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RESUMO 

O uso de microalgas para a elaboração de biocombustível tem se destacado em muitos 

estudos devido a características como a facilidade no processo de cultivo, o conteúdo 

lipídico intracelular considerável, a possibilidade de manipulação das condições de 

cultivo e o menor intervalo de tempo para obtenção de biomassa. Neste contexto, este 

trabalho teve como objetivo o cultivo em laboratório da espécie de microalga 

Scenedesmus acuminatus (Lagerheim) Chodat para avaliar seu crescimento em solução 

nutriente com diferentes porcentagens de depleção de nitrogênio, bem como avaliar o 

efeito desse tratamento sobre a produção de lipídios dessa espécie, visando sua 

utilização para produção de biodiesel. A microalga, obtida do cepário do Laboratório de 

Taxonomia e Ecologia de Algas Continentais (LATEAC), foi cultivada durante 20 dias 

em solução nutriente ASM-1, com pH 7,0 e em sala de cultivo com fotoperíodo de 12 

horas, intensidade luminosa aproximada de ± 47,25 µmol de fótons m-2.s-1 (3500 lux) e 

temperatura em torno de 25º C (± 1), sendo submetida à aeração constante por meio de 

compressores de ar (com capacidade de 3,5 L de ar por minuto), sendo a cultura 

unialgal e não-axênica. As porcentagens testadas foram as de 25% (tratamento ‘A’), 50 

% (tratamento ‘B’) e 75% (tratamento ‘C’) de depleção do nitrogênio - do nutriente 

nitrato de sódio -  referente ao valor total (controle) que é utilizado na preparação 

convencional do protocolo do meio ASM-1. Foram realizadas coletas para acompanhar 

o crescimento da espécie por espectrofotometria óptica, para análise da massa seca e (no 

décimo e no último dia de experimento) para análise de pigmentos (clorofila a e b e 

carotenóides). A biomassa final de cada unidade experimental foi centrifugada e 

liofilizada para avaliação de lipídios totais. Os resultados obtidos indicaram que a 

depleção de nitrogênio não provocou diferença nas taxas de crescimento e tempo de 

duplicação, porém influenciou a densidade celular, a biomassa seca e a concentração de 

pigmentos de forma significativa, apresentando maiores valores para os tratamentos em 

que o percentual de privação de nitrogênio foi menor ou não se aplicou – controle, ‘A’ e 

‘B’, estes estatisticamente semelhantes. Os tratamentos ‘B’ e ‘C’ lograram êxito 

semelhantes para o teor de lipídios totais - 15,9 % e 17,6%, respectivamente – 

demonstrando que a maior supressão de nitrogênio propiciou maior acúmulo de óleo 

nas células da microalga estudada. Conclui-se, então, que a otimização do meio ASM-1, 

visando maior acúmulo lipídico em Scenedesmus acuminatus, é alcançada através da 

depleção de nitrogênio e que essa microalga, por sua vez, é uma matéria-prima 
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potencial para a produção de biodiesel. No entanto, estudos são necessários para 

implantação em larga escala dos tratamentos, tendo como objetivo, melhor custo-

benefício e viabilidade comercial. 

 

Palavras-chave: Scenedesmus acuminatus, cultivo, biocombustível, lipídios. 
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1. INTRODUÇÃO 

“Alga” é um termo utilizado para denominar uma grande variedade de 

organismos encontrados em sistemas aquáticos (ou úmidos) que apresentam diferenças 

morfológicas, reprodutivas, fisiológicas e ecológicas, sendo, praticamente, impossível 

se ter uma definição para esse grupo do ponto de vista taxonômico, uma vez que 

também há distinção quanto à origem de seus representantes (BICUDO e MENEZES, 

2006). 

Em sua maioria as algas são organismos fotossintetizantes, isto é, autotróficos, 

tendo como principal pigmento fotossintético a clorofila “a”, e apresentam uma 

estrutura vegetativa denominada talo, cuja diferenciação é caracteristicamente pequena 

ou nula. Esse grupo abrange seres unicelulares e multicelulares, com hábitos 

planctônicos, perifíticos e bentônicos. A partir dessas características provém os termos 

microalga (algas microscópicas) e macroalgas (algas macroscópicas).  Enquanto as 

macroalgas são quase sempre bentônicas, as microalgas são preponderantemente 

planctônicas (LOURENÇO, 2006). 

 As microalgas planctônicas constituem o fitoplâncton, isto é, são os elementos 

fotoautotróficos do plâncton e que vivem suspensos na coluna d’água, podendo se 

apresentar como células isoladas, agrupadas em colônia ou encadeadas sob forma de 

filamentos. Em todos os casos, entretanto, ocorre pouca ou nenhuma diferenciação das 

funções ou especialização das células, ou seja, cada célula realiza todas as funções 

vitais (ESTEVES, 2011). 

As microalgas podem ser encontradas em ambientes aquáticos marinhos ou 

continentais (água doce e água salobra), ou subaéreos (como troncos de árvores, pelos 

de animais, rochas e desertos), tolerando ampla faixa de temperatura, radiação, turbidez, 

concentração de oxigênio e dióxido de carbono, apresentando, assim, enorme 

versatilidade na adaptação a diferentes ecossistemas. Desempenham papéis 

ecologicamente importantes, sendo produtoras primárias de energia pelas elevadas taxas 

de atividade fotossintética, contribuindo para fixação do dióxido de carbono (CO2) e 

contenção dos gases de efeito estufa; algumas espécies são capazes de fixar o nitrogênio 

atmosférico; são excelentes bioindicadores da qualidade ecológica e servem de alimento 

para inúmeros consumidores (SOUTO et al., 2014). 
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O potencial biotecnológico das microalgas as tornam relevantes 

economicamente como fontes de energia para produção de biocompostos na melhoria 

da fertilidade do solo, para produção de pigmentos, lipídios e proteínas, para uso como 

biocombustível, entre outros (SOUTO et al., 2014). 

Cultivos de microalgas têm sido utilizados para o entendimento da biologia das 

espécies, particularmente no que diz respeito à variabilidade morfológica, à plasticidade 

fenotípica, à taxonomia, aos processos ecológicos, ontogenéticos, fisiológicos, 

bioquímicos, comportamentais e ao ciclo de vida. Outro aspecto importante, é o uso 

cada vez mais constante do cultivo de microalgas em testes de toxicidade, o que permite 

a avaliação do impacto ambiental causado por efluentes e substâncias químicas que são 

despejadas nos ecossistemas aquáticos (LOURENÇO, 2006). 

Devido à imensa variabilidade na composição bioquímica das microalgas, em 

conjunto com técnicas de melhoramento genético e de cultivo em grande escala, tornou-

se possível, também, o emprego comercial de algumas espécies visando a produção de 

biomassa para fabricação de alimentos e compostos naturais (como, por exemplo, 

carboidratos, vitaminas, antioxidantes, dentre outros (DERNER et al., 2006), bem como 

para aquisição de substâncias de interesse industrial (LOURENÇO, 2006). Segundo Lee 

(2011), a maior parte das espécies de microalgas que são de conveniência econômica 

para produção de pigmentos, proteínas, lipídeos e bioenergia (biodiesel e biogás), 

compreendem, especialmente, os grupos das cianófitas (cianobactérias) e das clorófitas 

(algas verdes). 

Por apresentarem ampla distribuição e facilidade de serem encontradas em 

vários ambientes aquáticos continentais e marinhos, além de habitats especiais como 

neve, troncos de árvores, folhas de plantas terrestres, salinas, cinzas vulcânicas, entre 

outros, microalgas representantes da Divisão Chlorophyta, que contém cerca de 17.000 

espécies, vêm sendo cultivadas para os mais variados fins (LOURENÇO, 2006).  

Apesar dessa grande variedade de habitats, cerca de 90% do total de espécies 

desta Divisão (sobretudo as formas microscópicas), ocorrem em ambientes dulcícolas 

(LOURENÇO, 2006). São conhecidas como algas verdes e reúnem um extenso 

conjunto de organismos cosmopolitas com grande diversidade morfológica, possuindo 

seres com formas unicelulares e coloniais que podem ser flagelados ou imóveis. Exibem 

como pigmentos principais a clorofila a e b e, como pigmentos acessórios, os 
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carotenóides (RICHMOND, 2004; LOURENÇO, 2006; RAVEN; EVERT; 

EICHHORN, 2007; SOUTO et al., 2014). 

A classe Chlorophyceae é o grupo mais diversificado quanto à riqueza de táxons 

em águas continentais brasileiras e vários trabalhos relatam o elevado número de táxons 

dessa classe em relação às demais, especialmente em ambientes tropicais mesotróficos e 

eutróficos (TUCCI, et al, 2006; RODRIGUES; SANT’ANNA; TUCCI, 2010; 

ESTEVES, 2011). 

Dentre os mais diversos gêneros dessa classe, o gênero Scenedesmus destaca-se 

nas atividades de cultivo pois apresenta rápido crescimento e alta tolerância às 

condições as quais são submetidas as culturas (LOURENÇO, 2006). São organismos de 

ampla distribuição geográfica extremamente comuns em qualquer coleta de água (seja 

oligo, meso ou eutrófica), possuindo vasto número de exemplares, fato que demonstra a 

grande variabilidade morfológica do gênero (BICUDO e MENEZES, 2006). 

Scenedesmus está incluído na Ordem Sphaeropleales, Família Scenedesmaceae 

que englobam indivíduos unicelulares que constituem cenóbios em um ou mais planos, 

com 2, 4, 8, 16 ou mais células, tendo como substância de reserva o amido armazenado 

em um único pirenoide central de cada célula. É considerada a maior família de algas 

verdes cocóides que habitam os ambientes aquáticos continentais (GODINHO, 2009; 

KRIENITZ e BOCK, 2012). 

Ao longo dos últimos 15 anos, muitos estudos foram realizados na família 

Scenedesmaceae visando investigar as suas relações filogenéticas (RAMOS; BICUDO; 

MOURA, 2015). Foi detalhada uma gama de 1.300 táxons específicos e infra-

específicos para Scenedesmus, tendo em vista sua grande plasticidade fenotípica 

(HEGEWALD e SILVA, 1988; HEGEWALD e WOLF, 2003), porém a taxonomia 

desse gênero ainda permanece incerta (HENTSCHIKE e TORGAN, 2010).  

O gênero Scenedesmus, em particular, tem sido cultivado com cunho econômico 

por apresentar alto valor nutritivo - referente à elevada produção de proteína e de ácidos 

graxos (BECKER, 1994; GOUVEIA e OLIVEIRA, 2009) - estando, sobretudo, 

empregado em alimentos para nutrição de peixes, moluscos, crustáceos e outros animais 

(DERNER et al., 2006) e, similarmente, como suplemento na alimentação humana 

(RICHMOND, 2000 apud LOURENÇO, 2006).  Outra aplicação mais atual e de grande 
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interesse econômico e ambiental para esse gênero é a sua utilização como matéria-

prima para a produção de biodiesel (TEIXEIRA, 2007). Xin et al., (2011) selecionaram 

em seu estudo Scenedesmus sp. para produção de óleo e reportaram sua elevada 

atividade metabólica (10 a 25 % de óleo), resistência às bruscas variações ambientais e 

às elevadas concentrações de nutrientes de águas residuais.  

Os crescentes problemas ambientais gerados pela emissão de gases poluentes 

(causadores do efeito estufa, como o dióxido de carbono), provenientes do uso de 

combustíveis fósseis derivados do petróleo, assim como a possibilidade futura de 

escassez dessa fonte energética, trouxeram a necessidade de investimentos em pesquisas 

no âmbito do uso de energias limpas (menos poluentes) e ditas renováveis, isto é, cuja 

possibilidade de esgotamento não ocorra (CHEN e XU, 2014; JUNIOR et al., 2016).  

Nas últimas décadas, muito tem se discutido no meio científico e acadêmico 

sobre fontes de energia renováveis e sustentabilidade dos recursos naturais, 

considerando a capacidade de suporte dos ecossistemas e a exploração econômica sem 

riscos aos elementos do meio ambiente (MIKHAILOVA, 2004). Neste contexto, o 

biodiesel tem sido objeto de grande interesse no que diz respeito aos biocombustíveis, 

sendo um possível substituto do diesel comum, por ser produzido a partir de biomassas 

renováveis, como plantas oleaginosas, além de ser biodegradável e não tóxico 

(DERNER et al., 2006; KHAN et al., 2009). 

Biocombustível, por definição, é qualquer combustível que seja derivado de 

materiais biológicos, o que inclui matéria orgânica morta e não fossilizada, e também 

provindo de produtos do metabolismo de organismos vivos, como, por exemplo, óleo 

vegetal (DEMIRBAS, 2009). 

O biodiesel, normalmente, é produzido a partir de matérias-primas como óleos 

vegetais (como soja, girassol, palma, canola e outros), gordura animal e óleos residuais 

(provenientes de fritura) (DERNER et al., 2006). No entanto, essas fontes, denominadas 

de biocombustíveis de primeira geração, não suprem a demanda global de combustíveis 

para transporte e, ainda, competem com culturas alimentícias. Hipoteticamente, para 

atender 100 % da demanda citada, seriam necessárias grandes extensões de áreas 

cultiváveis para geração da matéria-prima, o que poderia causar um impacto no 

fornecimento alimentar mundial. (IEA, 2006; MOORE, 2008). Outra questão 

importante no que tange a sustentabilidade na produção dos biocombustíveis é a 
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questão do desmatamento, acima de tudo em países com florestas tropicais que estão 

sendo derrubadas para dar lugar às plantações energéticas (AZEREDO, 2012). 

Face à essa problemática, as microalgas têm sido utilizadas, de forma 

emergente, como fonte alternativa para produção do biodiesel, conforme aponta estudos 

recentes. Este fato se justifica em razão de características como: facilidade no cultivo, 

quantidade considerável de lipídio intracelular em determinadas espécies, viabilidade de 

manipulação gênica de vias metabólicas, duplicação da biomassa em um curto intervalo 

de tempo e possibilidade de controle das condições de cultivo, que podem atribuir 

aplicação econômica às culturas (MAA e HANNA, 1999; KNOTHE et al., 2006; 

CHISTI, 2007; JOHNSON e WEN, 2009). Outrossim, o uso de microalgas como fonte 

de bioenergia apresenta as vantagens de não competir com culturas alimentícias, por 

serem procedentes de fonte não alimentar, e por se desenvolverem em meio aquoso, 

necessitando de menos água que as plantações, tendo possibilidade de emprego de água 

salobra ou residual, não requerendo, assim, grandes extensões de terras aráveis 

(CHISTI, 2007; SCHENK et al., 2008; DISMUKES et al., 2008; HU et al., 2008). A 

produção de biodiesel a partir de algas é objeto de pesquisa em vários laboratórios e 

empresas no mundo, tais como Chevron, Exxon, NASA, USdoe, Honeywell, Boeing, 

Oilfox (SILVA; BACHOLSKY; JERÔNIMO, 2015).  

As algas, de maneira geral, produzem vários tipos de lipídios que correspondem 

a biomoléculas celulares empregadas como fonte de energia, metabólitos ou produtos 

de armazenamento. Essa composição de lipídios é responsável pelo grande interesse na 

utilização desses seres vivos para fabricação do biodiesel. Na literatura a classificação 

dos lipídios é heterogênea e há descrições tanto para o teor de lipídios totais quanto para 

o teor de compostos viáveis para produção de biodiesel (neste caso, triacilglicerídeos e 

ácidos graxos livres) que estão presentes nas microalgas (BECKER, 2004; BRANCO et 

al., 2014).  

Geralmente, as descrições bibliográficas são relacionadas ao teor de lipídios 

totais das algas microscópicas, sendo que este varia de uma espécie para outra de forma 

considerável, com percentagens entre 5 a 77% em termos de biomassa seca (CHISTI, 

2007). Esse mesmo teor, entretanto, pode ser aumentado com a otimização de fatores 

relacionados ao crescimento da microalga, tais como controle do nível de nitrogênio, 



18 
 

luminosidade, temperatura, salinidade, concentração de CO2 e procedimento de coleta 

(BRENNAN e OWENDE, 2010).  

A composição química em ácidos graxos do óleo a ser utilizado também é uma 

característica importante para obtenção do biodiesel (BRANCO et al., 2014). Sabe-se 

que a maior parte dos lipídios presentes nas microalgas contém ácidos graxos com 

cadeias carbônicas de 12 a 22 moléculas, que podem ser saturadas ou insaturadas, 

provenientes de lipídios que são tipicamente compostos de glicerol, açúcares ou bases 

esterificadas (MEDINA et al., 1998; BECKER, 2004; HALIM et al.; 2012). 

A capacidade de sobrevivência e reprodução das microalgas perante uma série 

de condições ambientais é refletida, em grande parte, na vasta diversidade de lipídios 

celulares, tal como na habilidade de modificação do metabolismo lipídico em resposta a 

essas variações ambientais (WADA e MURATA, 1998; GUSCHINA e HARWOOD, 

2006). Estudos evidenciam que em condições de estresse, algumas algas aumentam seu 

teor de lipídios, o que representa uma forma de otimização quando se trata de utilizá-las 

como matéria-prima para fabricação de biodiesel (TORNABENE et al., 1983; 

THOMAS et al., 1984; HU et al., 2008). Conforme descrito por Lourenço (2006), no 

cultivo de microalgas o estresse visando obter respostas fisiológicas das culturas é 

possível pela manipulação de condições como iluminação, aeração, pH, ou 

concentração de nutrientes do meio de cultura. 

A produção de lipídios e as proporções de ácidos graxos nas microalgas 

parecem ser influenciadas principalmente pela constituição do meio de cultura. 

Reiteradamente, o acúmulo de ácidos graxos é relatado como consequência aos efeitos 

da limitação de nutrientes e do tempo de cultivo (JI et al., 2014; CHELLAMBOLI et 

al., 2014; MATA et al., 2010). 

Os diferentes nutrientes para o cultivo de microalgas são necessários em 

concentrações altamente variáveis e, dependendo da quantidade exigida para o 

metabolismo, podem ser classificados como macronutrientes – exigidos em maior 

quantidade – e micronutrientes – exigidos em menor quantidade. Os macronutrientes 

desempenham funções diversas nas algas e constituem as biomoléculas da membrana e 

do meio intracelular, participando, ainda de processos energéticos e regulação 

metabólica. A ausência ou insuficiência pode comprometer processos vitais para esses 

microrganismos (LOURENÇO, 2006).  
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O nitrogênio representa um dos macronutrientes fundamentais para as 

microalgas por ser componente estrutural de proteínas, ácidos nucléicos e pigmentos 

fotossintetizantes (clorofilas e ficobilinas). Pode ser assimilado de várias fontes como 

nitratos (NO3
-), Nitritos (NO2

-), uréia, amônia e aminoácidos, sendo que apenas a forma 

dissolvida é diretamente disponível para o crescimento das microalgas, tendo influência 

direta na reprodução das células, fato que está relacionado intimamente à remoção de 

nutrientes e acumulação lipídica (LOURENÇO, 2006; XIN et al., 2011). 

A limitação de nitrogênio é uma estratégia amplamente empregada para 

pesquisas que almejam o acúmulo de lipídios e ácidos graxos em microalgas. Alguns 

trabalhos científicos revelaram que o acúmulo desses compostos bioquímicos está 

associado à concentração de nitrogênio no meio de cultivo, como de Rossi (2013), de 

Branco et al. (2014) e de Hakalin (2014). Foi observado que em baixas concentrações 

de nitrogênio, as algas verdes apresentam maiores concentrações de lipídios totais (44-

66% do peso seco) (PIORRECK et al., 1984). Essas concentrações diminuem quando a 

concentração de nitrogênio aumenta. Em condições de depleção, a concentração de 

nitrogênio restante é direcionada para síntese de enzimas e estruturas essenciais, 

enquanto o CO2 fixado subsequentemente tem suas moléculas convertidas em 

carboidratos ou lipídios (SOLOVCHENKO, 2012).   

Quando existe suprimento de nitrogênio de forma abundante nos cultivos, 

verifica-se tendência de aumento no teor de proteínas e de clorofila nas células algais. 

De maneira contrária, se a quantidade de nitrogênio disponível é baixa, percebe-se 

diminuição marcante da taxa de divisão celular, além da redução de proteínas e de 

clorofila, podendo ocorrer aumento da concentração de produtos de reserva 

(carboidratos) e maior produção de carotenóides (gerando mudança de cor em culturas 

velhas, que tendem a ter aspecto amarelado) (LOURENÇO, 2006). 

Como representa uma tecnologia recente, a produção de biodiesel a partir de 

lipídios extraídos de microalgas requer estudos para otimizar os processos de cultivo, 

buscando promover maior produção de lipídios e para estabelecimento da produção em 

larga escala com melhor custo-benefício e praticabilidade comercial (WRIGHT, 2006; 

HU et al., 2008; BRENNAM e OWENDE, 2010; CAROLINO, 2011). Assim, 

pesquisas que avaliam o efeito de diferentes concentrações de nitrogênio sobre o 

acúmulo de lipídios e sobre a produção de biomassa em espécies de microalgas 
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potenciais para fabricação de biodiesel, representam uma forma de auxiliar nesse 

processo (SUALI e SARBATLY, 2012).   

Ante tudo o que foi exposto, a presente pesquisa visa contribuir para o 

conhecimento dos aspectos fisiológicos da espécie Scenedesmus acuminatus, 

encontrada nos diversos ambientes lacustres do estado do Espírito Santo, no que 

corresponde ao cultivo desse microrganismo para avaliação do seu crescimento em 

meio de cultivo com diferentes porcentagens de depleção de nitrogênio, visando, assim, 

subsidiar sua utilização como uma fonte alternativa de matéria-prima para produção de 

biodiesel.  

 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

 Avaliar os efeitos de diferentes concentrações de nitrogênio sobre a biomassa e 

produção lipídica da microalga Scenedesmus acuminatus para fins de produção de 

biodiesel. 

2.2 Objetivos Específicos 

I. Cultivar a espécie de microalga selecionada em meio de cultivo aquoso 

sob diferentes porcentagens de depleção de nitrogênio; 

II. Avaliar a densidade celular de S. acuminatus em resposta a depleção de 

nitrogênio; 

III. Estimar a potencialidade de uso da biomassa de S. acuminatus na 

produção de biocombustível; 

IV. Contribuir para os estudos que visam o cultivo de microalgas em 

condições de estresse por manipulação da concentração de nitrogênio, 

almejando a elevação do teor lipídico. 
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3. METODOLOGIA 

3.1 Microalga 

 A espécie de microalga selecionada para o presente estudo, Scenedesmus 

acuminatus (L027A), foi obtida do banco de cultivo de microalgas do Laboratório de 

Taxonomia e Ecologia de Algas Continentais – LATEAC, do setor Botânica da 

Universidade Federal do Espírito Santo – UFES (Figura 01). 

 

Figura 01: Indivíduos representantes da espécie Scenedesmus acuminatus (cepa L027A – aumento de 

400 x, tamanho 20µm). 

Fonte: Arquivo próprio (2017). 

 

Os critérios usados para a seleção da cepa estudada foram trabalhos prévios 

desenvolvidos no laboratório (LATEAC) que confirmam o potencial dessa espécie, 

assim como, dados baseados em literatura que trata sobre o cultivo de microalgas para 

obtenção de lipídios, tendo como foco a produção de biodiesel.  Assim, trabalhos como 

de Teixeira (2006), de Xin et al. (2011), de Rossi (2013), de Branco et al. (2014) e de 

Hakalin (2014), que abordaram o assunto supracitado, subsidiaram essa decisão. Não 

obstante, vários outros estudos científicos utilizaram o gênero Scenedesmus em cultivos 

para os mais variados fins, como, por exemplo, em testes de crescimento em meios de 

cultura residuais alternativos – efluentes – e em análise de produtividade em diferentes 

meios de cultura químicos (BAUMGARTNER et al., 2013; OLIVEIRA, 2013). O fato 

do gênero apresentar rápido crescimento, resistência a diversas condições de cultivo e 

facilidade de ser encontrado em qualquer ambiente dulcícola (BICUDO e MENEZES, 

2006; LOURENÇO, 2006), também nortearam sua escolha. 

Scenedesmus foi descrito por Meyen (1829) para algas cocóides, autospóricas, 

com cenóbios planos ou curvos. Hegewald (1978), baseado no formato dos pólos das 
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células e na presença de ornamentações, delimitou os subgêneros Scenedesmus Meyen, 

Acutodesmus HEGEWALD e Desmodesmus Chodat. Anet al. (1999), a partir de 

estudos moleculares e morfológicos, elevaram Scenedesmus e Desmodesmus à categoria 

de gênero. Hegewald (2000) propôs novas combinações para o gênero Desmodesmus. 

Tsarenko & Petlevanny (2001), com base na biologia molecular, elevou Acutodesmus  

Hegewald à categoria de gênero, Acutodesmus (Hegewald) Tsarenko. Desmodesmus 

mostrou-se monofilético e se distingue de Scenedesmus por possuir uma quarta camada 

de esporolenina na parede celular, o que possibilita a formação de espinhos e demais 

ornamentações. Acutodesmus, por sua vez, diferencia-se de Scenedesmus por ter células 

com pólos agudos, porém ainda não é estabelecido como gênero independente devido 

ao fato de ser parafilético (HENTSCHIKE e TORGAN, 2010; RAMOS; BICUDO; 

MOURA, 2015).  

3.2 Preparação do Inóculo 

 Após a seleção da cepa, se fez necessário aumentar a biomassa da cultura para 

que fosse possível sua utilização no experimento. Para esse procedimento, transferiu-se, 

inicialmente, 40 ml da cultura do banco de microalgas para um erlenmeyer com 

capacidade de 500 ml, contendo 400 ml de meio de cultivo. Após duas semanas, 

constatado o crescimento da amostra, transferiu-se, novamente, os 400 ml de cultura 

obtidos para 2 erlenmeyers de 3 L, cada um com 2 L de meio ASM-1, sendo inoculados 

200 ml de cultura em cada recipiente, tendo como finalidade a utilização da biomassa 

final, que seria adquirida, como inóculo para as unidades experimentais do estudo. 

Executou-se esse procedimento, para aumento do volume de cultura, com base no que 

foi proposto por Jacinavicius et al. (2013). 

A quantificação celular, em réplica, em câmara de Fuchs-Rosenthal (Figura 02), 

foi feita até que fosse atingido um total de 400 indivíduos, segundo método proposto 

por Lourenço (2006). No caso da microalga em estudo, a contabilidade de 2 quadrados 

maiores foi suficiente para se atingir e ultrapassar o valor de células acima estipulado. 

Após, fez-se a estimativa do número de indivíduos por mililitro de cultura (densidade 

celular) com base no fator de multiplicação para a contagem de 2 quadrantes maiores da 

câmara. Então, determinou-se o volume de cultura (107 ml) a ser utilizado como 

inóculo para as unidades experimentais, tendo, como total, cerca de 150.000 células/ml 

iniciais. 
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Figura 02: Esquema da área de contagem da câmara de Fuchs-Rosenthal.a) Representação do padrão de 

contagem em zigue-zague. b) Sequência em diagonal dos quadrados maiores adotada no processo de 

quantificação celular. c) Critério de contabilidade das células presentes sobre as linhas de delimitação de 

cada quadrado maior (conta-se para, para cada quadrante, as células das margens esquerda e superior 

ilustradas pelos pontos pretos). 

Fonte: (LOURENÇO, 2006, p. 270). 

 

3.3 Meio de Cultura 

 O meio de cultura aquoso utilizado para o experimento foi o ASM-1 (GORHAM 

et al., 1964). Originalmente, esse meio nutritivo foi descrito para o cultivo de 

cianobactérias, mas seu uso também se mostrou eficaz no desenvolvimento de culturas 

das espécies de clorófitas que fazem parte do banco de cultivo do LATEAC, além de 

ser, dentre os meios de cultura comerciais, um dos mais baratos. 

 O meio ASM-1 (Tabela 01) é composto quimicamente pela mistura de 4 

soluções-estoque e seu armazenamento é feito sob refrigeração.  
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Tabela 01: Soluções-estoque e reagentes químicos que compõe o meio ASM-1. 

 
Solução-estoque A Peso (g) Volume a completar Para 1 L de ASM-1 

NaNO3 ou NH4Cl2 

MgCl2.6H2O 

MgSO4.7H2O 

CaCl2.2H2O 

Solução- estoque B 

K2HPO4 

Na2HPO4.7H2O 

Solução-estoque C 

H3BO3 

1,70 

0,41 

0,49 

0,29 

 

0,87 

1.33 

 

2,48 

 

200 mL 

 

 

 

100 mL 

 

 

 

 

 

100 mL 

 

 

 

100 mL 

 

20 mL 

 

 

 

4 mL 

 

 

 

 

 

0,2 mL 

 

 

 

0,8 mL 

MnCl2.4H2O 

FeCl3.6H2O 

ZnCl2 

CoCl2.6H2O 

CuCl.2H2O 

Solução-estoque D 

EDTA. Na2 

1,39 

1,08 

0,335 

0,019 

0.0014 

 

1,86 

 

 Para preparo das soluções-estoque do meio ASM-1, foram pesadas as 

quantidades de cada reagente conforme os valores estabelecidos no protocolo. O 

nitrogênio presente nesse meio foi proveniente do composto químico nitrato de sódio 

(NaNO3). 

3.4 Delineamento Experimental 

Para o cultivo da microalga estudada foram utilizados 12 erlenmeyers com 

capacidade total de 3 L, contendo, cada um, 2,5 L de meio de cultivo ASM-1. Antes de 

ser realizada a transferência do inóculo, essas vidrarias foram esterilizadas por calor 

úmido - durante 30 min - em uma autoclave.  

Os procedimentos de inóculo e de coletas de amostras do cultivo foram feitos em 

câmara de fluxo laminar Pachane PCR T3. 

O tipo de cultivo desenvolvido foi o denominado em batelada ou estanques, 

caracterizado pelo inóculo das microalgas ao meio de cultura, sendo que ao longo do 
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crescimento, nenhum outro componente nutritivo é adicionado à unidade experimental 

(LOURENÇO, 2006). Além disso, o cultivo foi unialgal e não-axênico.  

Após o inóculo, as unidades experimentais foram dispostas em uma prateleira da 

sala de cultivo do LATEAC (Figura 03) e o estudo com a microalga Scenedesmus 

acuminatus foi realizado durante um período de 20 dias, nas seguintes condições 

experimentais: fotoperíodo de 12h luz/escuro, com intensidade luminosa aproximada de 

47,25 µmol de fótons m-2.s-1(3500 lux), obtida por meio de lâmpadas fluorescentes 40W 

do tipo daylight; temperatura de 25ºC (±1); pH 7,0 e aeração constante por meio de 

compressores com capacidade de 3.5 L/min de ar. Para garantir maior homogeneidade 

dos cultivos, foi realizado, semanalmente, rodízio dos tratamentos, em relação às 

posições que esses ocupavam na prateleira, e agitação manual das unidades 

experimentais (ao se notar sedimentação da cultura, conforme ocorria o aumento da 

biomassa).   

 

Figura 03: Unidades experimentais dispostas em uma prateleira da sala de cultivo do LATEAC/UFES. 

Fonte: Arquivo próprio (2017). 

 

Com a finalidade de se obter diferentes quantidades de nitrogênio disponível no 

meio para o crescimento da microalga S. acuminatus, empregaram-se, neste estudo, 4 

tratamentos: tratamento controle, tratamento ‘A’, tratamento ‘B’ e tratamento ‘C’ 

(Figuras 04, 05, 06 e 07), todos em tréplica. Em razão disso, foram preparadas 4 

soluções-estoque ‘A’ distintas: para o controle essa solução foi preparada de modo 

convencional, pesando-se o valor total do reagente nitrato de sódio conforme 

estabelecido no protocolo; para o tratamento ‘A’ foi preparada com 25 % de depleção 

de nitrogênio (obtido pela subtração da quantidade de reagente que representa essa 

porcentagem da quantidade total de nitrato estipulada pelo protocolo); para os 
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tratamentos ‘B’ e ‘C’, de modo semelhante, foram preparadas soluções com 50 % e 75 

% de depleção, respectivamente. 

 

Figura 04: Unidades experimentais (tréplicas) do controle. 

Fonte: Arquivo próprio (2017). 

 

 

Figura 05: Unidades experimentais (tréplicas) do tratamento ‘A’ (25% de depleção de nitrogênio). 

Fonte: Arquivo próprio (2017). 

 

 

 

 

Figura 06: Unidades experimentais (tréplicas) do tratamento ‘B’ (50 % de depleção de nitrogênio). 

Fonte: Arquivo próprio (2017). 
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Figura 07: Unidades experimentais (tréplicas) do tratamento ‘C’ (75 % de depleção de nitrogênio). 

Fonte: Arquivo próprio (2017). 

 

A Tabela 02 mostra os valores pesados do reagente nitrato de sódio para o 

preparo dos 200 ml das soluções-estoque ‘A’ usadas em cada tratamento. 

Tabela 02: Valores referentes às quantidades de nitrato de sódio (NaNO3) pesadas para preparo de 200 

ml das soluções-estoque ‘A’ utilizadas no tratamento controle e nos tratamentos com depleção de 

nitrogênio. 

 
Solução-estoque A (Meio ASM-1) 

Tratamento Experimental 

Controle (protocolo) 

Tratamento A (25 % de depleção) 

Tratamento B (50% de depleção) 

Tratamento C (75% de depleção) 

Quantidade de NaNO3 pesada (em g) 

1,700 

1,275  

0,850 

0,425 

 

3.5 Avaliação do Crescimento 

Para avaliar o crescimento da microalga utilizou-se o método de densidade 

óptica (LOURENÇO, 2006).  

 O desenvolvimento da cultura foi acompanhado do dia 0 até o 20º dia de 

experimento. Foram coletadas alíquotas de 7 ml, a cada 2 dias, em todas as unidades 

experimentais. As amostras coletadas foram lidas em espectrofotômetro óptico Thermo 

Scientific AquaMate Plus UV-VIS no comprimento de onda de 570 nm, em réplica 

(LOURENÇO, 2006).  

 A densidade celular (número de indivíduos por ml de cultura) foi estimada pela 

elaboração de uma curva de calibração para os valores de absorbância obtidos na 

espectrofotometria óptica. Dessa forma, uma alíquota de 10 ml foi retirada do controle, 
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que, visualmente, apresentava maior densidade (devido à coloração verde mais intensa), 

sendo 1 mL fixado com lugol 5% e utilizado para contagem celular na câmera de Fuchs-

Rosenthal e determinação da densidade celular desse tratamento. Após esse 

procedimento, com o restante do volume de cultura coletado, foram feitas diluições com 

com meio ASM-1 para que fossem alcançadas densidades celulares previamente 

conhecidas com base no valor oriundo da contagem realizada (sendo elas 100.000 

cél/mL, 200.000 cél/mL, 400.000 cél/mL, 800.000 cél/mL, 1.600.000 cél/mL, 3.200.000 

cél/mL e 6.400.000 cél/mL). 

Com isso, essas diluições também tiveram sua absorbância determinada por 

espectrofotometria óptica, com leitura feita em 570 nm, em tréplica. Os dados 

resultantes foram, então, dispostos em tabelas. Com a equação de reta adquirida, 

estimou-se o número de células/ml para os valores de absorbância dos tratamentos deste 

estudo. 

A análise de massa seca (Figura 08) para quantificação da biomassa celular da 

microalga S. acuminatus, foi realizada de acordo com o seguinte procedimento: a cada 4 

dias alíquotas de 30 ml foram retiradas das 12 unidades experimentais e filtradas a 

vácuo em filtros de fibra de vidro GF 1, diâmetro de 47 mm, previamente pesados em 

balança analítica e secos em estufa a 65 ºC até que fosse atingido peso constante. Em 

seguida, fez-se a determinação da massa seca por meio da diferença entre a massa final 

e a massa inicial do filtro, divido pelo volume de cultura que fora filtrado. Os valores 

resultantes foram expressos em g/L (LOURENÇO, 2006). Abaixo segue a fórmula 

empregada no cálculo dessa análise: 

MS = (Mf – Mi) / V 

Em que,  

MS: Massa seca; 

Mf: Massa final; 

Mi: Massa inicial; 

V: Volume filtrado. 
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Figura 08: Análise de massa seca (filtros contendo biomassa retida e seca das tréplicas de cada 

tratamento empregado, sendo, da esquerda para direita, ‘controle’, ‘A’, ‘B’ ‘e ‘C’).  

Fonte: Arquivo próprio (2017). 

 

3.6 Pigmentos Fotossintetizantes 

 A determinação de clorofila “a” e “b” e carotenóides por espectrofotometria 

óptica foi realizada duas vezes durante o experimento: no décimo dia e no vigésimo dia 

(último dia). Segundo a metodologia descrita por Lourenço (2006), alíquotas de 30 ml 

foram coletadas de cada tratamento e em seguida, filtradas à vácuo em filtros de fibra de 

vidro GF 1 com diâmetro de 47 mm. Para preservação das amostras, os filtros com a 

biomassa retida foram dobrados ao meio e envoltos em papel alumínio, guardados, sob 

refrigeração, em um recipiente com tampa opaca, também envolto em papel alumínio, e 

contendo sílica gel. 

 A extração dos pigmentos se deu através da maceração dos filtros que continham 

amostra com auxílio de cadinho e pistilo, adicionando-se, como solvente a frio, acetona 

90 %. Todo procedimento foi realizado em ambiente escuro, empregando-se apenas 

uma lâmpada de luz verde.  Depois dessa etapa, a solução resultante foi acondicionada 

em tubos Falcon com capacidade para 15 ml. Os tubos foram, assim, armazenados em 

refrigerador a 4ºC por um período de 24 h. Transcorrido esse tempo de repouso, para 

retirar qualquer partícula sólida, realizou-se a centrifugação dos tubos em centrífuga 
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refrigerada, durante 30 min, a uma rotação de 3000 rpm. O sobrenadante resultante foi 

lido no espectrofotômetro Thermo Scientific AquaMate Plus UV-VIS nos 

comprimentos de onda estipulados para detecção dos picos de absorção da clorofila “a” 

e “b” e dos carotenóides totais.  

 A concentração das clorofilas “a” e “b” foi determinada pela aplicação das 

equações propostas por Jeffrey e Humphrey (1975); para a concentração dos 

carotenóides totais, a equação empregada foi a proposta por Strickland e Parsons 

(1968).  

3.7 Determinação dos Lipídios Totais 

 Após os 20 dias de experimento, o cultivo foi interrompido e o volume restante 

de cultura, de cada tratamento, foi centrifugado em centrífuga SIGMA 6-15, em tubos 

com capacidade de 50 ml, por 5 min a uma rotação de 3000 rpm. Em seguida, separou o 

sobrenadante da biomassa decantada.  

 Com o auxílio de pipetas de Pasteur descartáveis a biomassa foi retirada do 

fundo dos tubos de centrifugação e transferida para placas de Petri forradas com papel 

filme. Realizado esse procedimento, as amostras foram acondicionadas em um 

ultrafrezzer vertical para congelamento. Passado um período de 2 dias, as amostras 

foram liofilizadas em liofilizador Solab SL – 404 a aproximadamente -46 ºC. 

 O tempo de liofilização também foi de 2 dias. As biomassas foram retiradas da 

placa de Petri e acondicionadas em sacos plásticos com lacre, previamente pesados. 

Realizou-se a pesagem das amostras liofilizadas para fins de conhecimento da 

quantidade de biomassa obtida para cada tratamento experimental, sendo essa utilizada 

para o teste de determinação do teor de lipídios totais. 

 A extração dos lipídios totais foi feita de acordo com a metodologia descrita por 

Bligh & Dyer (1959). Assim, inicialmente, foram pesados 12 béqueres de 50 ml, 

previamente lavados e secos em estufa, na balança analítica. Para o procedimento, 

pesou-se, ainda, 0,5 g da biomassa liofilizada de cada tratamento em tubos Falcon de 15 

ml, limpos e secos. 

 Em uma capela de exaustão, foram adicionados ao conteúdo do tubo, com 

auxílio de uma pipeta automática, 2 ml de água destilada, 2,5 ml de clorofórmio e 5 ml 
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de metanol, procedendo-se à agitação manual por 2 min. Após, foram adicionados 

novamente 2,5 ml de clorofórmio e agitou-se por mais 30 segundos (manualmente); 

adicionaram-se mais 2,5 ml de água destilada, prosseguindo-se à agitação manual por 

mais 30 segundos.  

 Os tubos, então, foram centrifugados a uma velocidade de 3500 rpm, durante 8 

min, sob refrigeração de 4º C. Ao final desse processo, notaram-se nos tubos 3 fases 

distintas: a fase superior (aquosa), a fase intermediária (biomassa algal) e a fase inferior 

(orgânica, representada pela mistura do clorofórmio com os lipídios extraídos) (Figura 

09). 

 

Figura 09: Tubo Falcon contendo as três fases observadas durante o teste de determinação de lipídios 

totais. A parte superior representa a fase aquosa, a do meio a biomassa algal e a inferior a fase orgânica 

(onde estão contidos os lipídios). 

Fonte: Arquivo próprio (2017). 

 

 A fase orgânica foi retirada de cada tubo por meio de uma pipeta de Pasteur 

descartável e foi transferida para os béqueres que tinham sido pesados anteriormente 

(Figura 10). Feito isso, as amostras foram levadas à estufa aquecida à 45ºC para 

evaporação do restante do solvente (Figura 11), sendo a secagem feita até que se 

atingisse peso constante.  
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Figura 10: Béqueres previamente pesados contendo a fase orgânica que foi retirada do tubo Falcon após 

a centrifugação das amostras (estão representadas na foto as tréplicas do tratamento C). 

Fonte: Arquivo próprio (2017). 

 

 

Figura 11: Béqueres contento a fase orgânica (lipídios totais) após a secagem realizada em estufa à 45º C, 

até que se atingisse peso constante.  

Fonte: Arquivo próprio (2017). 
 

O teor de lipídios totais foi calculado conforme a fórmula apresentada a seguir: 

% LT = (Mf – Mi) x 100 / Mb 

 Na qual,   

 Mf: Massa final do béquer; 

 Mi: Massa inicial do béquer; 
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 Mb: Massa de biomassa usada na extração. 

3.8 Interpretação dos Resultados  

 Os valores obtidos para a densidade celular permitiram a elaboração da curva de 

crescimento para cada tratamento experimental, possibilitando o cálculo das taxas de 

crescimento, de tempo de duplicação e de rendimento máximo das culturas (Tabela 03). 

Os valores compreendidos na fase exponencial do crescimento de cada tratamento 

foram utilizados como base para os cálculos dessas taxas. 

A taxa de crescimento (μ) e tempo médio de duplicação (G) foram calculados 

segundo as equações descritas por Fogg e Thake (1987):  

 

μ = (ln N2 – ln N1) (t2 – t1) 

 

Sendo, 

μ = velocidade específica do crescimento; 

N1e N2 = número de células nos tempos t1e t2. 

 

A partir do μ é possível calcular o tempo médio de duplicação:  

 

G = ln2 / μ 

O rendimento máximo de cada tratamento foi determinado através da equação:  

 

R = R1 – R0, 

 

Na qual,  

R1 = número máximo de células/mL; 

R0= número inicial de células/mL. 

 

3.9 Análises Estatísticas 

Os dados obtidos nas análises de crescimento (taxa de crescimento, taxa de 

duplicação e rendimento máximo), massa seca, pigmentos e lipídios totais foram 

submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e à análise da variância ANOVA, 

seguido pelo teste comparativo de Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade. O 
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programa utilizado para a realização dos testes foi o ASSISTAT versão 7.7 beta 

(SILVA e AZEVEDO, 2016). 

 

4. RESULTADOS  

 As curvas de crescimento elaboradas para a microalga Scenedesmus acuminatus, 

submetida a quatro tratamentos distintos em relação à quantidade de nitrogênio, estão 

representadas nas Figuras 12, 13, 14 e 15. 

 
Figura 12: Curva de crescimento da microalga Scenedesmus acuminatus cultivada no controle. 

Fonte: Elaboração própria (2017). 

 

 

 

 
Figura 13: Curva de crescimento da microalga Scenedesmus acuminatus cultivada no tratamento ‘A’. 

Fonte: Elaboração própria (2017). 
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Figura 14: Curva de crescimento do cultivo da microalga Scenedesmus acuminatus cultivada no 

tratamento ‘B’. 

Fonte: Elaboração própria (2017). 

 

 
Figura 15: Curva de crescimento da microalga Scenedesmus acuminatus cultivada no tratamento ‘C’. 

Fonte: Elaboração própria (2017). 

  

 As mesmas curvas apresentadas acima estão ordenadas na Figura 16 de forma 

sobreposta para fins de comparação simultânea. 

 

 
Figura 16: Curvas de crescimento sobrepostas dos tratamentos utilizados neste estudo. 

Fonte: Elaboração própria (2017). 
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 O tratamento controle, tratamento ‘A’ e tratamento ‘B’ apresentaram a fase de 

indução do crescimento (lag) - caracterizada pela adaptação das células recém-

inoculadas ao novo ambiente de cultivo - com duração de 2 dias (dia 0 ao dia 2). No 

tratamento ‘C’, entretanto, observou-se ausência dessa fase, uma vez que, graficamente, 

foi percebido um crescimento acentuando entre o dia 0 e o dia 2, o que marcou o início 

da fase exponencial (log) para esse tratamento – nessa fase há aumento da taxa de 

crescimento. Isso posto, para os demais tratamentos (controle, ‘A’ e ‘B’) a fase 

exponencial teve início logo após a fase de indução, a partir do 2º dia de experimento, 

como pode ser observado na Figura 16.  

 Assim, não se observou nas curvas de crescimento um padrão que indicasse a 

transição da fase exponencial para as fases de redução e estacionária, nas quais ocorre 

um declínio do crescimento. 

Tabela 03: Valores de taxa de crescimento (μ), tempo de duplicação (G), em dias, e rendimento máximo 

(R), em células/mL, para a cultura de Scenedesmus acuminatus submetida aos diferentes tratamentos de 

depleção de nitrogênio. 

 

Tratamento 
Taxa de Crescimento  

(µ - em dias)  

Tempo de Duplicação 

(G – em dias) 

Rendimento Máximo 

(R – cél/mL) 

Controle 0.13214 a 5.29009 a 5.939.167 a 

A (- 25% N) 0.11838 a 5.96567 a 4.967.500 b 

B (- 50% N) 0.11599 a 6.33480 a 4.579.167 b 

C (- 75% N) 0.11878 a 5.92762 a 
3.385.833 c 

*As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao 

nível de 5% de probabilidade.  

   

Os tratamentos não apresentaram diferença significativa para os parâmetros taxa 

de crescimento e tempo de duplicação (p >0,05), sendo esses valores considerados 

próximos numericamente.  

Em relação ao rendimento máximo da cultura (Tabela 03), houve diferença 

significativa (p <0,05) entre os tratamentos, de modo que os tratamentos ‘A’ e ‘B’ 

foram agrupados e considerados semelhantes estatisticamente; o tratamento ‘controle’ 

apresentou maior rendimento máximo (5.939.167 células/mL), seguido pelos 

tratamentos ‘A’ e ‘B’, sendo 4.967.500 células/mL e 4.579.167 células/mL, 

respectivamente, e em último pelo tratamento ‘C’ que teve o menor rendimento 
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(3.385.833 células/mL). A diferença entre o maior e o menor rendimento foi de 

2.553.333 células/mL de cultura. 

A Tabela 04 apresenta os valores para análise de massa seca referente ao 04º, 

08º, 12º, 16º e 20º dia de cultivo. Não houve diferença significativa dos dados de 

biomassa comparados entre os tratamentos até o 12º dia de experimento. No 16º dia o 

controle apresentou valores de biomassa significativamente (p<0,01) maior, seguido 

pelos tratamentos ‘A’, ‘B’ e ‘C’, sendo que ‘B’ e ‘C’ não foram significativamente 

diferentes entre si. Ao final do experimento, 20º dia, o controle continuou apresentando 

valores de biomassa maior significativamente que os tratamentos ‘A’, ‘B’ e ‘C’, sendo 

que ‘A’ e ‘B’ não diferiram significativamente entre si.  

Tabela 04: Análise de biomassa (massa seca) durante o experimento. 

Massa Seca (g/L) 

Tratamento Dia 04 Dia 08 Dia 12 Dia 16 Dia 20 

Controle 0,1544aE 0.2677aD 0.5877aC 0.9033 aB 1.0633 aA 

A 0.1422aC 0.2155aC 0.4200aB 0.6977 bA 0.8733 bA 

B 0.1355 aC 0.2500 aC 0.4866aB 0.5466 cB 0.7677 bA 

C 0.2055 aC 0.3255 aB 0.4033aB 0.4588 cA 0.5044 cA 

*As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao 

nível de 5% de probabilidade. Letras minúsculas comparam os tratamentos entre si (colunas) e letras 

maiúsculas (linhas) comparam dados dentro do mesmo tratamento. 

 

Ao se fazer a comparação dos resultados para o mesmo tratamento no decorrer 

do experimento, foi possível perceber que todos apresentaram diferença significativa 

(p<0,01) para os valores de massa seca. Assim, o tratamento ‘controle’ teve aumento 

progressivo de biomassa, exibindo maior valor no 20º dia e menor valor no 04º dia, 

possuindo todos os dados diferentes em estatisticamente; o tratamento ‘A’ também teve 

aumento de biomassa e valores sem diferença significativa para os dias 20 e 16 (maiores 

valores) e para os dias 08 e 04 (menores valores); no tratamento ‘B’ o acréscimo de 

biomassa exibiu dados sem diferença significativa para os dias 16 e 12 (valores 

intermediários) e para os dias 08 e 04 (menor valor), possuindo valor mais elevado no o 

dia 20; o tratamento ‘C’ expressou valores sem diferença signicativa para os dias 20 e 

16 (maiores biomassas) e para os dias 04 (menor resultado), 12 e 08 (valores 

intermediários). 
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 Os valores registrados para as concentrações dos principais pigmentos 

analisados durante o experimento se encontram listados na Tabela 05. 

Tabela 05: Conteúdo de clorofila “a” e “b” e carotenóides totais da microalga Scenedesmus acuminatus 

obtidos em dois períodos do cultivo desenvolvido. 

 

 Coleta 01 (10º dia) Coleta 02 (20º dia) 

Tratamento 
Clorofila a 

(µg/mL) 

Clorofila b 

(µg/mL) 

Carotenóides 

(µg/mL) 

Clorofila a 

(µg/mL) 

Clorofila b 

(µg/mL) 

Carotenóides 

(µg/mL) 

Controle 1.1915 aA 0.3866 aA 0.7150 aB 1.0601 aA 0.3014 aA 1.3465 aA 

A 0.8148 bA 0.2327 bA 0.4573 bA 0.6023 bB 0.2281 bA 0.5235 bA 

B 0.8573 bA 0.2486 bA 0.5261 bA 0.6546 bB 0.2184 bA 0.6841 bA 

C 0.3170 cA 0.1258 cA 0.1230 cB 0.2527 cA 0.1050 cB 0.3194 cA 

*As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao 

nível de 5% de probabilidade. Letras minúsculas comparam os tratamentos entre si e letras maiúsculas 

comparam dados dentro do mesmo tratamento. 

 

 Os resultados da análise de pigmentos dos tratamentos experimentais, quando 

comparados entre si, exibiram diferença significativa (p<0,01) nas duas coletas, 

realizadas no 10º dia e no 20º dia do experimento. Notou-se que para os três pigmentos 

analisados - clorofila ‘a’, clorofila ‘b’ e carotenóides – que o tratamento ‘controle’ teve 

as maiores concentrações nas duas coletas; os tratamentos ‘A’ e ‘B’ foram próximos, 

não possuindo diferença estatística significativa, apresentando valores intermediários 

em comparação aos demais tratamentos; o tratamento ‘C’ mostrou os menores 

resultados de concentração desses pigmentos.  

 No estudo estatístico para comparações da análise de pigmentos dentro do 

mesmo tratamento, o tratamento ‘controle’ expressou diferença significativa (p<0,01) 

apenas para os valores de concentração dos carotenóides totais, aumentando a 

concentração desses pigmentos no decorrer dos 20 dias. Nos tratamentos ‘A’ e ‘B’ 

notou-se uma redução significativa (p<0,01)nos índices da clorofila ‘a’ do 10º para o 

20º dia. O tratamento ‘C’, por sua vez, expressou diferença estatística (p < 0,05) para os 

dados de clorofila ‘b’ - diminuindo sua concentração do dia 10 para o dia 20 - e para os 

dados de carotenóides totais, demonstrando aumento significativo (p<0,01) do 10º para 

o 20º dia. De modo geral, para os demais resultados, mesmo não tendo diferença 

significativa, foi possível observar uma baixa na produção de clorofila ‘a’ e ‘b’ e uma 

elevação na concentração dos carotenóides totais no transcorrer do tempo. 
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 Os teores de lipídios totais calculados para a microalga utilizada foram 

elencados na Tabela 06. 

Tabela 06 – Conteúdo de lipídios totais obtidos durante o cultivo da microalga Scenedesmus acuminatus 

nos diferentes tratamentos experimentais de depleção de nitrogênio. 

 

Tratamento Lipídios Totais (mg/g) % 

Controle 101.3 b 10,1 

A 117.4 b 11,7 

B 159.1 a 15,9 

C 176.2 a 17,6 

*As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao 

nível de 5% de probabilidade. Letras minúsculas comparam os tratamentos entre si. 

 

 As concentrações e teores de lipídios totais obtidos do controle e dos tratamentos 

nos apresentaram diferença significativa (p < 0,05): os resultados para o controle e para 

o tratamento ‘A’ e para os tratamentos ‘B’ e ‘C’, respectivamente, não exibiram 

diferença significativa. Em decorrência disso, a maior concentração de lipídios totais foi 

observada nos tratamentos ‘B’ e ‘C’ e a menor no controle e no tratamento ‘A’.  

5. DISCUSSÃO 

As curvas de crescimento da microalga Scenedesmus acuminatus mostraram fase 

de indução de crescimento (lag) no controle e nos tratamentos ‘A’ e ‘B’, não tendo sido 

observada no tratamento C. Tal fato pode ser explicado devido às diferenças entre as 

características do cultivo preexistente (inóculo) e o novo cultivo a ser desenvolvido, 

como concentração de nutrientes, intensidade luminosa, pH, temperatura, fotoperíodo, 

características genéticas, deficiência de CO2, entre outras. Nesses casos, a fase lag pode 

ter duração de algumas horas, de dias, ou, simplesmente, não ser percebida 

(LOURENÇO, 2006). Além de que, os diferentes fatores do cultivo podem agir 

individualmente ou em conjunto, provocando efeitos diversos nas diferentes espécies de 

microalgas (PHATARPEKAR et al., 2000; ARKRONRAT et al., 2016). 

Neste experimento, infere-se que a fase lag pode ter sido influenciada pela 

depleção de nitrogênio do meio ASM-1 - um dos nutrientes essenciais às microalgas – 

visto que as demais condições (temperatura, pH, luminosidade, fotoperíodo e aeração) 

foram as mesmas ou muito próximas às condições em que o inóculo estava submetido, 

sendo apenas alterada a porcentagem desse elemento químico nos tratamentos 

empregados. Outro fator seria que a fase de adaptação não ter sido notada no tratamento 
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‘C’ (de maior depleção de nitrogênio) devido ao evento das células recém-inoculadas 

terem sido oriundas do cultivo (inóculo) ainda novo (duas semanas) e saudável, o que 

torna o crescimento imediato favorável (LOURENÇO, 2006).  

Variações dessa fase de indução do crescimento são comuns em pesquisas 

científicas com cultivo de microalgas. Baumgartner et al. (2013) ao testarem a 

produtividade dessa mesma espécie de microalga em cultivos com meios nutrientes 

distintos - MC, DM, NPK (10:10:10) e NPK (20:5:10) - notaram que a fase lag teve 

uma duração de 03 dias em todos os meios de cultura utilizados. Hakalin (2014) ao 

estudar condições de otimização de cultivo para Scenedesmus sp. visando a produção de 

biodiesel, verificou fase lag com duração de 1 dia e, em outra variável examinada, 

ausência dessa fase. Tomas (2016) ao cultivar Scenedesmus acuminatus em meio de 

cultura com adição de efluente de maceração de milho para extração e quantificação de 

lipídios percebeu que em uma das unidades experimentais, que continha o efluente 

biodigerido não estéril, a fase lag durou 5 dias, o que sugeriu uma dificuldade de 

adaptação da microalga a esse substrato.  

A fase exponencial (log), que geralmente sucede a fase de indução, teve início 

para o controle e para os tratamentos ‘A’ e ‘B’ a partir do segundo dia do cultivo, com 

duração de 18 dias, e para o tratamento ‘C’ a partir do dia 1, durando 20 dias. Assim, 

em todos os tratamentos essa fase se estendeu até o último dia do cultivo, não se 

observando a transição para fase de redução ou estacionária (Figura 16), na qual o 

rendimento do cultivo geralmente começa a sofrer declínio (LOURENÇO, 2006).  De 

acordo com o experimento de Sebastien & Granja (2005), o gênero Scenedesmus não 

desenvolve um estágio estacionário, passando diretamente da fase de crescimento linear 

(exponencial) para a fase de morte celular, padrão notado por Tomas (2016) para 

Scenedesmus acuminatus durante os 20 dias de sua pesquisa. 

Segundo Lourenço (2006) a fase exponencial pode apresentar duração variável 

dependendo, sobretudo, da disponibilidade de nutrientes essenciais, como nitrogênio, e, 

quando esses se tornam limitantes, é possível verificar um crescimento reduzido 

viabilizado pelo consumo de reservas celulares. Para esta pesquisa, acredita-se que, as 

porcentagens de depleção de nitrogênio nos tratamentos, promoveram acúmulo de 

reservas energéticas - na forma de lipídios - que propiciaram o crescimento da 

microalga, mesmo sob condição de estresse, mantendo então, a fase exponencial durante 
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todo período de estudo (SOLOVCHENKO, 2012). Além do mais, o gênero 

Scenedesmus sp. apresenta alta capacidade de resistência a condições ambientais 

diferenciadas e, também, a condições variadas de cultivo (LOURENÇO, 2006; XIN et 

al., 2011). 

Para os parâmetros de avalição do crescimento (Tabela 03), esperava-se que 

quanto maior fosse a depleção de nitrogênio no meio nutriente, menor seria a taxa de 

crescimento da microalga Scenedesmus acuminatus e, por consequência, maior o tempo 

de duplicação - considerando que esse nutriente é fundamental para produção de 

biomoléculas vitais (proteínas, ácidos nucléicos e pigmentos fotossintetizantes), além de 

reduzir a divisão celular quando em escassez (LOURENÇO, 2006). Contudo, as taxas 

de crescimento e os tempos de duplicação nos tratamentos não diferiram 

significativamente entre si para as condições experimentais analisadas, ou seja, as 

culturas cresceram em igual velocidade de multiplicação, o que pode ter relação, por 

exemplo, com diferenças nas fases de crescimento. 

A maior parte dos experimentos descritos na literatura sobre o cultivo de 

microalgas para produção de biodiesel emprega a privação do nutriente nitrogênio como 

estratégia para gerar condições de estresse em que se observam um maior acúmulo de 

lipídios nas células. Segundo Martins (2014) a depleção de nitrogênio suprime o 

crescimento celular e induz o acúmulo de lipídios. Hakalin (2014) obteve menor 

crescimento de Scenedesmus sp. no tratamento de sua análise em que havia ausência de 

nitrato na composição do meio ASM-1. Assim, era almejado que nos tratamentos ‘A’, 

‘B’ e ‘C’ desta pesquisa o crescimento da microalga fosse reduzido conforme houvesse 

menor disponibilidade de nitrogênio no meio, o que não foi verificado pelos testes 

estatísticos. 

O rendimento máximo (Tabela 03) para o cultivo realizado teve seu maior 

número no controle e menor número no tratamento ‘C’, não sendo diferindo 

significativamente para os tratamentos ‘A’ e ‘B’. Dessa forma, as porcentagens de 25 % 

(tratamento ‘A’) e 50% (tratamento ‘B’) testadas para privação de nitrogênio 

compreenderam mesmo efeito no resultado desse parâmetro. Em termos gerais, para o 

maior valor de depleção, observou-se menor quantidade de indivíduos por mL de 

cultura, o que coincide com informações presentes na literatura (LOURENÇO, 2006; 
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ROSSI, 2013) e pode ser observado visualmente pelo confronto da coloração do inóculo 

(Figura 03) com a coloração dos tratamentos (Figuras 04 a 07). 

Esse efeito distinto em relação aos parâmetros de crescimento (µ, G e R) pode 

estar relacionado ao fato de que as células de S. acuminatus apresentaram a mesma taxa 

de crescimento nos diferentes tratamentos; assim, as 150.000 cél/mL inoculadas 

inicialmente, multiplicaram-se, mas, devido às restrições de nitrogênio impostas no 

meio de cultura, ocorreu perda (morte celular) nesses mais acentuada que nas condições 

nutritivas normais (controle), sendo os organismos sobreviventes responsáveis pela 

manutenção da cultura (continuaram a se dividir), o que pode ter relação com os 

diferentes valores de densidade celular atingidos ao término do experimento. 

A diferença significativa na biomassa dos tratamentos experimentais (Tabela 

04), segundo os testes estatísticos, apenas ocorreu nos dias 16 e 20 do estudo, sendo 

possível notar, ao final do cultivo, que o maior valor de massa seca foi obtido no 

controle (1.0633 g/L), resultado esperado devido à quantidade convencional de 

nitrogênio no meio nutriente, seguido pelos tratamentos ‘A’ (0.8733 g/L) e ‘B’ (0.7677 

g/L), sem diferença significativa entre si, e, pelo tratamento ‘C’ (0.5044 g/L). Esses 

resultados corroboraram o padrão de distribuição dos dados de rendimento máximo dos 

tratamentos, ratificando que, para as condições de privação de nitrogênio impostas, 

quanto maior a porcentagem de depleção, menor a densidade celular obtida e, 

consequentemente, menor o valor da biomassa final. 

A comparação dentro do mesmo tratamento para massa seca (Tabela 04) 

fundamentou o incremento de biomassa que ocorreu em todos os tratamentos ao longo 

do período de cultivo, mostrando que o controle foi o único que teve aumento 

significativo em todos os dias analisados, constatando que a depleção de nitrogênio 

influenciou na obtenção de biomassa. 

A concentração de massa seca (Tabela 04) mostrou-se superior ou próxima aos 

valores apresentados em outros estudos que cultivaram o gênero Scenedesmus. Dzuman 

(2013) trabalhando com Scenedesmus sp. em meio de cultura reciclado obteve 0,6800 

g/L de massa seca em um de seus tratamentos, valor inferior ao obtido para os 

tratamentos ‘A’ e ‘B’ deste estudo (0.8733 g/L e 0.7677 g/L, respectivamente) que 

apresentaram a segunda maior massa seca na condição de depleção de nitrogênio; 

Oliveira (2013) ao testar a produção de biomassa de Scenedesmus sp. em efluente de 
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bovinocultura registrou massa seca de 0,4800 g/L, que foi inferior à quantidade para o 

tratamento ‘C’ (0.5044 g/L); Tomas (2016) alcançou maior rendimento em biomassa de 

0,6400 g/L para Scenedesmus acuminatus cultivada em água de maceração do milho, 

valor também inferior aos dos tratamentos ‘A’ e ‘B’ deste experimento. Foi possível 

observar, então, que a depleção de nitrogênio do meio ASM-1 é uma melhor estratégia 

para se obter valores mais elevados de massa seca de S. acuminatus em comparação aos 

cultivos realizados por estes autores com meios alternativos, 

Por ser um constituinte importante dos pigmentos fotossintetizantes, condições 

nas quais o nitrogênio é suprimido podem acarretar uma redução na concentração da 

clorofila e um aumento na produção de carotenóides (LOURENÇO, 2006). Neste 

estudo, foi possível notar que os dados da análise dos principais pigmentos das 

clorofíceas (Tabela 05), estavam de acordo com o que consta na literatura supracitada: 

os tratamentos ‘A’ e ‘B’ apresentaram redução na concentração de clorofila “a” do dia 

10 para o dia 20, indicando que a privação do nitrogênio teve efeito negativo sobre a 

concentração desse pigmento; no tratamento ‘C’ a redução ocorreu na concentração da 

clorofila “b” tendo ainda, o aumento dos carotenóides totais, do décimo para o vigésimo 

dia.  

A redução da clorofila e o aumento da produção de carotenóides pôde ser 

observado visualmente nas culturas com redução de nitrogênio (tratamentos ‘A’, ‘B’ e 

‘C’) devido à mudança de coloração que conferiu a essas um aspecto amarelado 

(Figuras 05, 06, 07) (LOURENÇO, 2006). 

O controle também teve aumento significativo dos carotenóides mesmo sem 

depleção de nitrogênio. Tal evento pode estar relacionado ao fato desse ter tido o maior 

valor de densidade celular, justificando, assim, uma maior quantidade de pigmentos. 

Além disso, a própria dinâmica da cultura, devido ao crescimento, consumo de nutriente 

e morte celular, ocasionalmente, pode ter gerado uma menor disponibilidade do 

nitrogênio em relação ao início do cultivo, agindo, desse modo, sobre a concentração de 

pigmentos. 

Conforme a Tabela 05 ambas as coletas para análise de pigmentos apresentaram 

padrão de agrupamento estatístico semelhante se comparados os tratamentos entre si. A 

coleta do dia 20, entretanto, corroborou os resultados finais de rendimento máximo 

(células/mL) e de biomassa seca, mostrando a concordância entre a densidade celular e 
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a concentração de pigmentos obtidos, isto é, uma maior concentração de pigmentos é 

observada quando se tem uma maior densidade de células. Essas três variáveis não 

apresentaram diferença significativa para os tratamentos experimentais – Tabelas 03 a 

05.  

O teor de lipídios totais da microalga Scenedesmus acuminatus (Tabela 06) 

indica que os valores obtidos não tiveram diferença significativa para o controle e 

tratamento ‘A’ (101.3 e 117.4, em mg de lipídios por g de biomassa seca, 

respectivamente) e para os tratamentos ‘B’ e ‘C’ (159.1 e 176.2, em mg de lipídios por 

g de biomassa seca, respectivamente). Em outros termos, o aumento de lipídios totais 

em detrimento da quantidade de nitrogênio foi maior no tratamento ‘B’ e ‘C’ 

comparados aos tratamentos ‘controle’ e ‘A’, não havendo diferença significativa entre 

‘B’ e ‘C’ e ‘controle’ e ‘A’. 

Mandal & Mallick (2009) ao analisarem o crescimento de Scenedesmus obliquus 

sob várias condições de cultivo obtiveram aumento significativo nos lipídios (43 % do 

peso de células secas) em condições de deficiência de nitrogênio em contraste com o 

valor registrado para o controle (12,7 %). Mandotra et al. (2014), por sua vez, estudou o 

rendimento de biomassa e lipídios da microalga Scenedesmus abundans encontrando 

maiores valores na condição em que a concentração de nitrogênio do meio CHU-13 

modificado foi reduzida para 0,32 g/L. Os resultados deste estudo para o maior teor de 

lipídios totais obtidos (tratamentos ‘B’ e ‘C’) é coerente, então, com o que é apresentado 

na literatura para cultivos de microalgas sob privação de nitrogênio promovendo maior 

acúmulo lipídico para posterior uso na produção de biocombustível. 

Era esperado que a diferença do teor de lipídios fosse maior quanto maior fosse 

a restrição do nitrogênio do meio nutriente; todavia o tratamento ‘A’, menor depleção (-

25% N), foi estatisticamente igual ao controle na concentração de lipídios; de forma 

semelhante, os tratamentos de maior depleção de nitrogênio –‘B’, com -50% N e ‘C’, 

com -75 % N – não apresentaram diferença significativa entre si em relação ao aumento 

da porcentagem lipídica da microalga estudada, mas diferiram significativamente 

quando comparados ao controle e tratamento ‘A’.  

Tomas (2016) ao comparar os métodos de extração de lipídios em S. acuminatus 

cultivado em meio contendo água de maceração de milho, registrou uma porcentagem 

maior de lipídios extraídos pelo método de Bligh & Dyer (1959) a 45º C, obtendo 13,6 
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% de lipídios totais. Essa mesma metodologia foi empregada neste experimento, 

resultando em uma porcentagem lipídica de 15,9 % para o tratamento ‘B’ e 17,6 % para 

o tratamento ‘C’, iguais estatisticamente. Montero-Sanchez et al. (2012) registraram 

uma porcentagem de 15,3 % de teor de lipídios totais para essa espécie em seu trabalho; 

Musharraf et al. (2012) relataram um teor de 17,0 % para a mesma alga; Baumgartner et 

al. (2013) encontraram um teor de 8,3 % de lipídios totais cultivando S. acuminatus 

para fins de extração de lipídio para biodiesel; Torres et al. (2014) reportaram em seu 

experimento um teor de 15,0 % de lipídios totais para a microalga em questão.  

Assim, os tratamentos ‘B’ e ‘C’ deste estudo exibiram teores iguais ou maiores 

que os dados encontrados na literatura para a porcentagem de lipídios totais da espécie 

S. acuminatus. Sugere-se, portanto, que, para essa espécie de microalga, a otimização do 

meio de cultivo ASM-1 para maiores acúmulos de lipídios pode ser alcançada a partir 

das condições de depleção do regente nitrato de sódio (solução-estoque A) na 

porcentagem de 75% em relação à quantidade convencional descrita no protocolo dessa 

solução nutriente, visto que se utilizaria menor quantidade de reagentes, reduzindo, com 

isso, o custo do procedimento. 

Branco et al. (2014) analisaram a composição em ácidos graxos do óleo da 

microalga S. acuminatus e verificaram que o perfil de ésteres é semelhante à 

composição em ácidos graxos do óleo de soja, principal matéria-prima utilizada para a 

produção de biodiesel no Brasil, apontando que os lipídios extraídos dessa microalga 

podem levar à produção de um biodiesel de qualidade. À vista disso, o cultivo da 

microalga S. acuminatus aqui desenvolvido, visando melhor porcentagem lipídica na 

biomassa final, mostrou o potencial promissor desse microrganismo para uso como 

matéria-prima sustentável na elaboração de biodiesel. Esse fato também foi constatado 

por Tomas (2016), para cultivo S. acuminatus em água de maceração de milho, e por 

Hakalin (2014), para Scenedesmus sp. cultivada em meio ASM-1 otimizado. 

6. CONCLUSÃO 

A velocidade de crescimento da microalga S. acuminatus cultivada em meio 

ASM-1 com restrição de nitrogênio não apresentou diferença significativa entre os 

tratamentos empregados; entretanto, essa condição influenciou de forma significativa a 

densidade celular final e a biomassa seca, distintas entre os tratamentos, sendo os 

menores valores registrados na maior porcentagem de depleção utilizada. 
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A concentração de pigmentos fotossintéticos também foi influenciada pela 

escassez de nitrogênio, uma vez que foi detectada redução da clorofila “a” e ‘b” e 

aumento dos carotenóides, de forma variada dentro dos tratamentos, o que foi coerente 

com o que é descrito em literatura para cultivos em que o nitrogênio é escasso.  

Os tratamentos ‘B’ (-50 % N) e ‘C’ (-75% N), sem diferença significativa entre 

si, foram os que registraram maior valor no teor de lipídios totais para o cultivo da 

espécie S. acuminatus em meio ASM-1. Infere-se, assim, que o tratamento ‘C’ pode ser 

empregado para promover um maior acúmulo de lipídios nas células, tendo um menor 

custo, pela reduzida quantidade de reagente utilizada na preparação do meio nutriente, 

fator interessante para a elaboração de biodiesel.  

Conclui-se, portanto, que o acúmulo de lipídios é aumentado através da 

otimização do meio de cultura ASM-1 pela redução do nutriente nitrogênio e que a 

microalga Scenedesmus acuminatus representa, então, uma matéria-prima potencial para 

ser utilizada em cultivos que visam a produção de biodiesel como uma fonte de energia 

renovável. 

Ressalta-se, no entanto, que esta pesquisa foi conduzida em nível laboratorial, e, 

mesmo obtendo um resultado favorável, requer estudos aprofundados para aplicação 

dos tratamentos mencionados em larga escala, buscando-se, para tal, um melhor custo-

benefício do cultivo e condições ótimas para viabilidade comercial (como, por exemplo, 

maiores taxas de crescimento em menor tempo e maior rendimento lipídico). 
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