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RESUMO

Os biocombustiveis sdo definidos comumente como um combustivel derivado de materiais
biologicos, incluindo matéria organica morta que nao esteja fossilizada, e também proveniente
de produtos metabodlicos de organismos vivos, como, por exemplo, 6leo vegetal para a producao
de biodiesel. Dentre as matérias primas utilizadas para producao do biodiesel, encontra-se as
microalgas que vem sendo apontada como uma alternativa promissora de matéria prima, em
relagdo as demais. Nesse contexto o presente estudo tem como objetivo otimizar as condig¢des
de cultivo das microalgas Chlorella sp e Scenedesmus sp, além de verificar o crescimento
dessas espécies, quando cultivas em diferentes concentragdes de nitrato, ferro, zinco e biotina.
O cultivo e manutengdo do indculo, ocorreu em reatores planos horizontais em acrilico, mantidos em
temperatura ambiente DE 25 a 30°C + 1°C, com controlador de fotoperiodo em 12 horas de luz e 12
horas de escuro, utilizando trés lampadas fluorescentes brancas de 40w foi utilizado em meio
sintético Chu. Diferentes concentragdes de nutrientes, adi¢do de biotina ,e espécies distintas de
microalgas foram as varidveis otimizadas para o crescimento das algas e rendimento lipidico. Assim
para que o tempo e numero de experimentos fosse reduzidos utilizou-se planejamento fatorial 2%¢ o
planejamento composto central. Apds a realizacdo dos testes preliminares e da primeira etapa do
modelo experimental adotado, os resultados indicaram que a metodologia experimental para o
cultivo de microalga Chlorella sp., apresentou melhores rendimentos no teor lipidico, quando
submetidos ao cultivo em meio Chu com redu¢do dos nutrientes nitrato e ferro com adi¢ao de biotina.
atingindo um valor maximo de 51,54% de teor lipidico, verificou-se ainda que a quantidade de dias
(tempo) apresentou tendéncia de maior acimulo de lipideos em 20 dias de cultivo. Sendo necessario
dar seguimento aos experimentos em busca de melhorar ainda mais as condigdes de cultivo
empregadas, possibilitando melhores resultados nos ensaios em geral.

Palavras-chave: Chlorella sp, microalgas; Scenedesmus sp.; lipideos.



ABSTRACT

Biofuels are commonly used as a fuel derived from biological materials, including non
fossilized dead organic matter, and also likely from metabolic products from living organisms,
such as vegetable oil for biodiesel production. Among the raw materials used for biodiesel
production, it is found as microalgae that has been pointed as a promising alternative of raw
material, in relation to others. In this context, the present study aims to optimize the cultivation
conditions of the microalgae Chlorella sp and Scenedesmus sp, besides verifying the growth of
these species when cultivated at different levels of nitrate, iron, zinc and biotin. The cultivation
and maintenance of the inoculum, which occurred in the restoration of horizontal acrylic planes,
kept at room temperature of 25 a 30° C, with photoperiod driver at 12 hours of light and 12
hours of dark, using three white fluorescent lamps of 40w was used in chu synthetic medium.
Different nutrients, biotin addition and distinct microalgae species were selected as optimized
for algal growth and lipid yield. Thus, to reduce the time and number of experiments, use
factorial design 23e or central composite design. After the preliminary tests and the first stage
of the adopted experimental model, the results indicate that the experimental methodology for
the cultivation of microalgae Chlorella sp., Shows better results in the lipid content when
carried out in the bath with nitrogen reduction. and iron with biotin addition. reaching a
maximum value of 51.54% of lipid content, verified even with a number of days (time) showing
the tendency of lipid volume increase in 20 days of cultivation. It is necessary to follow up the
experiments in search of further improving the cultivation conditions employed, to enable better
results in the tests in general.

Keywords: Chlorella sp, microalgae, Scenedesmus sp., lipids.
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1 INTRODUCAO

A continua exploracdo dos combustiveis fosseis como principal fonte de energia nas
diferentes atividades causadas pelo homem, proporciona um dos maiores desafios da
humanidade. Tratando-se de recursos limitados, a inevitavel escassez dos combustiveis fosseis
conduz a procura de fontes alternativas de energia, que acarretem um menor impacto ambiental
(Mata et al., 2010).

A limitagdo da emissdo de gases com efeito de estufa e que tém conduzido ao
aquecimento global, com consequéncias nefastas para o Homem, passard também pela
substituicdo gradual das atuais fontes energéticas por energias alternativas (Demirbas and
Demirbas, 2011; Pittman et al., 2011).

Surge entdo o biocombustivel que é definido comumente como um combustivel
derivado de materiais bioldgicos, incluindo matéria organica morta que nao esteja fossilizada,
e também proveniente de produtos metabolicos de organismos vivos, como, por exemplo, 6leo
vegetal para a producdo de biodiesel (Dermibas, 2009).

De modo geral, o conceito de biocombustivel considera tanto combustiveis solidos
quanto liquidos, bem como gases. Exemplos de biocombustivel s6lido sdo: madeira, residuos
de agricultura, como casca de arroz,e exemplos de liquidos sdo os, mais conhecidos, o etanol,
proveniente da fermentacao alcodlica da cana de agucar, e o biodiesel, que possui como, matéria
prima para a sua producdo, diversos tipos de 6leos vegetais oriundos dos mais diversos tipos de
cultivo, como, por exemplo, soja, amendoim e sebo bovino. (AZEREDO, 2012).

A primeira grande demanda a nivel internacional por biocombustiveis ocorreu durante
a Segunda Guerra Mundial, onde os biocombustiveis eram alternativas ao combustivel
importado. Apos o fim da Segunda Guerra, o petréleo barato, oriundo do Oriente Médio, passou
a tomar conta do cendrio mundial de consumo de combustiveis. Até que, na década de 70,
devido as instabilidades politicas e constantes guerras no Oriente Médio, ocorreu o primeiro
choque do petréleo. (AZEREDO, 2012).

Porém, uma questdo que muitos entoam contra os biocombustiveis ¢ a relagdo
combustiveis versus alimentos. Argumenta - se que hd uma competicdo por areas entre os
alimentos e os biocombustiveis, € que os ultimos veem ganhando cada vez mais espaco em
detrimento dos primeiros. Outra questdo importante no que concerne a sustentabilidade da

producao dos biocombustiveis € a questao do desmatamento, principalmente em paises com
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florestas tropicas que estdo sendo derrubadas para dar lugar as plantacdes energéticas.
(Kohlhepp 2010.)

Com isso a biomassa (i.e., matéria organica continuamente renovavel, como cereais, arvores,
algas e residuos de origem vegetal e animal) como matéria-prima para a producdo de biocombustiveis
apresenta-se como uma das potenciais solugdes (Demirbas, 2001; Kamm et al., 2006).

Neste contexto, o uso de microalgas como biomassa para a producdo de biodiesel e outros
produtos tem se mostrado uma alternativa promissora em termos de produgdo e aceitabilidade,
apresentando diversas vantagens, com relagdo as demais matéria primas.

Porém existem muitos desafios e barreiras técnicas a implementagao de um processo
comercial viavel para produzir biocombustiveis baseados em algas. Os biocombustiveis feitos
a partir das microalgas devem passar por uma série complicada de processos unitarios de
cultivo,colheita, desidratacao, extracdo de 6leo, conversao e outras etapas, gerando autos custos
de produgdo, Assim o presente estudo busca alternativas que condigdes de cultivo que poderiam

maximizar a produc¢do e reduzir gastos. (SHI, 2018)
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2 JUSTIFICATIVA

A principal justificativa deste trabalho baseia-se na necessidade de investimento em pesquisas que
traz alternativa de combustivel sustentavel, como o biocombustivel que ¢ um combustivel derivado de
materiais biologicos. (Dermibas, 2009).

Além disso os estudos apontam que o uso das microalgas como matéria prima para produgdo de
biodiesel, oferece varios beneficios em geral, com isso o melhoramento das condi¢des de crescimento das
microalgas poderia maximizar a produgdo de biomassa em densidade celular e aumentar de producao
lipidica, conseqiientemente, aumentando as possibilidades e viabilidades de se produzir biodiesel em larga
escala com o uso dessas microalgas ESPINOSA et al., (2014).

Nesse contexto se faz necessario a otimizagao das condi¢oes, e meios de cultivo, testando diferentes
concentragdes de nutrientes e vitaminas, que sdo primordiais para o crescimento da microalgas, com intuito
de aumentar a producdo em teor lipidico, tornando a produgdo de biodiesel, através dessa matéria prima,

cada vez mais viavel.
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3 OBJETIVOS

Otimizar as condi¢des de cultivo das microalgas Chlorella sp e Scenedesmus sp, para obtengao da

maxima producao lipidica, visando tornar possivel a produgao em larga escala de biodiesel.

Objetivos especificos

Observar se as distintas espécies de microalgas apresentaram rendimentos diferentes uma da outra,
quando inseridas as mesmas condig¢des de cultivo.

Avaliar se o tempo de cultivo de 30 dias, ¢ o mais recomendado para essas espécies de microalgas
quando inseridas a essas condi¢des de cultivo.

Observar o rendimento de 6leo, quando adicionado a vitamina biotina em diferentes concentragdes no
em seu meio de cultivo.

Verificar o rendimento em teor lipidico, das microalgas quando submetidas a diferentes concentragoes

de nitrato, ferro e zinco em seu meio.
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4 REFERENCIAL TEORICO

Biocombustiveis

A combustdo crescente de combustiveis fosseis tem proporcionado, junto com o desmatamento, o
acumulo de gases poluentes na atmosfera, particularmente de CO», responsaveis pelo efeito estufa e pelas
conseqiiéncias nas altera¢des climaticas. Esse atual quadro exige mudancgas dos padrdes de industrializagao
e de consumo da sociedade humana, com intuito de reduzir a emissao de gases de efeito estufa (SILVA et
al.,2011).

Embora as “crises de petroleo” dos anos 1970, que causou um grande aumento do prego do petroleo
tenham sido episodicas, a conjungdo e sinergia dos fatores acima mencionados, indicam uma tendéncia
crescente e irreversivel no aumento do preco e na diminuig¢ao do seu uso (PEREIRA et al., 2008).

Em busca de reduzir os riscos de crises no setor energético no Brasil, que retardem o crescimento
econdmico e desenvolvimento socioambiental do mesmo, ¢ primordial que haja investimentos em fontes
energéticas mais limpas e complementares, como a biomassa, para manutencdo da matriz nacional. Diante
disto, procurou-se compreender a problemadtica da potencialidade energética que a biomassa possui como
fonte provedora de energia para o Brasil. Ao analisar a matriz energética brasileira atual, foi possivel
constatar a preméncia de renovagdo da mesma, que historicamente tornou-se dependente de fontes
energéticas ndo renovaveis (como o petroleo e seus derivados, o carvdo mineral, o gas natural),
consideradas finitas e prejudiciais ao meio ambiente. (LOPES, 2019)

Neste contexto, o interesse na diversificagdo da matriz energética com fontes de energia renovaveis,
como os biocombustiveis, esta mobilizando nacional e internacionalmente e de forma unica os setores
académicos, industriais, sociais ¢ governamentais com énfase no desenvolvimento de processos
biotecnoldgicos sobre o tripé de sustentabilidade ambiental, social e economica. (Nascimento 2012)

O Biocombustivel ¢ definido comumente como um combustivel derivado de materiais bioldgicos,
incluindo matéria organica morta que nao esteja fossilizada, e também proveniente de produtos metabolicos
de organismo vivos, como, por exemplo, 6leo vegetal para a produgdo de biodiesel (Dermibas, 2009).

Dentro dos biocombustiveis temos o biodiesel que tem como, matéria prima para a sua produgao:
soja, amendoim, sebo bovino, Algodao, girassol, milho e também a partir de microorganismos como as
microalgas. Usado em motores a combustao interna com igni¢do por compressao ou para geragao de outro

tipo de energia (BRASIL, Lei n® 11.097, de 13 de janeiro de 2005).
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Uma estimativa acerca dos biocombustiveis apresenta que o petroleo permanecera a crescer até o
ano de 2030, entretanto, um forte crescimento dos biocombustiveis fara com que este assuma o dominio de
dois tercos da demanda de combustiveis liquidos no ano de 2060. A insercao obrigatoria dos
biocombustiveis em uma mistura com os combustiveis convencionais também influencia o crescimento
desta fonte de energia, e os altos precos da extragdo do petrodleo nos oceanos se ddo como um incentivo

para a producdo do biodiesel (OCAMOTO, 2019).

Biodiesel

Na Resolucdo ANP n° 14 de 11/05/2012, encontra-se delineada a definicdo de biodiesel como sendo um
combustivel composto de alquil-ésteres de acidos graxos de cadeia longa, produzido a partir de uma reagdo quimica
entre 6leos ou gorduras animais ou vegetais ¢ um alcool, que pode ser o metanol ou o etanol (ANP, 2014)..

O biodiesel ¢ um biocombustivel liquido derivado de biomassa renovavel ndo particulado, sendo
considerado um combustivel diesel alternativo: podendo assim ser usado em qualquer motor de ciclo diesel,
com pouca ou nenhuma necessidade de adaptacio (DELATORRE et al., 2011).

Derivado de fontes renovaveis, tais como 6leo vegetal, gordura animal, ou gorduras residuais, que
sdo fontes de lipideos que, na presenga de um catalisador, reagem com alcool etilico ou metilico dando
origem a um combustivel de alta qualidade (GERIS et al.,2007; DELATORRE et al., 2011; FERNANDES
JR. et al., 2012).

Segundo DELATORRE et al. (2011), comparado ao 6leo diesel derivado de petréleo, o biodiesel
pode reduzir em 78% as emissdes de gas carbdnico, considerando-se a reabsor¢ao pelas plantas; também
reduz em 90% as emissdes de fumaga e praticamente elimina as emissdes de oxido de enxofre.

Por serem originados dos acidos graxos lineares, o biodiesel ndo contém aromaticos, produtos
amplamente conhecidos como cancerigenos e que estao presentes nas emissdes da queima de dleo diesel
mineral, cuja combustdo ¢ incompleta. No caso do biodiesel sua combustdo ¢ mais completa, reduzindo os
teores de monodxido de carbono (CO), hidrocarbonetos (CH) ndo queimados e material particulado (MP).
Além de ser isento de contaminantes como o enxofre (FERRES, 2012). A Quadro 1 apresenta caracteristicas

complementares freqiientemente atribuidas ao biodiesel, em comparacdo com o diesel convencional.
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Quadrol. Propriedades complementares atribuidas ao biodiesel em comparagdo ao oleo diesel comercial.

Caracteristicas Propriedades complementares

Caracteristicas quimicas apropriadas Livre de enxofre e compostos aromaticos, alto
numero de cetanos, ponto de combustéo apropriado,

excelente lubricidade, ndo toxico e biodegradavel

Ambientalmente benéfico Nivel de toxicidade compativel ao sal ordinario,
com dilui¢do tdo rapida quanto a do agucar

(Departamento de Agricultura dos Estados Unidos)

Menos poluente Reduz sensivelmente as emissoes de (a) particulas
de carbono (fumaca), (b) monéxido de carbono, (c)
oxidos sulfaricos e (d) hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos

Economicamente competitivo Complementa todas as novas tecnologias do diesel
com desempenho similar e sem a exigéncia da
instalacdo de uma infraestrutura ou politica de

treinamento

Reduz aquecimento global O gas carbonico liberado ¢ absorvido pelas
oleaginosas durante o crescimento, o que equilibra
o balango negativo gerado pela emissao na

atmosfera

Economicamente atraente Permite a valorizagdo de sub-produtos de atividades
agro-industriais, aumento na arrecadacdo regional
de ICMS, aumento da fixagdo do homem nocampo
e de investimentos complementares em atividades

rurai

Regionalizado Pequenas e médias plantas para producdo de
biodiesel, podem ser implantadas em diferentes
regioes do pais, aproveitando a matéria prima

disponivel em cada local.

Fonte: Neto,;2000.

Além de todos as caracteristicas apresentadas no Quadro 1, pode-se também observar na Tabela 1
que em relacdo ao diesel proveniente do petroleo, o biodiesel puro emite uma quantidade expressivamente
menor de poluentes com relacdo aos demais combustiveis, sendo menos (valor negativo) e mais (valor

positivo) de poluentes sdo emitidos a partir da queima do biodiesel puro (B100) e de suas diferentes misturas
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(B5 e B20) em comparagdo com as emissdes provenientes da queima do 6leo diesel de petroleo. (Kohlhepp

2010.)

Tabela I- Porcentagens de emissoes de poluentes da queima do biodiesel comparadas com as emissoes

da queima do oleo diesel de petroleo.

POLUENTES BS5(mistura) ‘ B20 (mistura) B100 (puro)
CcoO -7 -15 -48

CO2 -7 -9,5 -78

HC -5 -20 -67

MP -8 -15 -47

SOx -5 -20 -100

NOx <1 2a4 10a20

Adaptado de FERRES (2012).

A producdo do biodiesel ¢ geralmente baseada na transesterificacdo de base, em principio a matéria
prima deve ter o minimo de acidez e umidade, sendo realizado um processo de neutralizagdo o que requer
um passo de purificagdo que envolve lavagens sucessivas com adgua para neutralizar o catalisador e eliminar
impurezas. (KLOCK et al., 2015.)

As principais matérias-primas utilizadas no Brasil para a produc¢do do biodiesel sdo o 6leo de soja,
gordura bovina e 6leo de algodao (ANP, 2014). Com menores participagdes encontram-se o 6leo de fritura,
gorduras de porco e de frango, 6leo de palma, 6leo de canola e outros materiais graxos. Dentre os outros
6leos que também podem ser empregados, encontram-se os de mamona, amendoim, macauba, babagu e
camelina (FERRARI et al., 2005). Todavia, o 6leo de soja ¢ a matéria-prima mais utilizada, com
participagdo de aproximadamente 70%.

Nesse contexto apesar destes combustiveis poderem ser obtidos a partir de matérias-primas simples
e de baixo valor agregado, ainda existem algumas restrigdes quanto ao seu uso e comercializa¢ao no Brasil.
Argumenta-se que hd uma competi¢do entre biocombustiveis e alimentos e que os ultimos veem
ganhando cada vez mais espago em detrimento dos primeiros. Outra questdo importante no que concerne a
sustentabilidade da produgdo dos biocombustiveis € a questdo do desmatamento, principalmente em paises
com florestas tropicas que estdo sendo derrubadas para dar lugar as plantagdesenergéticas. (GUIMARAES,
2015).

Assim se faz necessario a busca de alternativas que tornem o uso do biodiesel mais viavel e eficaz.

Uma das matérias primas utilizadas para producao de biodiesel como citado acima sdo as microalgas que
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apresenta um enorme potencial e que vem sendo objeto de estudo para fins energéticos, principalmente
pelos Estados Unidos, através do Programa de Espécies Aquaticas desde a década de 70 (FRANCO; 2013).

Sob esse aspecto as microalgas apresentam inimeras vantagens enquanto matéria prima para a
producao do biodiesel - GOUVEIA, et al. 2015 traz uma lista de vantagens da utilizagdo das microalgas

como matéria prima para a producao de biodiesel.

[J Nao requererem terras agricultaveis, podendo ser cultivada em regido desértica e em solo
degradado; Nao competem com a agricultura;

(1 Embora cres¢am em meio aquoso, consomem menos agua do que plantas terrestres € a 4gua
residual pode ser reutilizada no processo;

Sua produgao pode ser realizada durante todo o ano, ndo seguindo o regime de safras;
Apresentam alta produtividade em biomassa e rapido acimulo de lipideos;

(1 Podem produzir mais da metade do oxigénio da natureza; seu cultivo ndo exige a aplicacao
de agrotoxicos;

[J Os nutrientes para seu cultivo podem ser obtidos a partir de dguas residuais e residuos
agroindustriais;

[1 Sao eficientes fixadoras de carbono atmosférico, ou mesmo o residual de processos
industriais, através da fotossintese (cada tonelada de biomassa produzida consome 1,83
tonelada de CO», 10 — 20 vezes mais que o absorvido pelas plantas oleaginosas);

(1 Podem produzir uma série de outros produtos valiosos além de lipideos, tais como proteinas,
carotendides e carboidratos, que podem ser utilizados como alimento ou fertilizantes,

fermentados para produzir etanol ou outro produto com maior valor agregado.

Além disso embora as microalgas apresentem uma porcentagem lipidica inferior as demais matérias
primas apresentadas, seu rendimento de 6leo pode atingir uma importincia significativa diante da alta

produtividade conforme mostrado na Tabela 2.
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Tabela 2- Comparagdo do teor de dleo, produtividade de dleo, area de produgdo e produtividade em biodiesel das matérias-
primas de biodiesel tradicionais e com diferentes espécies de microalgas.

Matéria Prima Teor  Produtividad Area de producio Produtividade em biodiesel
de oleo e de dleo (m2.ano.kg! de (kg.ha'.ano™)
&) biodiesel)

Milho 44 172 66 152
Soja 18 636 18 562
Pinhao 28 741 15 656
Canola 41 1190 12 862
Girassol 40 1070 11 946
Mamona 48 1307 9 1156
Palma 36 5366 2 4747

Microalgas 70 136900 0,1 121104

Fonte: Adaptado de Mata et. al., (2010)

Microalgas

As microalgas e as cianobatérias, assim como ocorreu no passado, apresentam potencial para através
da fotossintese captar CO> da atmosfera, liberar oxigénio, que ¢ vital para a manutenc¢ao da vida no planeta,
e assim, minimizar os efeitos negativos da liberagdo de grande quantidade de CO na atmosfera (BRAGA
et. al., 2003).

As microalgas sdo micro-organismos fotossintéticos que podem fixar o CO; de diferentes fontes e
sob condi¢des adequadas de cultivos sdo capazes de produzir carboidratos, proteinas, lipideos e compostos
de valor agregado como acidos graxos e carotendides de interesse para a area de alimentos. (GONCALVES,
2019)

Além da capacidade de absor¢do do CO:; excedente, segundo Demirbas (2011), as microalgas
parecem ser a Unica fonte de biodiesel renovavel que ¢ capaz de atender a demanda global por combustiveis
utilizados no setor de transportes. Porém, os custos de produ¢do do biodiesel de microalgas ainda ndo o
torna competitivo no mercado.

Desde o inicio do cultivo de microalgas em larga escala em meados da década de 40, a biomassa
produzida vem sendo destinada as mais diversas aplicagdes comerciais, como producdo de proteina

unicelular, carotenoides, clorofila, enzimas, ésteres, antibidticos, hidrocarbonetos e vitaminas. Hoje, o
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principal interesse ¢ o cultivo com vistas a produgdo de biocombustiveis, com destaques para o biodiesele
para o biohidrogénio. (ACIOLI, 2014)

Na maioria das tecnologias de conversao da biomassa microalgal o principal substrato para a
producao de lipideos sdo os carboidratos, ao mesmo tempo em que podem limitar o uso das microalgas
nessas tecnologias. O alto conteudo proteico das células de microalgas ¢ outro fator que também pode
limitar o uso da biomassa algacea. Porém, a composicao dessa biomassa pode ser modificada drasticamente
com a utilizagdo de varias técnicas de cultivo, que envolve, principalmente, limitacdo e/ou excesso de
nutrientes, privagao total de nutrientes, intensidade luminosa, pH, temperatura e as combinagdes destes e
de outros fatores (MARKOU; ANGELIDAKI; GEORGAKAKIS, 2012).

Os lipideos produzidos podem ser convertidos em biodiesel, entretanto, utilizar microalgas para
produzir biodiesel requer de 55 a 111 vezes mais nutrientes nitrogenados, mesmo com uma producdo de
6leo de 10 a 20 vezes maior que as culturas terrestres. (DEMIRBAS & DEMIRBAS, 2010).

As microalgas apresentam caracteristicas diversas, como: podem ser unicelulares, coloniais e
filamentosas; sendo assim chamadas de ubiquitarias, estdo distribuidas principalmente nos ambientes
aquaticos, desde rios de agua doce (90 %) até lagos salgados, mas também sdo encontradas em solos
terrestres; podem ou nao apresentar motilidade; podem viver em associagao simbidtica, entretanto a maioria
¢ de vida livre; e tém tolerancia para uma ampla faixa de pH, temperatura, turbidez e concentragao de Oz e
CO: (LEE et al.,2008).

Este grupo heterogéneo esta entre os mais antigos do planeta e constituem a base da cadeia trofica
de ecossistemas aquaticos, sendo os principais organismos fotoautotréficos produtores de carbono organico
nos mares e aguas de interiores (CHISTIL, Y., 2007; REYNOLDS, 2006).

As espécies de microalgas, Scenedesmus sp e Chlorella sp, vem sendo apontadas nos tltimos anos
entre as mais eficientes no processo de fixacao de CO? acoplado ao tratamento de aguas residuais e a sintese
de lipideos para a producao de biodiesel (BLERSCH et al., 2013; TANG et al., 2012; XIN et al.,2010).

Quanto ao metabolismo, algumas espécies sao capazes de alterd-lo de acordo com as mudangas
ambientais. O cultivo das algas pode ser: fotoautotréfico, quando tem como unica fonte de energia a luz;
heterotréfico, quando sdo usados compostos organicos como fonte de carbono e energia e; mixotropicos,
quando tanto o metabolismo autotrofico e heterotrofico podem ser utilizados (ANGELO; ANDRADE;
COLOZZI-FILHO, 2014).
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Segundo (BORGES,2014) cada espécie precisa de condigdes especificas para o cultivo. As
condi¢des Otimas como temperatura, quantidade de luz, macro e micronutrientes tem que ser otimizadas
para que se tenham boas condig¢des para o cultivo. .

Entre as possibilidades atuais para a produgao de biocombustiveis, o uso de microalgas ¢ visto como
fonte viavel de biomassa e tem causado grandes expectativas no setor energético. As algas atualmente sao
utilizadas para producdo de suplemento alimentar e também para extracdo de compostos de alto valor
agregado. Elas podem ser utilizadas para fazer biorremediagao, biofertilizacdo, bem como para a producgao
de variados biocombustiveis como o metano, biodiesel, bioetanol e¢ o bio-hidrogénio (CARDOSO;
VIEIRA; MARQUES, 2011).

Segundo Santos (2018), as microalgas tém sido usadas em todo mundo para diferentes propositos.
Além do alto contetido de lipidios e carboidratos, elas podem ser consideradas como uma matéria prima
excelente por ter rapido crescimento e alta eficiéncia na fixacdo de CO,. Elas podem ser usadas para
producdo de biocombustiveis, obtencao de pigmentos, tratamento de efluentes industriais e esgoto.

De acordo com a Tabela 3, fica claro que as microalgas apresentam muitas vantagens em relagao as
culturas de vegetais superiores. Porém, também apresentam desvantagens, com destaque aos altos custos
de producdo em larga escala, e problemas relacionado a baixa concentragdo de microalgas no ambiente
natural. Estresse nutricional, competicao, predacao e infestagdo de diversos géneros de microalgas sdo os
principais fatores relacionados a baixa concentragdo de microalgas na natureza, concentragdes estas que
ndo suportam exploracdo comercial. Porém, podem ocorrer naturalmente em concentragcdes maiores,

ocasionando os chamados blooms ou floragdes. (ACIOLI , 2014)



Tabela 3- Vantagens na utilizagdo de microalgas para a produgdo de biocombustiveis.

VANTAGENS

REFERENCIAS

Alta taxa de crescimento, sendo muito superior
aquelas apresentadas pelas culturas terrestres;

Demirbas, 2010. Demirbas, 2010.

Podem ser cultivadas em areas improprias para a
agricultura;

Demirbas, 2010. Demirbas, 2010

Alta eficiéncia na mitigagdo de COo;

Demirbas, 2010. Demirbas, 2010.

Maior rentabilidade do que as culturas terrestres

Demirbas, 2010. Demirbas, 2010.

Organismos que apresentam maior eficiéncia na
conversao da energia solar em energia quimica.
Nao competem com as culturas araveis por terras
araveis.

Markou; Angelidaki; Georgakakis, 2012

A fertilidade do solo ndo € requisito para o cultivo,
visto que sdo cultivadas em meio aquatico. Podem
ser cultivados com simples exigéncias nutricionais

Markou; Angelidaki; Georgakakis, 2012

Se forem utilizadas microalgas marinhas, nao hé a
necessidade dos suplementos valiosos que sao
requeridos quando o cultivo ¢ realizado em agua
doce.

Williams & Laurens, 2010.

O impacto ecoldgico negativo ¢ bastante reduzido
quando comparado com os vegetais superiores.

Williams & Laurens, 2010.

O cultivo pode ser realizado juntamente com o
tratamento de aguas residudrias

Markou; Angelidaki; Georgakakis, 2012
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Nesse sentido, ao longo dos anos, varias tentativas foram feitas com o intuito de explorar tecnologias de

produgdo de microalgas tanto pra produgdo dos biocombustiveis quanto para alimentacdo, lipidios, vitaminas,

pigmentos, fertilizantes, produtos farmacéuticos e outros produtos quimicos especiais. Este interesse comum surgiu

como resultado da necessidade de fornecimento de alimentos adicionais, aumentando os problemas de eliminacao

de residuos e a escassez de matérias-primas e recursos energéticos. Nesse contexto, métodos de producdo de algas

em larga escala foram desenvolvidos e dependem da interagcdo de fatores internos e externos. Becker (2008) As

principais fontes de energia e os principais produtos oriundos da biomassa algacea estdo na Figura 1.
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Figura I - Potenciais da biomassa algdcea: fontes de energia, produtos e aplicagées.

Alimentacdo humana e
Radiacao, animal,tratamentos de
temperatura,energia, CO? aguas residuais,
compostos naturais
Formas de

cultivo de
microalgas

Nutrientes Farmacéuticos,biogas,
inorganicos.nutrientes agricultura, e
organicos, e agua combustiveis

Fonte: BECKER, 2008.

4.3 Lipidios

A maior fragdo de lipidios esta inserida nos acidos graxos compreendendo entre 25 a 60 % dos
lipidios totais. O contetido lipidico nesses organismos varia em média entre 10 a 40 % em certas condicdes,
podendo alcancar mais de 50 % do peso seco. Entretanto, encontra-se nos casos com maiores teores
lipidicos uma baixa producdo de biomassa, sendo necessario otimizar as condi¢cdes que favorecam ambas
variaveis, altas densidades de células e teores de lipideos (CHISTI, 2007; MATA et al., 2010).

Os lipideos neutros estocam energia para a célula, enquanto os lipideos polares, glicolipideos e os
fosfolipideos sdo partes estruturais de membranas celulares, além de participarem de atividades de
modulacdo. A sintese de acidos graxos nas microalgas ¢ inicialmente dirigida a formagdo das membranas
celulares, organelas, cofatores enzimaticos, transportadores, mensageiros intracelulares e lipideos de
reserva. Mas, como ja foi citado, o contetido lipidico pode variar de acordo com a espécie, nutricdo, €poca
e estagio de crescimento da alga (DERNER et al., 2006; NARENDRA et al., 2010).

A escolha do método de extracdo dos lipideos, localizado no interior da célula, ¢ de fundamental
importancia para aumentar a eficiéncia do processo como todo (LEE et al., 2010).

As células das microalgas sdo ricas em acidos graxos com alto teor lipidico, suas cadeias entre 14-

20 carbonos apresentam caracteristicas fisico-quimicas semelhantes ao 6leo produzido por outros vegetais
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sendo promissores a producdo de biocombustiveis (biodiesel, bioetanol, biometano). A composicao lipidica
da biomassa algal ¢ a base de glicerol, actcares ou bases esterificadas em acidos graxos saturados e
insaturados e pode modificar entre as espécies de acordo com as condi¢cdes ambientais de cada espécie e
seu crescimento celular, atingindo um teor lipidico que pode variar entre 01 a 70 % (Colgo, 2017). A Tabela
4 traz algumas das espécies mais utilizadas pra obten¢do de lipidios, a porcentagem de proteinas em

massa seca, de carboidrato e lipidios.

Tabela 4- Porcentagem de Proteinas, Carboidratos e Lipideos em massa seca de microalgas.

Proteina Carboidrato Lipideo
Espécie (Yomassa (Yomassa (Yomassa

seco) seco) seco)
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliella salina 57 32 6
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Scenedesmus quadricauda 47 - 18
Spirulina maxima 60-71 13-6 6-7
Scenedesmus sp. 21 15 21-43

Fonte: Adaptado de Colgo (2017)

4.4 Scenedesmus sp.

Scenedesmus sp.¢ uma microalga eucaridtica, pertencente ao grupo das algas verdes, encontradas
em ecossistemas de dgua doce. Sem valor taxondmico, fazem parte da familia Scenedesmaceae, ordem
Chlorococcales e classe Clorophyceae (Sant’annaet al., 2012).

Geralmente sao seres unicelulares, se agrupam em colonias com propagagao estritamente assexuada
por auto esporulacao, formadas em geral com 2, 4, 8 ou até 16 células como apresentado na (Figura 1)que
produzem um numero geneticamente fixo de células, conhecido como cenodbio, e também sdo seres
clorofilados (Lourengo, 2006).

A Scenedesmus ¢ uma alga que comumente forma cendbios com duas, quatro e oito células, mas
também ¢ encontrada como unica célula. A morfologia pode variar consideravelmente pela alteracao do
meio de cultura onde estdo crescendo (EGAN & TRAINOR, 1989). Em meio com pouco fésforo ou sais
minerais, este género ¢ induzido a crescer como Unica célula, semelhante aos géneros Chodatella e

Franceia, e quando privado de nitrogénio, podem ocasionalmente formar zoosporos (TRAINOR, 1992).
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As microalgas do género Scenedesmus sdo espécies de rapido e facil crescimento. A reproducdo ¢é
realizada por isolamento das células individuais seguida por divisdo celular (SEBASTIEN & GRANJA,
2005) afirmaram que esta espécie ¢ “sem duvida, o mais comum e cosmopolita dos géneros de algas
verdes”.

A caracteristica do alto teor de lipideos na Scenedesmus sp. deixa esta microalga como uma das
elegiveis para a producdo em grande escala de biodiesel. Para isso, ¢ necessario que o cultivo seja em

tanques, de preferéncia como sistemas fechados para que nao haja contaminagdo (BORGES, 2014).

Figura 2 — Morfologia microscopica da Microalga do género Scenedesmus sp.

Autores; (UNPAPROM et al., 2014.)

MUSHARRAF et al. (2012) analisaram o perfil de acidos graxos de algumas espécies de
microalgas: Scenedesmus, Nannochloropsis sp., Anabaena sp., e Oscillatoria sp. Dentre estas,
Scenedesmus sp. demonstrou ser a mais promissora em termos de producdo de 6leo, atingindo um teor de

17% de 6leo considerado adequado para a produgdo de biodiesel

4.5 Chlorella sp.

A microalga Chlorella sp. vem sendo cultivada desde 1960 no Japao, sendo que, em 1980, ja
existiam aproximadamente 26 fabricas de grande escala na Asia, produzindo cerca de 1000 kg de biomassa
por més (SPOLAORE et al., 2006). Ela foi a primeira espécie a ser cultivada em grande escala, em 1961,

no Japao pela empresa Nihon Chlorella, para ser comercializada como suplemento alimentar
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(LOURENCO, 2006). Sendo amplamente usada para cadeia alimentar artificial fitoplancton — zooplancton
— peixe, devido a sua composicao de acidos graxos, que ¢ importantissima para o sucesso da aquicultura
(PETKOV; GARCIA, 2007).

Muitas pesquisas em relagao as propriedades nutricionais e at¢ mesmo medicinais das Chlorella sp.
estao sendo feitas: Gouveia et al. (2007) utilizaram a microalga para dar coloragao esverdeada a biscoitos
amanteigados, ja Lee et al (2010) utilizou suplementagdo alimentar de Chlorella sp. em homens fumantes
no combate a radicais livres oriundos do habito de fumar e recomendam a utilizacdo para uma dieta
saudavel, além de outras pesquisas envolvendo doengas ligadas a idade, tanto em animais quanto em
humanos (OKAMOTO et al., 1978; TSUCHIDA et al., 2003).

A microalga Chlorella sp. possui 53% de proteinas, 23% de carboidratos, 9% de lipidios e 5% de
minerais. ela contém ainda mais de 2% de clorofila, ¢ 8% ndo identificado, o que lhe permite rapido
crescimento, pois assim como as plantas superiores, seu metabolismo principal ¢ a fotossintese, onde a
fonte principal de energia ¢ a luz solar (HENRARD 2009).

Chlorella também ¢ rica em vitaminas do complexo B, principalmente a B12, vital na formacao e
regeneragdo das células sanguineas que juntamente com o ferro fazem desta microalga um produto indicado
no tratamento e prevencao de anemia. Assim como a microalga Spirulina, a Chlorella possui o certificado
GRAS (Generally Recognized As Safe) emitido pelo FDA (Food and Drug Administration), podendo ser
utilizada como alimento sem apresentar risco a satide. (HENRARD 2009).

Atualmente, a Chlorella sp. também tem sido muito utilizada para pesquisas em biodiesel, isso
devido a sua satisfatéria producao de lipidios (RASOULAMINI et al., 2011).

Sob certas condigdes a espécie pode armazenar em suas células uma grande quantidade de amidoe
6leo o que permite que seu crescimento seja mais rapido, outro fator de ampla importancia é a grande
quantidade de clorofila em suas células o que garante um bom desenvolvimento em produtos de alto valor
agregado (VIEIRA, 2013).

Uma das principais caracteristicas da Chlorella sp. ¢ a sua capacidade de se adaptar as condi¢des
do cultivo, podendo crescer autotréfica, heterotrofica e mixotroficamente, conforme Figura 3 (XU;

MIAO; WU, 2006).
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Figura 3 — Microalga do género Chlorella sp.

Microalga Chlorella vulgaris. Reproduzido de Chlorella vulgaris (2013).

4.6 Condicoes Nutricionais

Para o crescimento das microalgas ¢ necessario que o meio de cultivo forneca os nutrientes
necessarios. Os elementos mais importantes que constituem as células das algas sdo carbono, nitrogénio,
fosforo e enxofre. Outros elementos essenciais incluem ferro, magnésio, elementos tragos e, em alguns
casos, silicio (Rebolloso-Fuentes et al., 2001).

Alguns autores apontam que a composi¢do do meio de cultivo pode influenciar de forma direta a
producdo de lipideos e as concentragdes de diferentes acidos graxos em microalgas. Freqlientemente, o
aumento no acimulo de 4cidos graxos ¢ descrito como conseqiiéncia aos efeitos da limitacao de nutrientes
e do tempo de cultivo (JI et al.; 2014; CHELLAMBOLI & PERUMALSAMY et al., 2014; MATA et al.,
2010).

Em condi¢des onde o crescimento ¢ limitado, verifica-se uma queda na divisdo celular, na taxa
fotossintética e na sintese de proteinas. A energia fotossintética é desviada da divisdo celular para o acimulo
de carboidratos e sintese de lipideos, ocorrendo também um aumento da sintese de enzimas especificas para
a absorcao de nutrientes (HU et al., 2008; YEH & CHENG, 2012).

Na composicao da biomassa microalgacea, além do carbono (C), estdo presentes pelo menos 19
elementos quimicos. Alguns sdo necessarios em concentragdes na ordem de miligramas por litro, como H,
N, O, P, S, K, Na, Ca e Mg. Outros podem ser detectados como elementos tragos ou micronutrientes e
normalmente sdo requeridos em concentracdes de nanogramas a microgramas por litro, como Si, Fe, Mn,

Mo, Cu, Co, Zn, B e V. Esses micronutrientes sdo incorporados em moléculas organicas essenciais, como
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em uma variedade de coenzimas (CoA, cobamamida e etc) que participam de reagdes primordiais a vida da
célula (REYNOLDS, 2006).

Normalmente, a unica fonte de carbono utilizada no cultivo de microalgas ¢ o CO; proveniente da
atmosfera ou de gases de combustdo. Ja as fontes mais comuns de nitrogénio sdo nitrato (NO3’), amonio
(NH4") e uréia ou combinagdes desses. Vale a pena mencionar que o amonio ¢ a forma quimica do
nitrogénio mais facilmente assimilada pelo fitoplancton. Ao contrario do nitrato, nao requer reducao, sendo
assimilado como aminoacidos. Entretanto, o amonio em alta concentragdo tem efeitos toxicos sobre o
crescimento das microalgas. Além disso, o amonio pode ir para a atmosfera, causando problemas
ambientais e economicos. Portanto, a selecao de fontes de nitrogénio para o cultivo de microalgas deve ser
baseada em dados experimentais (Abalde ef al., 1991; Wang et al., 2008).

Em condig¢des apropriadas, ainda que as quantidades e os elementos variem de acordo com a espécie
cultivada os principais compostos que limitam o crescimento celular das microalgas sdo o carbono,
nitrogénio, o fésforo e o ferro. (Fontoura; 2017)

Entre os principais elementos mencionados para o desenvolvimento das microalgas, Dias (2017)
aponta o didéxido de carbono como contribuicdo fundamental para os processos fotossintéticos,
mencionando também a importancia das propor¢des de nitrogénio incorporadas ao cultivo, que irdo
contribuir para que a sintese proteica eleve o teor de proteinas presente na biomassa das microalgas.

Oliveira (2013) apresenta em seus estudos a importancia da presenca de fosforo incorporado ao
meio nutricional das microalgas, assim como as concentracdes de ferro, nutriente ativo na respiracgao celular
e fotossintese.

Os macronutrientes formam os constituintes estruturais das biomoléculas, da membrana
citoplasmatica e do meio intracelular, e ainda participam dos processos energéticos e de regulagdo
metabdlica. A sua auséncia ou insuficiéncia pode causar danos afetando algumas fungdes vitais desses
microrganismos (LOURENCO, 2006).

Além dos macronutrientes temos os carboidratos que atuam como fonte de energia, os glicidios
também atuam na formagdo estrutural dos seres vivos, presentes na membrana plasmatica, participam do
revestimento celular. E considerado um composto presente nas microalgas de alto valor agregado, devido
a sua potencial aplicagdo terapéutica, nutricional, cosmética, téxtil, energética, entre outras (Borges, 2014).

Presentes na grande maioria dos processos biologicos, as proteinas, também sintetizadas a partir

da unido de moléculas menores, de aminodcidos, sdo as moléculas organicas em maiorconcentragao
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presentes nas células das microalgas, compreendendo aproximadamente 50% do seu peso, e podem variar
significativamente entre as espécies (Santos,2013).

Sendo assim os principais componentes da biomassa obtida a partir de microalgas sao lipidios,
proteinas e carboidratos. Os lipidios sdo os componentes mais desejaveis do ponto de vista energético. As
células com maior teor de lipidios e teores menores de carboidratos e proteinas t€ém elevado poder calorifico
e tém maiores rendimentos de 6leo quando processados através, por exemplo, de liquefacdo de biomassa
(Tornabene et al., 1983; Yamaberi et al., 1998; Illman et al., 2000; Scragg et al., 2002).

Lourenco, 2006 traz em seu estudo que enxofre, magnésio, ferro e outros elementos também sao
indispensaveis para o crescimento das microalgas. A maior parte do enxofre presente nas células ocorre
como componente estrutural de proteinas, por meio dos dois acidos aminados sulfurados: cisteina e
metionina. O enxofre ocorre na agua do mar principalmente como ions sulfato, sendo este muito abundante.
Por isso, o enxofre nunca ¢ fator limitante ao desenvolvimento de microalgas marinhas. J4 o magnésio ¢
essencial a algas por ser constituinte da molécula de clorofila, ocorrendo no nicleo da mesma. O magnésio
também esta associado a varias enzimas, sendo um ativador de suas atividades. No caso de deficiéncia, gera
o processo designado clorose, no qual as células perdem seu conteudo pigmentar.

Além dos elementos acima citado o ferro também ¢ extremamente importante para as algas por
participar de inimeras fungdes, como: vias biossintéticas da clorofila e dos citocromos; respiragao,
transporte respiratorio de elétrons; fotossintese, transporte fotossintético de elétrons; redugdo de nitrato e
de nitrito; reducdo de sulfato; fixagdo de nitrogénio molecular e; além desses exemplos, ¢ cofator de
diversas enzimas (Lourengo, 2006; Roden e Zachara, 1996).

As diferentes espécies de microalgas respondem de forma particular as alteragdes nutricionais no
ambiente externo. Porém, um padrao conservado ¢ a capacidade de adaptacdo que esses organismos
apresentam frente a variadas condi¢des. (Hakalin,2014)

Por exemplo, um estudo realizado por AUBRIOT e colaboradores (2011) demonstrou que o
fitoplancton que crescia num lago com baixa disponibilidade de fosfato era capaz de adaptar-se aos pulsos
periodicos deste nutriente, devido a liberagdao de fezes por animais aquaticos, e regular suas cinéticas de
absor¢ao de fosforo. Assim, o crescimento celular ocorre mesmo sem absor¢ao simultanea de fosfatos,
desde que estes sejam previamente acumulados na forma de corpos de polifosfatos (AUBRIOT et al., 2011;
YAO et al., 2011).

BEN-AMOTZ (1995) reportou o cultivo comercial de Dunaliella sp. para a producdo elevada de

beta-caroteno em duas etapas: na primeira, utilizou-se fotobiorreatores com excesso de N e baixa salinidade
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para otimizar a sintese de biomassa; e na segunda, reduziu-se a concentragcdo de N e usou alta salinidade
visando otimizar a producdo de beta-caroteno.

Em estudos realizados com microalgas cultivadas em baixas concentracdes de nitrogénio,
PIORRECK e colaboradores (1984) observaram um aumento no conteudo lipidico dessas microalgas sem,
no entanto, alterar o perfil lipidico e de 4cidos graxos. Em culturas de Chlorella, nas quais a divisao celular
cessou devido a falta de nitrogénio no meio de cultura, o contetido lipidico das células aumentou de 28 %
para 70 %, coincidente com um decréscimo no conteudo protéico de 30% para 8% (ROUND, 1973).

Além dos nutrientes também temos as vitaminas que sao compostos organicos essenciais ao
funcionamento do metabolismo e muitas podem ser encontradas como co-fatores de enzimas,
desempenhando a funcdo de coenzimas, que apresentam papéis vitais tanto para manutengao e crescimento
quanto para acimulos de biomoléculas na célula. Dentre elas, encontram-se a biotina, coenzima que catalisa
reagdes de ativagdo de transferéncia de COz; a cobalamina (B12), coenzima que catalisa reagdes de
isomerizagdo e transferéncia de grupos metil; e tiamina (B1), coenzima que catalisa reagdes de ativacdo e
transferéncia de aldeidos (ALBERTS et al., 2010).

Os principais elementos para o crescimento algal sdo: carbono, nitrogénio, hidrogénio, oxigénio,
fosforo, magnésio, cobre, zinco, molibdénio e ferro (LOURENCO, 20006).

PIORRECK e colaboradores realizaram um estudo 1984 com microalgas cultivadas em baixas concentragoes
de nitrogénio, PIORRECK e colaboradores (1984) observaram um aumento no conteudo lipidico dessas microalgas
sem, no entanto, alterar o perfil lipidico e de acidos graxos. Em culturas de Chlorella, nas quais a divisao celular
cessou devido a falta de nitrogénio no meio de cultura, o contetdo lipidico das células aumentou de 28 % para 70 %,
coincidente com um decréscimo no contetido protéico de 30% para 8% (ROUND, 1973).

Entretanto como qualquer microrganismo, as microalgas alteram o seu metabolismo de acordo com a
disponibilidade de nutrientes presentes no meio de cultivo. Microalgas da mesma espécie podem possuir diferentes
composi¢des quimicas, de acordo com o meio de cultivo utilizado (XIN et al., 2010).

Para o estudo em questdo foram escolhidos os nutrientes ferro, zinco, nitrato, e a vitamina biotina:

Ferro (Fe): extremamente importante para as algas. Participa de fun¢des como respiragdo,
fotossintese, da via biossintética da clorofila e do citocromo, reduz o sulfato, o nitrato e o nitrito, fixa o
nitrogénio molecular e € cofator de diversas enzimas; (PEQUENO, 2010)

Zinco (Zn): assemelha-se aos papéis metabodlicos do manganés. E componente estrutural da
anidrase carbdnica (transporte e fixagdo de CO;), de enzimas envolvidas na transcrigdo do DNA e da
fosfatase alcalina. Em meios de cultura, geralmente, deve ser adicionado na forma de sulfato de zinco

(ZnS04.7H20); (PEQUENO, 2010)
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Vitaminas: apenas trés vitaminas sdo efetivamente importantes para as microalgas: tiamina,
biotina e cianocobalamina. Algumas espécies podem sintetiza-las, as que ndo sintetizam necessitam recebé-
las de fontes exogenas. As demais vitaminas nao atuam como fatores limitantes, pois: (a) sdo sintetizadas
pelas algas, (b) sdo sintetizadas por microrganismos associados a algas e disponibilizados, (¢) nao
apresentam fungoes biologicas para algas, (d) ou sdo necessarias em concentragdes tdo baixas ao ponto de
serem irrelevantes (LOURENCO, 2006).

Nitrogénio (N?): componente béasico na formagdo de proteinas, acidos nucléicos e pigmentos
fotossintetizantes, constituinte de diversas substancias do metabolismo primario e pode ser encontrado em
concentracdes variaveis no interior das células algiceas na forma inorganica (nitrito, nitrato e aménio). E
assimilado, preferencialmente, sob forma amoniacal (NH3; e NH" ), mas também podem ser assimiladas na
forma de nitrogénio gasoso ou molecular (algumas cianobactérias), de nitrato (NO3"), de nitrito (NO2"). As
principais fontes sdo os sais de nitrato, sais de amonio e uréia. As concentragdes de proteinas e clorofilas
nas células sdo diretamente proporcionais ao suprimento de nitrogénio, com isso, a diminui¢do da
concentragdo de proteina, ocasiona aumento significativo no percentual de polissacarideos e a diminui¢ao
da clorofila aumenta a concentra¢do de carotendides gerando mudanca de coloragdo no cultivo que tendem
ao aspecto amarelado; (PEQUENO, 2010)

Segundo PIORRECK et al. (1984), o nitrogénio ¢ conhecido por ter uma forte influéncia no
metabolismo de lipidios e 4cidos graxos em varias algas. A deficiéncia de nitrogénio leva a uma acumulagao
de lipidios. Recentes estudos envolvendo varias algas revelam que o metabolismo de 4cidos graxos e
lipidios ¢ influenciado pelo contetido de nitrogénio do meio. Foi observado que a baixos niveis de nitrogénio
essas algas tem uma tendéncia a sintetizar lipidios neutros e acidos graxos com um baixo grau de
insaturagdo. Ja em altos niveis de nitrogénio as algas sintetizam predominantemente lipidios polares como
os monoglactosil diacilglicerol, diagalactosil diacilglicerol entre outros.

Em seus estudos, PIORRECK et al. (1984) constataram que a baixas concentra¢des de nitrogénio,
todas as algas verdes contém relativamente grandes quantidades de lipidios totais (44-66% do peso seco).
Essas quantidades diminuem significativamente com o aumento da concentra¢do de nitrogénio.

A fonte de nitrogénio, independente de qual seja, ¢ incorporada como nitrogénio organico, na
sintese de proteinas. Desta forma, a diminui¢do desta fonte acarretaria na diminui¢do da sintese de
aminoacidos e, conseqiientemente, do teor protéico (REINEHR, 2003). COLLA et al., (2007) avaliaram a

influéncia da concentragdo da fonte de nitrogénio no cultivo de Spirulina e verificaram que a concentragao
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inicial de nitrogénio ndo influenciou na concentracao de lipidios e proteinas na biomassa. (PEQUENO

2010)

4.7 Nitrogénio

O nitrogénio pode estar presente no meio de cultivo de diversas maneiras, como na forma do ion

nitrato (NO3-), amodnia (NH3) e ion amonio (NH4™). Para tal, solubilizam-se sais de nitrato (NaNOs3, KNO3)
e de amonio (NH4Cl), (NH4), (2SO4) e uréia no meio de cultura (XIN et al., 2010).

O uso de qualquer um destes compostos como unica fonte de nitrogénio pode acarretar mudanca de

pH durante o cultivo; quando o ion aménio (NH4™) é usada, o pH fica mais acido devido a liberagao de H™
no meio; ja o uso de NO;™ deixa o pH mais elevado. Nao ha diferenca significativa na producdo de
microalgas entre as duas fontes de nitrogénio (RICHMOND, 2004).

Como ¢ um nutriente muito importante, muitas formulagdes de meio de cultivo sdo feitas com o
propésito de ndo deixar o nitrogénio como agente limitante de crescimento. Condi¢des nas quais o
nitrogénio é escasso, a microalga tende a fazer reservas de energia, acumulando lipideos (RICHMOND,
2004).

Outra caracteristica de um cultivo com auséncia de nitrogénio ¢ a producdo de carotenoides
secundarios, a0 mesmo tempo em que diminui a quantidade de clorofila nas células. Tal caracteristica ¢
observada na espécie Dunalliela, cujo cultivo tende a ficar da cor amarela, pelo acimulo de B-caroteno, na
limitagao do nutriente no meio de cultivo (LOURENCO, 2006).

Gao et al. (2013) mostraram a influéncia da limitagcdo ou auséncia de nutrientes sobre duas espécies
de microalgas, Chaetoceros muelleri e Dunaliella salina, analisando a performance fotossintética,
composi¢ao da biomassa e produgdo de lipidios, mostrou que o maior conteido de lipideos para a C.
muelleri (46,32 %) ocorreu na auséncia de nitrogénio; para a D. salina (54,15 %), a privag¢do de todos os
nutrientes fez com que atingisse esse percentual.

Harwati et al. (2012) também realizaram experimentos estudando a influéncia do nitrato no
crescimento de biomassa e na producao de lipideos da microalga Chlorococcum sp.. Foi verificado que,
quando a concentragdo de nitrato € baixa, o acaimulo de lipideos ¢ alto e a concentracdo de biomassa cai,

entretanto, o contrario acontece também.



36

4.8 Crescimento das Microalgas

O crescimento de microalgas para producdo de biomassa pode ser classificado segundo diferentes
parametros. Normalmente, a divisao pode ser feita com base nos métodos de crescimento, ou seja, a via
metabolica que se induz para o crescimento, ou na tecnologia/ sistema de produgao de biomassa adotado,
isto ¢, o sistema que servird de base para o crescimento das culturas. O crescimento de microalgas para
producdo de biomassa pode ser classificado segundo diferentes pardmetros. Normalmente, a divisdo pode
ser feita com base nos métodos de crescimento, ou seja, a via metabdlica que se induz para o crescimento,
ou na tecnologia/ sistema de produgdo de biomassa adotado, isto ¢, o sistema que servird de base para o
crescimento das culturas. (Silva, 2014)

E importante ressaltar as principais condi¢des ou fatores que influenciam o crescimento das
microalgas. A satisfacdo das necessidades metabdlicas € obviamente o ponto fulcral, pelo que no caso mais
habitual, de microalgas fotossintéticas. (Silva, 2014)

A luz ¢ tida como o principal parametro a controlar na otimiza¢ao do processo de crescimento,
seguindo-se a temperatura, aeracdo, o pH e a presenca de COz e O no meio (Behrens, 2005). A gama de
temperaturas ideais ¢ um fator que varia de espécie para espécie, pelo que apenas através do estudo
cientifico ¢ possivel otimizar essa condigdo. Nao é aconselhavel testar o crescimento de algas para
temperaturas superiores a 30 °C, visto tratarem-se de temperaturas demasiadas altas para a maioria das
espécies e resultarem na inibi¢do do seu crescimento (Suali and Sarbatly, 2012).

A composi¢ao celular das microalgas ¢ ajustada conforme os processos metabolicos podendo ser
classificadas como autotréficos durante a conversdo de compostos inorganicos e energia luminosa em
carbono organico; heterotréficos, quando os nutrientes sdo favorecidos na auséncia de luz e mixotréficos
quando ambos os metabolismos ocorrem (Morais, 2011).

Assim sendo, um dos principios basicos para a implementacao de um processo de crescimento de
microalgas ¢ a identificagdo do método de cultura, isto &, selecionar qual € a via metabolica que se pretende
que as culturas adotem. As microalgas podem crescer com base em 4 tipos de metabolismo (Gouveia,
2011):

v fotoautotrofico: usando a luz como unica fonte de energia, transformando energia solar em
energia quimica através da fotossintese;

v heterotréfico: recorrendo exclusivamente a compostos organicos como fonte de carbono e

energia;
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v mixotrofico: ambas as formas de carbono, ou seja, organico e inorganico (COz), sdo
essenciais visto que o organismo ¢ capaz de crescer autotroficamente e heterotroficamente, dependendo da
concentracdo de compostos organicos e da intensidade luminosa disponivel;

v fotoheterotrdofico: no caso de necessitarem de luz para processar compostos organicos como
fonte de carbono. Existe alguma confusdo entre esta via e a mixotrofia, ja que a diferenca reside apenas na
fonte de energia necessaria para ocorrer crescimento e producao de metabolitos especificos.

A escolha pelo crescimento de microalgas e producdo de biomassa segundo uma das vias
metabdlicas apresentadas obedece a um conjunto de critérios relacionados com a tecnologia que € requerida
para implementacdo do método. Cada uma das vertentes metabolicas apresenta as suas vantagens e
desvantagens. (Angelo; 2014)

A via fotoautotrofica pode ser explorada a partir de diferentes condi¢des, sendo que a principal
diferenca ¢ a divisdo entre crescimento em lagoas ou em reatores fechados, habitualmente designados por
fotobioreatores. As principais necessidades neste tipo de método ¢ a climatizagdo do meio, captacao de
agua, CO2 e outros nutrientes, terreno e energia para operacdo do sistema. Quanto ao crescimento
heterotrofico baseia-se, normalmente, na producdo de biomassa com recurso a um fermentador
convencional. Neste caso, os requisitos para a operagao envolvem uma fonte de carbono organico adequada
e sustentavel do ponto de vista econdmico e ambiental. (Angelo, 2014)

O cultivo pode ser realizado em sistema fechado (fotobioreatores) ou em sistema aberto ao ar livre
(lagoa), estratégias de cultivo devem estimular o crescimento celular, entretanto, a produgdo precisa ter
algumas precaugodes para evitar a contaminacdo, minimizar a evaporagao de agua,favorecer a absorcao de
luz, intensificar a produtividade desejada, buscando redu¢do de custos operacionais. (Santos, 2013).

De acordo com Chen et al., (2015) diferentes tipos de fotobiorreatores tem sido desenvolvidos para
o cultivo de microalgas, os mesmos podem ser descritos em formato de painel, tubulares, montado na
vertical ou horizontal, transparentes feitos de vidro, acrilico ou plastico, apresentando vantagens e
limitagdes especificas para cada espécie a cultivada.

O sistema fechado ou sistema “indoor” (espago fechado) empregado para o cultivo de microalga ¢é
comumente chamado de fotobiorreator mais adequados ao controle de variaveis, apesar do custo elevado,
apresentam vantagens em relagdo ao sistema aberto (Franco, 2013). Dentre elas, podemos citar a reducao
na contaminagdo por microorganismos, evaporacdo moderada, maior reprodutibilidade, controle de
temperatura, nutrientes, iluminagdo e pH, levando a um maior rendimento de biomassa (Espinosa et al.,

2014).
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A utilizacdo de fotobiorreator ¢ mais adequada para o cultivo de microalgas, porém ¢ necessario
ficar atento a alguns requisitos para maximizar o desempenho, como permitir um maior aproveitamento da
luz, e potencializar as trocas gasosas ao longo dos tubos, para que o processo de fotossintese possa ocorrer
de forma equilibrada sem interferir no crescimento celular (Qin; Wu, 2019).

J& o sistema aberto ou Sistema “outdoor” (ao ar livre), a principal fonte de luz ¢ a solar, utilizadas
desde a década de cinquenta, a producao em tanques abertos representam caracteristicas proximas ao habitat
natural de cultivo das microalgas, o sistema ¢ dotado de variados formatos, podendo ser classificado em
aguas naturais (lagoas, lagos e agudes) e aguas artificiais (tanques e containers) (Tomas, 2016).

O sistema esta sujeito a variagdes climaticas, mantendo-se a uma temperatura ambiente com
altas probabilidades de evaporagdo, métodos para minimizar a contaminagdo sdo empregados ao meio de
cultivo com adicdo de grandes concentragdes de sais, o que restringe a adaptacdo de determinadas espécies
(Klein, 2015; Qin, Lei e Wu, 2018).

A Tabela 5 traz as vantagens e desvantagens de cada tecnologia utilizada para o crescimento das
microalgas.

Tabela 5- vantagens e desvantagens de cada tecnologia utilizada para o crescimento das microalgas.

Meétodo Tecnologia Vantagens Desvantagens
Fotoautotrofico | Fotobiorreatores | e Menores perdas de | e Implementagdo a escala
fechado agua comercial

o Tempo de retengdo da | e Regulagdo da temperatura
cultura superior . Limpeza periodica
J Capacidade para | e Necessidade maxima de
suportar densidades celulares | exposi¢do luminosa
elevadas

Fotoautotrofico | Lagoas abertas | o Arrefecimento . Alteragdes  diarias e
espontaneo por evaporagiao sazonais da temperatura e umidade
. Capital para | ® Contaminagoes
investimento inicial inferior . Necessidade maxima de

exposicao luminosa

Heterotrofico Fermentadores | o Facilidade no controle | o Custo e disponibilidade de
das condigdes Otimas para | matéria prima
producdo o Competicdo pela matéria
o Prevencao de | prima com outras tecnologias para
contaminagao produgdo de combustiveis
. Obtencédo de
concentracdes de biomassa
superiores

Fonte: (Adaptado de (Ferell et al., 2010)
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Além dos nutrientes a algumas condi¢des de cultivo que afetam o crescimento e a producio de
lipideos das microalgas, segundo Fontoura (2017) ¢ necessario que ocorra um equilibrio entre os fatores
fisicos, quimicos e bioldgicos, tais como a temperatura, iluminagao, aeragdo, pH, concentracao de indculo
e dias de cultivo. Essas variaveis influenciam diretamente no crescimento e producao lipidica da biomassa

algal.

4.8 Aeracao

Se tratando de um sistema de cultivo de microalgas fechado, a aeragdo ¢ um processo fundamental
para homogeneizar o meio de cultivo com as microalgas, auxiliando no controle de temperatura, incidéncia
luminosa, transferéncia de gases além de controlar a atividade fotossintética CARTAS, 2018).

A aeracdo val aumentar as trocas gasosas entre o ar e a cultura além de auxiliar na estabilidade do
pH através do sistema carbonato-pH,. Ela também serve para homogeneizar os nutrientes e células no meio,
permitindo que todas as células recebam luz na mesma propor¢ao. Também evita que as algas se
sedimentem ou se agrupem nas paredes, afetando a recep¢ao de luz, o que pode levar a morte das células.

A aeragdo pode ser fornecida por um compressor de pistdo seco ou a 6leo, ou por um soprador de ar radial

(GOMES, 1986; BORGHETTI, 2009; FRANCO et al., 2013).

4.9 pH - Potencial Hidrogenionico

Determinar a solubilidade do dioxido de carbono e minerais no meio, o que tem influenciado direta
ou indireta no metabolismo das microalgas sdo um dos pardmetros mais importantes no processo de cultivo
de microalgas (ARCEO, 2012; ANDRADE & COLOZZI FILHO, 2014).

Viarios fatores podem influenciar as alteracdes no valor de pH, como composicao e capacidade de
transporte do meio, quantidade de didxido de carbono dissolvido, temperatura (que determina a solubilidade
de CO») e atividade metabdlica das células. Por outro lado, isso vai depender da espécie de microalga
estudada pois cada espécie de microalga possui uma faixa de pH adequada para seu crescimento. Porém a
grande maioria das espécies de microalgas crescem em pH neutro a alcalino (ARCEO, 2012; ANDRADE
& COLOZZI FILHO, 2014).
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4.9.1Temperatura

A temperatura ¢ um dos fatores que mais afetam a taxa metabdlica dos organismos, por isso a
temperatura do ambiente deve ser escolhida em fun¢ao das necessidades das espécies presentes no estudo
e da finalidade dos cultivos. De acordo com o autor Oshe et al, (2008) a temperatura 6tima para o
crescimento de microalgas ¢ em torno de 20°C a 35°C e que com as condig¢des especificas de nutrientes e
luz elas podem ter uma taxa 6tima de crescimento.

Assim o crescimento das algas pode ser acelerado com o aumento da temperatura até atingir um
nivel de saturagao e morte das células (GOMES, 1986; MORAES, 2011; ANDRADE & COLOZZI FILHO,
2014).

4.9.2 Iluminacao
Para contornar as limitagdes da luz natural, pode-se recorrer a iluminacao artificial. A maioria das
espécies suporta iluminagdo continua e, para melhor rendimento, este procedimento tem sido normalmente
empregado. A luz artificial possibilita producdo diaria continua, pois assume o papel da radiacdo solar

durante a noite ou complementa-a conforme as variagdes se instalam (GOMES;1986; ARCEOQO, 2012).
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5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1 Microalgas Chlorella sp. e Scenedesmus sp.

As cepas das microalgas Chlorella sp. e Scenedesmuss sp foram isoladas e mantidasno LEMARC,
Laboratorio de Energias Renovaveis, Materiais e Catalise, no instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do
Pontal (Quimica) - UFU - Universidade Federal de Uberlandia. Toda a manutengdo, e testes experimentais
das cepas foram realizados em condi¢des controladas, que sdo apresentados nos itens abaixo, além de
passarem por um severo processo de lavagem, utilizando alcool e dgua destilada. Apds a esterilizagao dos

recipientes, iniciou-se o cultivo com as ambas as espécies.

5,1.1 Meio de Cultura

As microalgas precisam de um meio suplementado para que cresgam, portanto para o cultivo e
manutenc¢ao, foi utilizado o meio sintético Chu (Tabela 6). A procura de uma melhor condi¢do de producao
para as amostras de biomassa algal, foi feito a preparac¢do deste meio sob quatro condic¢des diferentes: 150%
de nitrato, 30% de Nitrato, 150% de Ferro, e 200% de Ferro em relagdo ao meio Chu. Preparou-se a
respectiva solucdes, com as concentragdes (g/L) de cada reagente utilizado para cada litro de meio.

(SILVA 2014)
Tabela 6 - Meio de Cultivo Chu

REAGENTE FORMULA QUANTIDADE (g/L)

] NaNO; 0,25
Cloreto de calcio di-hidratado CaCl,.2H>0O 0,025
Sulfato de magnésio hepta-hidratado MgS04.7H20 0,075
Fosfato de potassio dibasico K>HPO4 0,075
Fosfato de potassio monobasico KH>PO4 0,175
Cloreto de s6dio NaCl 0.025
Sal de EDTA Ci0H14N2Na20s 2H,0 0,05
Hidréxido de potassio KOH 0,031

1 FeSO4 0,00498

' Acido bérico H;BO;3 0,01142
Sulfato de zinco hepta-hidratado ZnS0O4.7H,0 8,82 10°°
Cloreto de manganés tetra-hidratado MnCl.4H,0O 1,44 10
Molibdato de sodio NaMoO4.2H,O 1,19 10
Sulfato de cobre penta-hidratado CuS04.5H20 1,57 10°
Nitrato de cobalto hexa-hidratado Co(NOs3)2.6H0 0,49 10°

Fonte: Adaptado de Silva (2014)
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As diferentes concentragdes de Nitrato e ferro foram adotadas objetivando verificar em qual destas
o crescimento das microalgas Chlorela sp, e scnedesmus sp. teria melhor resultado, em termos crescimento
de biomassa mas principalmente em porcentagem de lipidios.

Foi necessario o preparo de quatro solucdes estoque, pesou-se separadamente cada reagente,
transferiu-se os reagentes para baldes volumétricos de 1 L e, por fim, aferiu-se com agua destilada. As
solugdes foram armazenadas em frascos ambares mantidos na sala de cultivo por até 1 ano em temperatura

ambiente proxima a 25°C.

5.1.2 Condigoes de cultivo

O cultiivo ocorreu em em reatores horizontais, do tipo bandeja aberta em acrilico com volume util
de 1 Litro, fechados com plastico filme de PVC com perfuragdes aleatdrias para auxiliar na oxigenagao e
minimizar a evaporagdo, mantidos em temperatura ambiente proéxima a 25°C, com controlador de
fotoperiodo em 12 horas de luz e 12 horas de escuro, utilizando 3 ldmpadas fluorescentes brancas de 40

Volts por 30 dias (Figura 4), semelhante a unidade experimental adotada por Ramirez (2013).

Figura 4- Condig¢des laboratoriais de cultivo das microalgas.

Fonte: proprio autor

Leitura de crescimento celular e biomassa seca

As leituras de densidade oOtica foram realizadas a cada 7 dias em triplicata de cada aliquota de cultivo
no comprimento de onda de 570 nm, com auxilio do espectrofotometro da marca Shimadzu, modelo UV-

1800 conforme a Figura 5.
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Figura 5- Espectrofotometro Shimadzu, UV-1800 , usado para medi¢do de crescimento ceular.

Fonte: Proprio autor

Foram realizadas as andlises de massa seca e densidade celular para determinar a quantidade de
biomassa produzida. A relagdo entre a absorbancia e a porcentagem de massa seca possibilitou a
constru¢do da curva analitica para determinagdo do teor de lipidios nos experimentos do planejamento
experimental.

Para colheita de biomassa e determinagdo de sua massa seca (g) a quantidade total de cada reator
foi submetido ao processo de centrifuga¢do,em um equipamento da marca AAKER, em uma rotagdo de
de 4000 rpm por 5 minutos, em seguida o sobrenadante composto pelo meio de cultivo foi descartado,
para que assim o sedimento de biomassa fosse reservado em béquer previamente pesado, levado para
secagem em estufa a 80°C por 48 horas (Figura 6). Para realizar a quantificacdo de biomassa seca final
expressas em g/L, as amostras foram pesadas de acordo com a metodologia indicada por Ramirez (2013).

Figura 6 — Estufa ultilizada para secagem de biomassa das microalga.

= e

Fonte: proprio autor
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As espécies de microalgas escolhidas, e os nutrientes adicionados ao meio, sdo variaveis importantes
para o crescimento das algas e obtencao dos lipidios a fim de produzir biodiesel.

Neste sentido planejou-se os experimentos a fim de maximizar a producdo de lipidios em
quantidade significativa. Para o experimento utilizou-se o planejamento fatorial 2°, a Tabela 7 traz cada um

dos fatores analisados no cultivo.

Tabela 7- Variaveis e niveis estudados para a otimizagdo do processo de produgdo frente ao cultivo de microalgas.

Variavel Nivel inferior Nivel

) superior
(&)
Espécie de Microalga Scnedesmus sp Chlorella sp
Nitrato 0,375g/L 0,075g/L
Ferro 0,0075g/L 0,01g/L

Fonte: Proprio autor

A partir das varidveis selecionadas e seus niveis, foi construida a matriz do planejamento fatorial
23, apresentando a combinagdo de todas as condi¢des experimentais para o cultivo das algas. A Tabela
8 apresenta a matriz do planejamento de experimentos, realizados pra tornar o processo de cultivo das

algas mais viavel.

Tabela 8- Matriz do planejamento experimental fatorial 2°, para variagdes no meio de Cultivo. Varidveis: M: Meio de Cultivo,
T: Tempo de cultivo em dias e I: Porcentagem de Inoculo.

Variaveis
Ensaio

|
2
3
4
5
6
7
8

Fonte: Proprio autor
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Ap6s a colheita de biomassa seguida de centrifugagdo e secagem, a amostra de aproximadamente

1000 mg foi submetida a extra¢do de lipideos conforme metodologia descrita por Folch, Less e Sloane

Stanley (1957), inicialmente a massa seca foi macerada em cadinho de porcelana com adi¢do de 20 mL de

cloroformio e 10 mL de metanol,em seguida, a mistura foi transferida pra erlenmeyer de 125 mL e

submetida a 3 ciclos de sonificagdo de 30 minutos cada, em banho ultrassom (QUIMIS - Ultrassonic

Cleanner 1400, frequéncia de 40 kHz), para auxiliar na ruptura celular, apos esse processo a amostra foi

encaminhada para centrifuga (Figura 7).

Figura 7 — Esquema de extragdo de dleo das microalgas Chlorella sp. e Scenedesmus sp. utilizando, cadinho,
banho ultrassénico e centrifuga,seguindo para funil de separagdo.

*—Vc@ﬂu.)

o <= -

- —— auiMiIs

Ao MELER

Fonte: Proprio autor
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Ao final dos ciclos em que a amostra foi centrifugada por 8 minutos, a parte so6lida sedimentou-se e
o sobrenadante contendo os lipideos foi extraido e transferido para um béquer de 200 mL,com solugao de
12 mL de KCI e submetido a agitagdo e encaminhados para o funil de separagao, apos formacao de duas
fases, reservou a fase contendo os lipideos adicionando 4 mL de mistura metanol/agua 1:1, o funil com a
mistura foi submetido a nova agitagdo. A fase superior foi retirada por suc¢do com auxilio de pipeta
graduada e descartada, e a fase inferior contendo lipidios foi recuperada e encaminhada para secagem com
sulfato de magnésio, e transferida para um baldo volumétrico submetido a uma capela de exaustdo para
completa evaporagao dos solventes.

Posteriormente a massa dos frascos contendo 6leo produzido em cultivo onde cada reator possui
volume util de 1 litro, foi aferida para que o calculo gravimétrico fosse realizado obtendo a medida doteor

lipidicototal em porcentagem de acordo com a equacao:

__(massa de o6leo produzida )x 100

Teor de Lipideos (%

(concentra ¢do da biomassa )
Sendo:
e Massa de 6leo produzido: expressa em gramas.

e Concentracao da biomassa: expressa em g/L

Otimizacao das condicoes de cultivo.

A partir do planejamento fatorial 2* foi possivel verificar quais variaveis empregadas ao meio de cultivo
proporcionaram melhores resultados para producgdo de biomassa, expressa em g/L e de 6leo, indicando o teor lipidico
em porcentagem massica. Assim, este planejamento teve a finalidade de selecionar os parametros qualitativos que
apresentarem melhor desempenho em relagdo as variaveis estudadas para serem usados em um segundo
planejamento quantitativo, o Planejamento Composto Central.

A utilizagdo do planejamento fatorial, requer diferentes combinagdes dos niveis dos fatores estudados através
do planejamento de experimentos 22, tendo assim viabilizado dados para a produ¢io de uma matriz que apresentou
o melhor desempenho das varidveis de resposta, a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) e curvas de
contorno (GOES, 2018).

O PCC foi realizado com duas variaveis, resultando em 11 experimentos entre os niveis dos fatores de

interesse, composto por 4 pontos cubicos (+1 e -1), 4 pontos axiais (+a e -a) e 3 repetigdes no ponto central. As
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variaveis analisadas foram a concentragdo de zinco do meio Chu (%) e a inser¢do de biotina em diferentes
concentragdes. A variavel resposta dos planejamentos foi o teor de lipideos determinado pelo método de extragao de
Folch; Lees e Stanley (1956).

A Tabela 9 apresenta as variaveis e os niveis que foram avaliados na otimizagdo da extragdo, enquanto a

Tabela 10 representa a matriz de contraste das variaveis codificadas.

Tabela 9- Variaveis e niveis da otimizagdo do teor lipidico

Nivel
Variavel
141 - 0 + 14
(1) Zinco 0,3g 0,5g 1,0g 1,5¢ 1,7¢
(2) Biotina 0,075g 0,125¢  0,25¢g 0,375¢g 0,425¢

Fonte: Proprio autor

Tabela 10 - Matriz de planejamento composto central em 2 varidveis para otimizagdo do teor lipidico (1- Concentragdo de
zinco no meio Chu em porcentagem (%) e 2 — insercdo de biotina em diferentes concentragoes.

Ensaios Valor codificado Valor codificado | ZINCO BIOTINA
A B
1 - - 0,5 0,125
2 + - 1,5 0,125
3 - + 0,5 0,375
4 + + 1,5 0,375
5 0 0 1,0 0,25
6 0 0 1,0 0,25
7 0 0 1,0 0,25
8 -14 0 0,3 0,25
9 +1,4 0 1,7 0,25
10 0 - 1,0 0,075
11 0 +1,4 1,0 0,425

Fonte: Proprio autor

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do Software Statistica 7.1, da StatSoft, explorando quais
variaveis interferem em determinadas respostas, utilizando conceitos de estatistica descritiva, andlise multivariada e
metodologia de superficie de resposta. Apos concluir todas as analises expostas, a faixa 6tima de cada variavel foi

identificado.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

Avaliacao de crescimento das microalgas Chlorella sp. e Scenedesmus sp.

Os processos metabolicos influenciam diretamente no crescimento das microalgas, considerando a
possivel ocorréncia de alteragdes nas propriedades quimicas e caracteristicas morfoldgicas desses
organismos. Sendo assim ¢ essencial avaliar o crescimento das espécies acompanhando seu
desenvolvimento através de analises de densidade Optica em espectroscopia eletronica. (Ramirez, 2013).

Por apresentar um rapido ciclo de vida, as microalgas saem na frente de outras matérias primas.
Tendo a frente essa vantagem se faz necessario testar métodos que viabilizem as analises de crescimento
microalgal, para um maior conhecimento da velocidade de sua reprodugdo frente as varidveis impostas ao
cultivo (Pereira Filho et al., 2010).

O crescimento celular de todos os ensaios foram monitorados a cada sete dias por absorbancia a 570
nm, analisando a densidade 6ptica. Nesse sentido foi possivel verificar na Figura 8, o perfil de crescimento

das algas (Absorbancia)

Figura 8 — Analise de Crescimento celular.

Curva de Inoculo Curva de Inoculo
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2 0,000 £ 0,000 |
£ 0 10 20 30 40 g 0 10 20 30 40
é Tempo (Dias) é Tempo (Dias)

Fonte: Proprio autor

Pode-se observar que a densidade celular das microalgas apresentaram uma fase de crescimento
gradativo em todos os experimentais, porém podemos notar que o percentual de desenvolvimento ¢ ainda

maior entre 15 e 20 dias de cultivo, observando os ensaios 5 e 6, que foram submetidos as mesmas condigdes
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de cultivo, podemos notar esse percentual de desenvolvimento, lembrando que todos os ensaios foram
condicionados ao cultivo de 30 dias, e em média todos apresentaram esse resultado. Nesse contexto através
da analise de crescimento celular podemos observar que 20 dias sera o tempo mais indicado para dar
continuidade ao experimento, pois apoOs esse periodo poderia iniciar um decréscimo celular, devido o alto
consumo de nutrientes pelas algas.

RAMIREZ (2013) em seu estudo verificou que em um periodo de 16 dias, condicionou uma producao de
biomassa de 1,94 g/L, em que observou-se que a microalga Scenedesmus sp. apds a fase de crescimento linear (dias
10-25) pode ocorrer um decaimento na densidade celular.

Borges tambem, em 2014 ao finalizar seu 22° dia de cultivo, apresenta 0,244 g/L. de biomassa microalgal,
apontando em seus estudos a importancia de maximizar a fase estacionaria da cultura entre (dias 10-16) e (dias 22-
30) para obter melhor acimulo lipidico das células da alga Scenedesmus,sp. impedindo que a mesma apds consumir

os nutrientes do meio de cultivo, passe a utilizar suas reservas energéticas para prosseguir seu periodo de crescimento.

Avaliacao do teor lipidico das variaveis selecionadas

A biomassa produzida pelos meios de cultivo, foi submetida a centrifugacdo e secagem para
extragdo de 6leo conforme metodologia descrita por Folch, Less e Sloane Stanley (1957). Posteriormente a
massa dos frascos contendo 6leo produzido foi aferida para que o célculo gravimétrico, obtendo ao final do
processo metodologico a medida do teor lipidico total em porcentagem.

A metodologia de cultivo estudada, teve como intuito avaliar se as variaveis selecionadas possuem
influéncia na formagao lipidica das microalgas. Recordando que as trés variaveis escolhidas foram: espécies
de microalgas, concentracdo de nitrato, e concentragdo de ferro, empregando dois niveis para cada variavel.

A Tabela 10 apresenta a matriz do planejamento e as interagdes entre as variaveis, para verificar a

influéncia da variavel sobre a resposta que esta sendo medida, o teor de lipideos.
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Tabela 10 - Porcentagem de teor lipidico de acordo com o planejamento fatorial 23

Variavei
Ensai
o E N F ExN ExF NxF ExNxF % T.L
1 - - - + + + - 7,04
2 + = = = + + 15,04
3 - + - - + - + 9,34
4 + + = + = - - 13,41
5 - - + + - - + 9,50
6 + - + - + - - 5,08
7 - + + - - + - 4,82
8 + o+ + + + + + 20,19

Fonte: Proprio autor.

Para a variavel ferro quando analisamos os ensaios 1 e 5, onde ambos foram condicionados a mesma
especie de microalga com a mesma concentragdo de nitrato, alterando apenas a concentragdo de ferro, pode-
se observar que o ensaio 5 obteve maior porcentagem em teor lipidico,onde 0 mesmo possue maior
quantiade de ferro.

O mesmo resultado foi apresentado quando observamos ainda os ensaios 4 € 8, onde ambos foram
submetidos a mesma especie de microalga, sendo ela chlorella sp. com 30 % de nitrato, alternando somente
a concentracao de ferro, obetndo assim a maior porcentagem em teor lipidico no ensaio 8, onde o mesmo foi
subemetido a maior concentracao de ferro

Através dos resultados de teor de lipidicos, calculou-se os efeitos das varidveis em cada ensaio. Os
efeitos foram calculados através de média aritmética da porcentagem de lipidios para cada variavel e em
cada nivel, aplicando o resultado na equacao 6.1 abaixo:

O calculo adotado para efeito é:

Calculo de efeito obtido conforme Equacio 6.1:
Ef- By - T

O teor de lipideos obtido para o experimento realizado em um nivel (+) de uma dada varidvel,
enquanto % TL (-) € o teor de lipideos obtido para o experimento realizado em um nivel (-) de uma dada
varidvel, a equacdo foi aplicada para cada varidvel estudada. A Tabela 11 traz os seguintes valores de

efeito:
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Tabela 11- Efeitos das variaveis estudadas e suas interagoes

Variaveis Efeitos

1 Espécies de microalga + 6,03
2 Nitrato +2,51
3 Ferro -1,22

12 Espécies x Nitrato +3,69
13 Espécie x Ferro -0,19

23 Nitrato x Ferro +2,35
123 Espécie x Nitrato x Ferro +5,84

Fonte: Proprio autor

De acordo com os valores de efeito, as espécies de microalgas apresentaram maior importancia para
o cultivo. O valor de efeito +2,51 indica que quando se aumenta a concentracdo de nitrato de 30% para
150% o teor de lipideo aumenta 2,51 g/L, Sendo assim quanto maior teor lipidico maior interesse para
producdo de biodiesel. De acordo com o efeito os valores de efeitos negativos, apresentaram menor
sigificancia no teor lipidico.

Como os experimentos ndo foram realizados em replicadas, o erro dos efeitos ndo pode ser estimado
a partir de variancias individuais dos experimentos. Mas existe outra forma de estimar o erro dos efeitos
sendo realizada pela analise do grafico normal dos efeitos, no qual os efeitos mais dispersos de um valor
padronizado (Z) igual a zero sdo estatisticamente significativos.

Para construir o grafico normal de efeitos foi realizado o célculo das intera¢des entre os fatores,
resultando no total de sete efeitos: trés efeitos principais, trés interagdes de dois fatores e uma interagdo de
trés fatores. Para o célculo dos efeitos de interacdo de varidveis multiplicamos os sinais dos niveis de
elemento a elemento. Primeiro, as interagdes das varidveis sdo determinadas pela multiplicagdo dos niveis
de duas a duas, depois de trés a trés variaveis (Neto; Scarminio; Bruns, 2010).

A significancia dos efeitos pode ser melhor observada através do grafico normal dos efeitos, Figura
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Figura 8 - Grdfico normal de efeitos para o cultivo das algas. Sendo que 1 corresponde ao meio de cultivo, 2 ao tempo de
cultivo e 3 a porcentagem de indculo.
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Os valores de efeitos mais dispersos de zero sdo estatisticamente significativos, e aqueles que se
aproximam deste valor possuem menor influéncia na resposta, ou seja as varidveis 3,13, 23 e 2, teve pouco
influéncia no teor de lipideos, e os efeitos mais significativos para a resposta sdo os efeitos 12, 123 e 1. Mas
como valores compostos tem menor influéncia que uma variadvel pura, podemos dizer que o efeito 1

(Espécie de microalga) € o que teve maior influéncia sobre os resultados encontrados (% TL).

Analisando os graficos anteriores, podemos entdo observar que dentro da variavel espécie, a que
obteve maior porcentagem em produgdo de lipidios foi a espécie Chlorella sp. mostrando assim que a
espécie Chlorella sp., foi a que obteve mais adaptacdo ao meio inserida, e consequentemente maior

producdo em teor lipidico.

6.3 Biomassa seca e teor lipidico produzido

A Tabela 12 nos mostra os resultados obtidos através de um conjunto de varidveis onde analisou-se

o crescimento das microalgas utilizando duas espécies distintas de microalgas ( Chlorella sp. e Scnedesmus
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sp.), duas concentragdes de nitrato (30% e 150%), e duas concentracdes de Ferro ( 150% e 200%) analisados

em ensaios distintos, aleatorios de acordo com plano fatorial.

Tabelal? - Biomassa seca e quantidade de dleo produzido por reator e teor Lipidico.

Biomassa (g/L) Oleo (g) Teor Lipidico (%)

Ensaio 1 0,9714 0,0684 7,04
Ensaio 2 0,53772 0,0828 15,4
Ensaio 3 0,8918 0,0833 9,34
Ensaio 4 0,9802 0,1315 13,41
Ensaio 5 1,4233 0,1353 9,50
Ensaio 6 1,8427 0,1076 5,8

Ensaio 7 0,7061 0,0341 4,82
Ensaio 8 2,3628 0,4771 20,19

Fonte: Proprio autor

O cultivo de microalgas em diferentes condi¢des de cultivo usualmente apresenta respostas variadas
devida as distintas composi¢des, principalmente quando se trata de concentragdes de nitrato e ferro (
RUANGSOMBOON, 2012).

Em média os melhores resultados, em termos de produgdo de dleo, foi observado na varidvel espécie
de microalga Chlorella sp, além disso o teor de lipidios méximo foi verificado no ensaio 8, quando se
cultivou Chlorella sp. em meio sintético Chu com deplegao de 30% de nitrato.

Singh et al, 2014, explica em sua literatura que o nitrato ¢ um nutriente importante para o
crescimento das microalgas, e na sua deficiéncia o ciclo ¢ interrompido, e ¢ durante essa condi¢do de
estresse biologico que as células de microalgas direcionam seu metabolismo para a sintese de lipidios, o
que poderia explicar os maiores valores encontrados na varidvel nitrato quando submetida a uma
diminui¢ao de 30% .

Silva 2016 em seu estudo também observou que na condi¢ao de deplecdo de nitrato ocorreu um

menor crescimento celular, porém uma maior concentracao de lipidios de interesse para biodiesel, e com
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maior concentragdo de ferro o crescimento celular foi aumentado e apresentou-se como a segunda melhor
condicdo para a produgdo de dcido oléico, e dcido palmitico.

Por outro lado, quando analisado a varidvel espécie de microalgas Scenedesmus sp, pode-se
observar que os resultados dos ensaios com deplecao de nitrato, obtiveram o mais baixo percentual de teor
lipidico, em contra partida o melhor resultado observado para a variavel da espécie Scenedesmus sp, foi
nos ensaios onde ouve aumento de nitrato, como mostrado nos ensaios 1 e 8. Com isso foi possivel
concluir que a espécie Scenedesmus sp nao se adaptou a condi¢ao de deplecdo desse nutriente.

Assim como, CHAICHALERM ET al, (2012) também cultivou Scenedesmus sp. com aumento de
nitrato de 1,5gL. em seu meio BG11N, e observou um aumento de acumulo lipidico de 2,6 vezes maior do

que nos outros meios testados.

Otimizacao das condicoes de cultivo

A partir dos resultados obtidos, sera dada a continuidade da pesquisa de otimizagdo do meio de cultivo, com
a utilizagdo apenas da espécie de microalga Chlorella sp. com deplecdo de nitrato para 30% de acordo com os valores
definidos pelo meio sintético Chu,com tempo de cultivo de 20 dias, gerando assim maior produgdo de teor lipidico
extraido das microalgas.

Para a proxima etapa, sera avaliado as seguintes variaveis: concentragdo de zinco no meio Chu (%) e
concentragdes diferentes de biotina, conforme disposto na Tabela 13,foram realizados experimentos fundamentados

em um planejamento estatistico do tipo planejamento composto central (PCCR).

Tabela 13— Biomassa seca, quantidade de oleo produzido e teor lipidico das microalgas Chlorella sp. em processo de
otimizag¢do de cultivo.

Biomassa (g/L) Oleo (g) Teor Lipidico (%)
Ensaio 1 0,9710 0,0781 8,04%
Ensaio 2 0,4211 0,0226 6,14%
Ensaio 3 0,3581 0,1527 42,64%
Ensaio 4 0,9987 0,1346 13,47%
Ensaio 5 2,4621 0.4617 18,75%
Ensaio 6 1,0602 0,0956 14,93%
Ensaio 7 0,8131 0,1121 13,78%
Ensaio 8 0,8215 0,3214 39,12%
Ensaio 9 0,0831 0,0031 3,73%
Ensaio 10 1,8318 0,1125 5,36%
Ensaio 11 1,2652 0,6521 51,54%

* quantidade produzida por reator com capacidade de 1 litro.
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A partir do modelo estatistico, foi obtido como respostas o teor de lipideos, expresso em %, a quantidade de
oleo produzidos, em gramas e biomassa seca (g/L). Todos os ensaios experimentais foram realizados em duplicatas,

com tempo de 20 dias, e os resultados apresentados sdo a média dos valores obtidos.

Modelo estatistico:

15,82 10,14, + 13,402, + 0,962 + 4,47x ~ 6,823,

y Eq. 1

+1,50  +0,92+0,92 £1,09 1,09 +1,30

Em que: x; é o valor codificado para zinco e x» € o valor codificado para biotina

O ajuste do modelo foi avaliado pela Analise de Variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 14.

Tabela 14. Andlise de variancia para o modelo estatistico ajustado ao teor de lipideos obtido na

produgdo da alga Chlorella sp.

SOMA

FONTE DE VARIACAO %%ZDRA_ N° G.L. QU%%&I% ca TESTEF
REGRESSAO 2.559,76 5 511,95
RESIDUOS 235,37 5 47,07
FALTA DE AJUSTE 221,83 3 73,94 10,92
ERRO PURO 13,54 2 6,77
TOTAL 2795,13 10
% de variagdo explicavel (R?») 99,52

% de variagdo explicada (R? ajustado) 91,58

De acordo com a ANOVA 99,52 % da variagao ocorrida no experimento ¢ explicavel pelo modelo
estatistico da Equagdo 1. Isso significa que o modelo esta bem ajustado ao processo de obtencdo do teor
lipidico da microalga Chlorella sp. Além disso, o modelo ndo apresentou falta de ajuste pelo teste F, uma
vez que a razdo entre a MQgpj/MQe, foi de 10,92, enquanto que o valor de Feitico foi de 19,16, ou seja, a
MQ£i/MQep< F32,95% no nivel de 95 % de confianga. O modelo estatistico obtido para a producao lipidica

da microalga Chlorella sp. gerou a superficie de respostas apresentada na Figura 9.
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Figura 9. Superficie de respostas para o teor lipidico produzido por algas Chlorella sp. obtida seguindo o
planejamento composto central. x; ¢ o valor codificado para zinco e x:é o valor codificado para biotina

Teor lipidico (%)

De acordo com a superficie de respostas da Figura 9 o maior teor lipidico para as algas Chlorella
sp. € obtido quando o valor de x1 € proximo de -1,4 e de x2 proximo a +1,4. Isto implica que os valores
experimentais para estes dois fatores correspondem, respectivamente, a baixa concentragdo de zinco e alta
concentragdo de biotina.

Conforme os ensaios 3 ¢ 4 em que o ensaio 3 foi submetido a menor concentragdo de zinco, ¢
obteve maior producdo em teor lipidico, da mesma forma os ensaios 2,e 4, onde o ensaio 4 foi submetido
a maior quantidade de biotina e produziu maior porcentagem em producao de lipidios

Foi verificado que a concentragdo de nutrientes apresentou um eixo sobre a resposta, pois o acimulo
de lipidios atinge um valor maximo quando a concentracdo de biotina ¢ de 170% atingindo a maior
porcentagem em teor lipidico de 51,54%. Verificou-se ainda que para valores de concentragdo de biotina
inferiores, o0 modelo prevé uma redu¢do no acimulo de lipideos, demonstrado pelos ensaios 1, 2 e 10,
quando o mesmos foram inseridos a baixas concentragdes de biotina resultando em uma reducdo no

acumulo de lipideos.
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Ao longo da fase de crescimento constante ¢ multiplicagdo celular o processo nutritivo das microalgas
reflete diretamente na constituicdo bioquimica, assim, porcentagens inferiores do meio nutricional
disponiveis, possibilitam taxas mais elevadas de teor lipidico, devido a perda da multiplicagdo celular a
qual concede o lugar ao acimulo energético em forma de lipideos (TREVISAN, 2019)

Trevisan (2019), o qual avalia a influéncia da concentra¢do dos nutrientes, nitrogénio e fésforo, em
suas condicdes experimentais, obtendo um rendimento de 12,7% a 17,9% de teor lipidico, demonstrando
assim que a porcentagem lipidica ¢ elevada, a medida que ocorre restri¢do nutricional.

Nesse contexto podemos observar que o melhor resultado para a variavel zinco foi quando o mesmo
foi submetido a baixas concentracoes, tendo como resultado em porcetagens de teor lipidico 42,64%, e
39,12%.

Levando em consideragdo que os custos com o meio nutricional de cultivo para microalgas € caro,
sendo um dos fatores limitantes para producdo e conversdo em biodiesel, Praveenkumar et al. (2012)
cultivaram chlorella sp. em meio Chu com reducdo de nutrientes , obtendo 41% de lipideos totais.

Hakalin,(2014), observou claramente que a densidade celular em biomassa, foi diretamente
influenciada pelas concentragdes de nutrientes ao comparar dois meios distintos, com 38% menos de
nutrientes com adi¢do de vitamina, verificou-se que com este foi possivel aumentar 55% de T/L.

No que refere-se a produg¢do de biodiesel por meio da utilizagdo de biomassa microalgal, ¢
indispensavel que o cultivo apresente um alto rendimento lipidico, assim Guarieiro (2019), desenvolveu
um metodologia com variacao na concentracao de nutrientes adicionando um efluente oriundo da produgao
de 6leo de palma, com duragdo de 21 dias, alcancando uma produgio 11,21% com 2,12 g L' de contetido
lipidico.

A porcentagem lipidica extraida do experimento em questdo, se mostrou satisfatoria (de 20,19% a
51,54%), quando correlacionada com a literatura, onde a microalga Chlorella sp. por exemplo apresenta de
31,2% a 54,7% de lipideos de acordo com os autores Praveenkumar, ¢ Ruangsomboon (2012). Porém ¢
necessario dar seguimento aos experimentos em busca de melhorar ainda mais as condi¢des de cultivo
empregadas, possibilitando melhores resultados nos ensaios em geral, sabendo que para o seguimento dessa
pesquisa, se faz necessario o uso de constante de aeracao, novas técnicas de extracdo mais aprimoradas, e
meios de cultivos mais adequados e atualizados de acordo com a literatura, contribuindo para um

rendimento ainda mais promissor, com reducdo de custos e homogéneo (SATI, 2019)
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7 CONCLUSOES

Através da pesquisa, foi possivel estimar as melhores condi¢des de cultivo, testando duas espécies
distintas de microalgas, Chlorella sp., e Scnedesmus sp., com diferentes concentracdes, de nitrato, ferro,
zinco e adi¢do de biotina, no meio sintético Chu.

Entre os resultados preliminares obtidos, pode-se observar que a microalga Chlorella sp. se adaptou
melhor em todas as condi¢des inseridas, obtendo melhor resultado quando cultivada com redugdo da
varidvel nitrato, gerando um rendimento de 20,19% em teor lipidico.

Quando observamos a varidvel ferro, de acordo com o valor negativo mostrado pela tabela de efeito,
nota-se que a mesma indicou que quanto maior a concentragdo de ferro no meio de cultivo menor serd a
obtencdo do teor lipidico na biomassa produzida pelas microalgas. Entendendo assim, que as espécies de
microalgas ndo se adaptaram ao aumento de ferro.

Além disso na primeira etapa do experimento pode-se notar através da leitura de crescimento celular,

que os ensaios em geral, apresentaram maior crescimento celular entre o décimo quinto dia ao vigésimo
dia, com isso concluimos que 20 dias seria o tempo mais indicado para dar seguimento a pesquisa, pois
apos esse periodo poderia iniciar um decréscimo celular , devido o alto consumo de nutrientes pelas algas.

Para ultima etapa da pesquisa, foi avaliado as seguintes variaveis: concentragdo de zinco no meio Chu (%) e

concentracdes diferentes de biotina, sendo fundamentado pelo planejamento estatistico do tipo planejamento
composto central (PCCR).

De acordo com a superficie de resposta o maior teor lipidico para as microalgas Chlorella sp. foi
obtido quando o valor de x; ¢ proximo de 30% e de x> proximo a 170%. Isto implica que os valores
experimentais para estes dois fatores correspondem, respectivamente, a baixa concentragdo de zinco e alta
concentracao de biotina.

A porcentagem lipidica extraida do experimento em questdo, se mostrou satisfatoria (de 20,19% a
51,54%), mostrando que a otimizacdo do meio de cultivo, contribuiu para o aumento de produgdo de
lipidios.

Nesse contexto podemos observar que o melhor resultado para a variavel zinco foi quando o mesmo
foi submetido a baixas concentracoes, tendo como resultado em porcetagens de teor lipidico 42,64%, e
39,12%.

Com isso, baseando-se nos resultados para a otimizacdo do meio Chu no cultivo de Chlorella sp.,
concluiu- se que a redugdo de nitrato, zinco, podem ter efeitos significativos sobre a produtividade em

lipideos; sabendo ainda
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que a reducao de nutrientes no meio de cultivo, podem trazer reducao de custos de produgdo, o que poderia
aproximar ainda mais a utilizagao dessa matéria prima para producao e comercializagao de biodiesel.

Assim como a inser¢do de biotina, apresentou estatisticamente resultados promissores, em termos
de produgio lipidica, conforme apresentados no ensaio 11.

Entretanto, entende-se necessario o aprimoramento dessa otimizagdo, afim de evidenciar e melhorar
ainda mais as condi¢des de cultivo empregadas, possibilitando melhores resultados nos ensaios em geral,
sabendo que para o seguimento dessa pesquisa, se faz necessario o uso de constante de aeragdo, novas
técnicas de extragdo mais aprimoradas, e meios de cultivos mais adequados e atualizados de acordo com a

literatura.
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