

Para os valores de nitrito ocorreram diferencas significativas (p<0,01) entre
os meios de cultura, sendo que no meio CHU;» a média foi de 813,74 pug L™, no
NPK 340,78 ug L™ e no M+NPK 345,83 ug L. Os menores valores foram obtidos
para o meio NPK e os maiores valores no meio CHU+ (Figura 11).

O fosforo é um elemento essencial para o cultivo de microalgas na forma
de fosfato, fosfato de hidrogénio, entre outros, desempenhando papel importante
nos processos metabdlicos das microalgas, bem como, na sucessdao de
fitoplancton nos ecossistemas aquaticos, na conversdao de energia e na
fotossintese (JUNYING et al., 2013).

Neste experimento os niveis de fésforo ficaram acima de 1300 pg L™,
indicando alta disponibilidade deste nutriente. O meio NPK apresentou os maiores
valores (em média 4578,21 ug L"); os meios M + NPK e CHUj;, apresentaram
concentracdes médias de 2349,79 ug L' e 2729,53 ug L', respectivamente
(Figura 12). Para esta variavel, foi observada diferenca significativa (p<0,01) entre
0s meios de cultura.

Para o ortofosfato durante o experimento, a concentragcdo no meio NPK
apresentou os maiores valores em média 4230,67 ug L, os meios M + NPK e
CHU1» apresentaram concentragdes médias de 1810,41 ug L' e 2552,69 pg L™,
respectivamente (Figura 12). Para esta variavel, ocorreu diferenca significativa
(p<0,01) entre os meios de cultura.

As concentragcdes médias de clorofila-a foram mais expressivas no meio
CHU1» (1938,86 mg L' em média) ja para os meios NPK e M+NPK as médias
foram 758,69 mg L e 347,45 mg L™ respectivamente (Figura 13).

Para esté variavel, ocorreu diferenca significativa (p<0,01) entre os meios

de cultura.



31

6000 A

5000 -
T

4000 -
2 A
3 \
o i
: 3000 \ N A ? —&— M + NPK
$ —=— NPK
2 2000 A
[ A— CHU12

1000 -

0
1 7 14 21 28
Tempo (dias)

5000 1
__ 4000 -
§ 3500 4
= 3000 -
2 " A
& 2500 \ A —— M + NPK
§ 2000 - \ —B— NPK
£
o 1500 | A— CHU12

1000 -

500 -

0

1 7 14 21 28
Tempo (dias)

FIGURA 12 - Variacao das concentracoes de fosforo (A) e ortofosfato (B) em relagéo aos
meios de cultivo CHU;,, NPK e M+ NPK

4500 -
4000 - A
3500 -
3000 - X

2500 -
—&— M + NPK

—— NPK

2000 -

Clorofila(mg. L'1)

1500 -
X A— CHU12

1000 N

500 -
0

1 7 14 21 28
Tempo (dias)

FIGURA 13 - Variagédo da clorofila-a em relacdo aos meios de cultivo CHU;,, NPK e M+
NPK



32

Os altos valores de clorofila-a estdo associados a elevada densidade pois,
muitas classes de algas, particularmente as algas verdes (Chlorophyceae),
contém grandes quantidades de clorofila (CHEN et al., 2009). O pico de clorofila-a
no meio CHU;, pode ser devido a maior quantidade de macro e micro nutrientes

presentes no meio.

4.2. Variaveis Bioldgicas e Bioquimicas

O crescimento de uma cultura algal € geralmente expresso pelo aumento
de biomassa, do numero de células ou da concentracao de clorofila-a por unidade
de tempo (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2001). No cultivo, o termo
crescimento refere-se as mudancas pelas quais a cultura passa, sendo composto
por distintas fases: fase de indugdo ou lag; exponencial ou log; estacionaria;
reducao de crescimento e senescente ou declinio (HOFF & SNELL, 1997).

Em relagcdo ao crescimento de Ankistrodesmus gracilis cultivada em
diferentes meios de cultura, foi observado melhores resultados no meio CHU12,
onde a maior densidade celular foi obtida no 14° dia de cultivo, sendo de 25,6 x
10° cel mI"". O meio NPK obteve densidade celular maxima de 25,5 x 10° cel mL™
no 11°dia. J& para o meio M + NPK a maior densidade foi de 24,2 x 10° cel mL™,
sendo obtida no 13°dia de cultivo (Figura 14).

As diferengas entre os picos de densidade celular nos diferentes meios de
cultura ndo foram expressivas, porém os meios alternativos (NPK e M + NPK)
apresentaram pico de densidade celular anterior (11°e 13°dia) ao do meio CHU1»
(14° dia). Comparando as trés curvas de crescimento, foi observado que ocorreu
diferenca significativa (p<0,01) entre os meios de cultura alternativos (NPK e M+
NPK) e o comercial (CHU;,).

O conhecimento da curva de crescimento em cultivo de algas € muito
importante, pois esta fase exponencial € considerada o periodo ideal para ser
fornecida como alimento aos organismos aquaticos, pois as células encontram-se
em divisdo celular com elevado numero de individuos, tendo como produto final
produgéo de proteina (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 1993).



33

Crescimento —o—M +NPK

w
o

—8—NPK

—

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

N
@

N
o

Densidade celular (xlOsceI. m[ll
=
&

-
5}

«

S}

Tempo (dias)

FIGURA 14 - Curva de crescimento da microalga Ankistrodesmus gracilis durante o
periodo experimental em relacao aos meios de cultura CHU;,, NPK e M+ NPK.

Ao longo dos 28 dias de experimento, foi observado que tanto para o meio
NPK quanto para o CHU+, as curvas de crescimento foram similares, com valores
celulares médios de 16,2 x 10° cel mL™" e 16,5 x 10° cel mL™ respectivamente. Ja
no meio M+NPK;, a curva de crescimento apresentou valor médio de 12,7 x 10°
cel mL™" diferenciando-se dos outros dois meios (p<0,01).

Em relacdo as taxas de crescimento e tempo de duplicacdo, quando o
cultivo o meio M+NPK apresentou maior taxa de crescimento, com K= 0,24
divisbes por dia e tempo de duplicacéo de 4,11 dias, ja os meios NPK e CHU1»
apresentaram uma taxa de duplicacdo de K= 0,18 divisbes por dia e K= 0,20
divisdes por dia e tempo de duplicacéo de 5,47 dias e 5,04 dias, respectivamente
(tabela 2).

A reducédo da taxa de crescimento pode ocorrer por diversos fatores, como
por exemplo, a diminuigdo na disponibilidade de nutrientes, aumento da
concentragcdo de metabdlitos e diminuicdo da disponibilidade de luz devido ao
auto sombreamento (McKIM & DURNFORD, 2006).

TABELA 2 — Taxa de crescimento e tempo de duplicagédo da microalga Ankistrodesmus
gracilis durante o periodo experimental em relagdo aos meios de cultura CHU;,, NPK e M
+ NPK.

Parametros MACROFITA + NPK NPK CHU12

Taxa de crescimento (divisdes/dia) 0,24 0,18 0,20
Tempo de duplicacéo (dias) 4,11 5,47 5,04
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O peso seco apresentou variagées entre os meios de cultura. Para o meio
CHU;, os valores obtidos variaram de 1,3 a 5,85 pg cel’ com valor médio de
3,528 pg cel” e os meios NPK e M + NPK o peso seco variou de 1,23 a 9,83 pg
cel’ com valor médio de 5,12 pg cel” e 1,91 a 7,02 pg cel”', com valor médio de
4,43 pg cel” (tabela 3).

Comparando esses resultados com Hardy & Castro (2000), utilizando esse
mesmo meio de cultura para o cultivo de Ankistrodesmus gracilis, obtiveram
resultado de peso seco superior (125,0 + 13,1 pg cel”) aos encontrados nesse
trabalho.

O teor de cinzas, embora represente uma pequena porcentagem do peso
seco (5%), para muitas algas planctbnicas pode representar mais de 50%,
principalmente, em algas com macica estrutura inorganica (SIPAUBA-TAVARES
& ROCHA, 1993).

Os valores médios do teor de cinzas foram de 1,69 pg cel” para o meio
CHUs2, 1,54 pg cel” para o meio NPK e 2,69 pg cel' para o meio M + NPK,
equivalendo em média a 1% do peso seco. Em relagdo aos resultados obtidos de
peso seco e cinzas, ndao ocorreram diferencas significativas (p>0,05) entre os
meios (tabela 3).

Uma das principais caracteristicas avaliadas para o uso das microalgas
como alimento é o comprimento de suas células e grandes variagdes na forma e
dimensdes, indicam o biovolume disponivel como alimento (SIPAUBA-TAVARES
& ROCHA, 2001). Diversos fatores influenciam o volume celular das microalgas,
dentre eles a temperatura (MARTINEZ et al., 2000), intensidade luminosa
(SANCHO, 1997; CELEKLI & DONMEZ, 2006) e disponibilidade de nutrientes
(LURLING, 2006).

Os valores de comprimento total foram similares para os meios NPK e M +
NPK e comprimento total um pouco menor para o meio CHU;> 20). No meio
CHUs,, as células apresentaram comprimento médio de 13,47 ym, o meio NPK
apresentou valores de comprimento total das células em média de 14,25 ym e o
meio M + NPK obteve valores médios de 14,75 um. Para esta variavel, nao foi
observada diferenca significativa (p>0,05) entre os meios de cultura (tabela 3).

Em relagdo ao volume celular, o meio CHU+, obteve-se valor médio 59,80
um® e entre os meio NPK e M+ NPK os resultados médios foram aproximados,
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sendo 65,72 uym® e 71,29 um?®, respectivamente. Para esta varidvel, ndo foi
observada diferenca significativa (p> 0,05) entre os meios (tabela 3).

A familia Chlorophyceae unicelulares sdo comumente utilizadas em cultivos
de larga escala e na alimentacdo de organismos aquaticos por terem como
principal caracteristica a parede celular mais fina, quando comparada com as
diatomaceas, assim a quantidade de carbono orgéanico total em relacdo ao peso
seco é maior (SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 1993). O carbono constitui 40 a
60% da biomassa algal (FISCHER & ALFERMANN, 1995). Na avaliacdo da
qualidade da microalga como alimento, este parametro € de grande importancia
(ROCHA & DUNCAN, 1985).

Neste estudo, os valores médios de carbono organico total obtido foram de
10,75 pg cel’ para o0 meio M+NPK, para o meio NPK foi de 9,87 pg cel’ e CHU12
o valor médio foi 8,92 pg cel’. Para esta variavel, ndo foi observada diferenca

significativa (p>0,05) entre os meios (tabela 3).

TABELA 3 - Valores médios das variaveis bioquimicas e biol6gicas da microalga
Ankistrodesmus gracilis em relacdo aos meios de cultura CHU;,, NPK e M + NPK.

VARIAVEIS MACROFITA + NPK CHU,; ANOVA
NPK
Comprimento total (um) 14,75+ 2.8 14,25+25 13,47 + 2,34 p>0,05
Volume celular (um®) 71,29 + 35,38 65,72 + 34,68 59,80 + 27,44 p>0,05
Fibra (%) 6,43 +0,92° 471 +1,09%°  422+156° P<0,05
Peso seco (pg.cell™) 4,43 + 2,39 5,12 £ 3,45 3,47 £1,94 p>0,05
TOC (pg.cell™) 10,75 + 5,64 9,87 + 5,56 8,92+432 p>0,05
Teor de cinzas (% peso 2,69 +1,74 1,54 £ 0,33 1,69+£0,64 p>0,05

S€eco)

A composicao bioquimica esta entre os maiores fatores determinantes do
valor nutricional de microalgas (MULLER-NAVARRA, 1995; SHAMSUDIN, 1998).
Segundo Fabregas et al. (1998) a composicao bioquimica varia em fungcao das
condicées de cultivo, da composicdo do meio, fases de crescimento, além do
tamanho da célula, digestibilidade e toxidade. O valor nutricional também varia em
funcdo do tamanho e forma dos recipientes de cultivo, aeragao, volume celular

(tamanho) e aspectos fisicos quimicos dos meios de cultura.
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Brown et al., (1997), afirmaram que durante a fase de crescimento, as
algas apresentam variacao na composicao bioquimica, e na fase estacionaria, o
nivel de carboidratos e lipidios é alto, porém com baixo nivel de proteina, devido a
limitagéo de nitrogénio.

O teor de proteina para os trés meios de cultura esteve acima de 30% de
peso seco sendo que para o meio M + NPK o valor médio foi de 37,71%, para o
meio NPK o valor médio foi de 41,26% e o para o meio CHU12 o valor médio foi
de 31,76%, houve diferenca significativa em relagcdo a proteina (p<0,05) e os
maiores valores foram encontrados para o meio NPK onde houve variagao 36,71
a 44,17% de peso seco (Figura 16). Brown et al. (1997) também observaram
niveis de proteina acima de 30% de peso seco para microalgas marinha,
atribuindo estes valores a aeracao do meio.

Sipauba-Tavares & Pereira (2008) trabalhando com Ankistrodesmus
gracilis em meio NPK em tanques de 850 L com iluminagcdo constante, obtiveram
valores de proteinas de 47,3% de peso seco, similares aos encontrados neste
trabalho. Nayar et al. (1998) ao avaliar a qualidade nutricional de Chlorella
vulgaris utilizada como alimento vivo na aquicultura, verificou niveis de proteina
bruta de 12,2% de peso seco, inferiores aos obtidos neste estudo. Para o meio de
M + NPK a proteina variou de 27,22 a 47,64% de peso seco, para o meio CHU+y,
a proteina variou de 23,59 a 35,97% de peso seco.

Estudos diarios, no metabolismo de lipidios em diatoméaceas, tém
demonstrado que lipidios e acidos graxos podem ser oxidados quando as células
requerem energia para 0 processo de biossintese, inclusive protéica, em
condigdes de auséncia de luz durante a divisdo celular (SICKO-GROAD &
ANDERSEN, 1991). A média do contetdo de lipidios das células das algas varia
entre 1% a 70%, mas pode chegar a 90% do peso seco, sob certas condi¢coes
(SPOLAORE et al., 2006).

Para o meio de M+NPK o valor de lipidio variou de 7,93 a 11,46% de peso
seco sendo os valores médios de 9,85% de peso seco, para o meio NPK, o valor
variou de 11,66 a 13,78% de peso seco sendo os valores médios de 12,68% de
peso seco, o0 meio CHUy, variou de 0,89 a 4,63% de peso seco sendo os valores
médios de 2,82% de peso seco, ocorreu diferenga significativa entre os meios
(p<0,01). Os valores de lipidios foram superiores nos meios alternativos quando

comparado ao meio comercial (CHU;2) (Figura 15).
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5 - CONCLUSAO

Com base nos resultados, pode-se concluir que a utilizacdo dos meios de
cultura alternativos NPK (20:5:20) e macréfita + NPK apresentaram resultados
satisfatérios no crescimento e desenvolvimento da microalga A. gracilis, sendo
estes resultados, muitas vezes, superiores ao meio comercial utilizado (CHU+»),
indicando alto potencial para a aplicacdo em areas de nutricao animal.

Em relacdo a composicdo bioquimica, para os trés meios de cultura o teor
de lipidio foi abaixo de 15%, porem os meios alternativos apresentaram os teores
de lipidio bem acima do meio CHU12. Em relacéo aos teores de proteina também
foram maiores nos meios alternativos, em geral o meio NPK com as maiores

concentragoes.
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