UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO — UFES
CENTRO DE CIENCIAS HUMANAS E NATURAIS
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

EDSON SANTOS RANGEL

EFEITOS DA DEPLECAO DE NITROGENIO SOBRE A BIOMASSA E O TEOR
LIPIDICO DA MICROALGA Scenedesmus acuminatus (LAGERHEIM) CHODAT
PARA FINS DE PRODUC;AO DE BIODIESEL

VITORIA
2018



EDSON SANTOS RANGEL

EFEITOS DA DEPLECAO DE NITROGENIO SOBRE A BIOMASSA E O TEOR
LIPIDICO DA MICROALGA Scenedesmus acuminatus (LAGERHEIM) CHODAT
PARA FINS DE PRODUCAO DE BIODIESEL

VITORIA
2018

Monografia apresentada ao Departamento
de Ciéncias Biologicas do Centro de
Ciéncias Humanas e Naturais da
Universidade Federal do Espirito Santo,
como requisito parcial para a obtencdo do
titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Valéria de Oliveira
Fernandes.



EDSON SANTOS RANGEL

EFEITOS DA DEPLECAO DE NITROGENIO SOBRE A BIOMASSA E O TEOR
LIPIDICO DA MICROALGA Scenedesmus acuminatus (LAGERHEIM) CHODAT
PARA FINS DE PRODUCAO DE BIODIESEL

Monografia apresentada ao Departamento de Ciéncias Bioldgicas do Centro de Ciéncias
Humanas e Naturais da Universidade Federal do Espirito Santo, como requisito parcial para a

obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas.

Aprovada em de Janeiro de 2018.

COMISSAO EXAMINADORA

Prof.2 Dr.2 VValéria de Oliveira Fernandes
Universidade Federal do Espirito Santo
Orientadora

Prof.2 Mestre Fernanda Bréda Alves
Universidade Federal do Espirito Santo - PPGVB

Prof. Mestre Frederico Pacheco Militao
Universidade Federal do Espirito Santo - PPGVB



Dedico esse trabalho aos meus pais, por
todo amor, compreensdo, carinho e
investimento.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por toda saude, sabedoria e forca para tornar mais um sonho possivel em

minha jornada;

A orientacdo da Prof® Dr? Valéria de Oliveira Fernandes pela oportunidade, pelo apoio e por

toda confianga em mim depositada para realizacdo desse trabalho;

Ao Laboratério de Taxonomia e Ecologia de Algas Continentais (LATEAC) por toda
estrutura ofertada e apoio prestado;

A Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), em especial, ao Departamento de Ciéncias
Bioldgicas (Setor Boténica) pela minha capacitacdo e formacdo no Curso de Ciéncias

Biologicas;
Ao MCT pela bolsa de iniciagdo cientifica cedida no inicio do projeto “Biodiesel”;

Ao meu chefe Gustavo e aos meus amigos de servico Ritielli e Paulo pela compreenséo

durante todo o periodo de experimento;

Ao Bruno Bona, Raissa e Samia Tabachi, antigos membros do LATEAC, por todo
ensinamento passado e por todo apoio prestado, que me possibilitaram desenvolver as

atividades na area do cultivo de microalgas;

Ao Bruno Fazolo e a Franciny pela amizade e pelo companheirismo nas tarefas do

laboratério;

Ao Victor pela amizade e pelo afeto de irmao que criamos durante o curso, que permanece até
hoje;

A Tati por ser minha amiga confidente e conselheira que, mesmo distante, continua me

escutando e me dando forca em todos meus anseios, nunca me deixando desacreditar de nada;

Ao0s membros mais recentes da equipe de cultivo que, também, muito me ensinaram durante

todo o periodo de trabalho;

Ao Fred, a Pamela e a Fernanda por aceitarem o convite para compor a banca examinadora;



Aos mestrandos Mayara e Ronald por toda boa vontade e disposicdo em ajudar nos testes

realizados, assim como pela amizade que criamos;

Aos funcionarios da botanica, em especial a Débora,que sempre esteve prestes a ajudar no que

foi necessario;

A minha mae, Sandra, por ter me concedido a vida e por ter me ensinado a ser responsavel,

confiante e dedicado aquilo que eu estabelecesse como sonho ou meta a serem alcancados;

Ao meu pai, Edson, pela preocupacdo e pelo investimento em mim, tendo sempre como

intuito o melhor para o meu futuro;

Aos familiares e amigos que nunca deixaram de prestar auxilio durante essa caminhada que,

no dia de hoje, tem o0 seu marco mais importante;

As minhas avés, Rosalina e Jocelina, esta falecida, que sempre demonstraram preocupacio,
carinho, amor e orgulho ao verem que a cada dia eu estava mais e mais préximo de me tornar

um profissional na area de atuacdo que havia escolhido.



“O homem s0 envelhece quando os lamentos substituem seus sonhos.”

Provérbio Chinés



SUMARIO

RESUMO ... oottt sttt st st s et e et et e s e e be st e e e b e s be e eneabe e 9
LISTA DE FIGURAS . ...ttt et e et e e st e e e nna e e e snaaeennaeeens 11
LISTA DE TABELAS ...ttt e e e et e e sbe e e s e e e snaaeennaeeen 12
L INTRODUGAO ...ttt 13
I OBIETIVOS ..ottt e s e e e e st e e e saa e e e nae e e e naneeennes 20
2.1 ODJEEIVO GIAL......ccuiiiiiieeeee et 20
2.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS. .....viviiiitiitiieiesie sttt 20
L. METODOLOGIA ...ttt e et e e sna e e e sne e e e nneee e e 21
UL IMIICIOBIGA ...t bbbt a bbb 21
3.2 PreparaGao do INOCUIO.........ccoiiiiieeeee ettt 22
3.3 MEIO A8 CUITUIA ..ottt sttt te s beebeaneesreenreenee e 23
3.4 Delineamento EXPerimental...........cccoooiiiiiiiiiiieee e 24
3.5 Avaliagao A0 CreSCIMENTO ......ccveiviiieiie ettt sreenre e 27
3.6 Pigmentos FOtOSSINTELIZANTES ......cveiveeiiieee et 29
3.7 Determinacdo de Lipidios TOLAIS ......civveveieeiieeieiie et e ettt 30
3.8 Interpretacao doS RESUITAAOS .........ccveiiieiiiicie e 33
3.9 ANALISES ESALISTICAS ... .veivieiieiieieie ettt bbb 33
IV, RESULTADOS. ...ttt sttt be sttt be st nenne s 34
V. DISCUSSAD ..ottt 39
VI CONCLUSAO ...ooouiiiiieiis sttt 45

VIL REFERENCIAS ..ottt 47



RESUMO

O uso de microalgas para a elaboracdo de biocombustivel tem se destacado em muitos
estudos devido a caracteristicas como a facilidade no processo de cultivo, o contetdo
lipidico intracelular consideravel, a possibilidade de manipulacdo das condigdes de
cultivo e o menor intervalo de tempo para obtencdo de biomassa. Neste contexto, este
trabalho teve como objetivo o cultivo em laboratério da espécie de microalga
Scenedesmus acuminatus (Lagerheim) Chodat para avaliar seu crescimento em solucéo
nutriente com diferentes porcentagens de deplecdo de nitrogénio, bem como avaliar o
efeito desse tratamento sobre a producdo de lipidios dessa espécie, visando sua
utilizacdo para producéo de biodiesel. A microalga, obtida do cepario do Laboratério de
Taxonomia e Ecologia de Algas Continentais (LATEAC), foi cultivada durante 20 dias
em solugdo nutriente ASM-1, com pH 7,0 e em sala de cultivo com fotoperiodo de 12
horas, intensidade luminosa aproximada de + 47,25 umol de fotons m2.s* (3500 lux) e
temperatura em torno de 25° C (£ 1), sendo submetida a aeracdo constante por meio de
compressores de ar (com capacidade de 3,5 L de ar por minuto), sendo a cultura
unialgal e ndo-axénica. As porcentagens testadas foram as de 25% (tratamento ‘A’), 50
% (tratamento ‘B’) e 75% (tratamento ‘C’) de deplecdo do nitrogénio - do nutriente
nitrato de sdédio - referente ao valor total (controle) que é utilizado na preparacao
convencional do protocolo do meio ASM-1. Foram realizadas coletas para acompanhar
o0 crescimento da espécie por espectrofotometria dptica, para analise da massa seca e (no
décimo e no ultimo dia de experimento) para analise de pigmentos (clorofila a e b e
carotenoides). A biomassa final de cada unidade experimental foi centrifugada e
liofilizada para avaliacdo de lipidios totais. Os resultados obtidos indicaram que a
deplecdo de nitrogénio ndo provocou diferenca nas taxas de crescimento e tempo de
duplicacdo, porém influenciou a densidade celular, a biomassa seca e a concentragdo de
pigmentos de forma significativa, apresentando maiores valores para o0s tratamentos em
que o percentual de privacdo de nitrogénio foi menor ou ndo se aplicou — controle, ‘A’ e
‘B’, estes estatisticamente semelhantes. Os tratamentos ‘B’ e ‘C’ lograram éxito
semelhantes para o teor de lipidios totais - 159 % e 17,6%, respectivamente —
demonstrando que a maior supressdo de nitrogénio propiciou maior acimulo de dleo
nas células da microalga estudada. Conclui-se, entdo, que a otimizacdo do meio ASM-1,
visando maior acimulo lipidico em Scenedesmus acuminatus, é alcancada através da

deplecdo de nitrogénio e que essa microalga, por sua vez, € uma matéria-prima



potencial para a producdo de biodiesel. No entanto, estudos sdo necessarios para
implantacdo em larga escala dos tratamentos, tendo como objetivo, melhor custo-
beneficio e viabilidade comercial.

Palavras-chave: Scenedesmus acuminatus, cultivo, biocombustivel, lipidios.
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1. INTRODUCAO

“Alga” € um termo utilizado para denominar uma grande variedade de
organismos encontrados em sistemas aquaticos (ou umidos) que apresentam diferencgas
morfolégicas, reprodutivas, fisiolégicas e ecoldgicas, sendo, praticamente, impossivel
se ter uma definicdo para esse grupo do ponto de vista taxonémico, uma vez que
também ha distingdo quanto a origem de seus representantes (BICUDO e MENEZES,
2006).

Em sua maioria as algas sdo organismos fotossintetizantes, isto €, autotroficos,
tendo como principal pigmento fotossintético a clorofila “a”, e apresentam uma
estrutura vegetativa denominada talo, cuja diferenciagdo € caracteristicamente pequena
ou nula. Esse grupo abrange seres unicelulares e multicelulares, com habitos
planctonicos, perifiticos e bentdnicos. A partir dessas caracteristicas provem o0s termos
microalga (algas microscopicas) e macroalgas (algas macroscopicas). Enquanto as
macroalgas sdo quase sempre bentbnicas, as microalgas sdo preponderantemente
planctonicas (LOURENCO, 2006).

As microalgas planctdnicas constituem o fitoplancton, isto é, sdo os elementos
fotoautotroficos do plancton e que vivem suspensos na coluna d’agua, podendo se
apresentar como células isoladas, agrupadas em col6nia ou encadeadas sob forma de
filamentos. Em todos 0s casos, entretanto, ocorre pouca ou nenhuma diferenciacdo das
funcBes ou especializacdo das células, ou seja, cada célula realiza todas as funcbes
vitais (ESTEVES, 2011).

As microalgas podem ser encontradas em ambientes aquaticos marinhos ou
continentais (dgua doce e agua salobra), ou subaéreos (como troncos de arvores, pelos
de animais, rochas e desertos), tolerando ampla faixa de temperatura, radiacéo, turbidez,
concentracdo de oxigénio e didxido de carbono, apresentando, assim, enorme
versatilidade na adaptacdo a diferentes ecossistemas. Desempenham papéis
ecologicamente importantes, sendo produtoras primarias de energia pelas elevadas taxas
de atividade fotossintética, contribuindo para fixacdo do dioxido de carbono (CO2) e
contencdo dos gases de efeito estufa; algumas espécies sdo capazes de fixar o nitrogénio
atmosférico; sdo excelentes bioindicadores da qualidade ecoldgica e servem de alimento

para inumeros consumidores (SOUTO et al., 2014).
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O potencial biotecnolégico das microalgas as tornam relevantes
economicamente como fontes de energia para producdo de biocompostos na melhoria
da fertilidade do solo, para producdo de pigmentos, lipidios e proteinas, para uso como
biocombustivel, entre outros (SOUTO et al., 2014).

Cultivos de microalgas tém sido utilizados para o entendimento da biologia das
espeécies, particularmente no que diz respeito a variabilidade morfoldgica, a plasticidade
fenotipica, a taxonomia, aos processos ecologicos, ontogenéticos, fisioldgicos,
bioquimicos, comportamentais e ao ciclo de vida. Outro aspecto importante, é 0 uso
cada vez mais constante do cultivo de microalgas em testes de toxicidade, o0 que permite
a avaliacdo do impacto ambiental causado por efluentes e substancias quimicas que sao

despejadas nos ecossistemas aquéaticos (LOURENCO, 2006).

Devido a imensa variabilidade na composi¢do bioquimica das microalgas, em
conjunto com técnicas de melhoramento genético e de cultivo em grande escala, tornou-
se possivel, também, o emprego comercial de algumas espécies visando a producéo de
biomassa para fabricacdo de alimentos e compostos naturais (como, por exemplo,
carboidratos, vitaminas, antioxidantes, dentre outros (DERNER et al., 2006), bem como
para aquisicdo de substancias de interesse industrial (LOURENCO, 2006). Segundo Lee
(2011), a maior parte das espéecies de microalgas que sdo de conveniéncia econdmica
para producdo de pigmentos, proteinas, lipideos e bioenergia (biodiesel e biogas),
compreendem, especialmente, 0s grupos das cianofitas (cianobactérias) e das cloréfitas

(algas verdes).

Por apresentarem ampla distribuicdo e facilidade de serem encontradas em
varios ambientes aquéticos continentais e marinhos, aléem de habitats especiais como
neve, troncos de arvores, folhas de plantas terrestres, salinas, cinzas vulcanicas, entre
outros, microalgas representantes da Divisdo Chlorophyta, que contém cerca de 17.000

espécies, vém sendo cultivadas para os mais variados fins (LOURENCO, 2006).

Apesar dessa grande variedade de habitats, cerca de 90% do total de espécies
desta Divis@o (sobretudo as formas microscopicas), ocorrem em ambientes dulcicolas
(LOURENCO, 2006). S& conhecidas como algas verdes e reinem um extenso
conjunto de organismos cosmopolitas com grande diversidade morfoldgica, possuindo
seres com formas unicelulares e coloniais que podem ser flagelados ou imoveis. Exibem

como pigmentos principais a clorofila a e b e, como pigmentos acessorios, 0s
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carotendides (RICHMOND, 2004; LOURENCO, 2006; RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2007, SOUTO et al., 2014).

A classe Chlorophyceae é o grupo mais diversificado quanto a riqueza de tdxons
em aguas continentais brasileiras e varios trabalhos relatam o elevado nimero de taxons
dessa classe em relacdo as demais, especialmente em ambientes tropicais mesotréficos e
eutroficos (TUCCI, et al, 2006; RODRIGUES; SANT’ANNA; TUCCI, 2010;
ESTEVES, 2011).

Dentre os mais diversos géneros dessa classe, 0 género Scenedesmus destaca-se
nas atividades de cultivo pois apresenta rapido crescimento e alta tolerancia as
condigdes as quais sdo submetidas as culturas (LOURENCO, 2006). S&o organismos de
ampla distribuicdo geografica extremamente comuns em qualquer coleta de agua (seja
oligo, meso ou eutréfica), possuindo vasto nimero de exemplares, fato que demonstra a
grande variabilidade morfoldgica do género (BICUDO e MENEZES, 2006).

Scenedesmus esta incluido na Ordem Sphaeropleales, Familia Scenedesmaceae
que englobam individuos unicelulares que constituem cendbios em um ou mais planos,
com 2, 4, 8, 16 ou mais células, tendo como substancia de reserva o amido armazenado
em um unico pirenoide central de cada célula. E considerada a maior familia de algas
verdes cocoides que habitam os ambientes aquéaticos continentais (GODINHO, 2009;
KRIENITZ e BOCK, 2012).

Ao longo dos ultimos 15 anos, muitos estudos foram realizados na familia
Scenedesmaceae visando investigar as suas relacoes filogenéticas (RAMOS; BICUDO;
MOURA, 2015). Foi detalhada uma gama de 1.300 taxons especificos e infra-
especificos para Scenedesmus, tendo em vista sua grande plasticidade fenotipica
(HEGEWALD e SILVA, 1988; HEGEWALD e WOLF, 2003), porém a taxonomia
desse género ainda permanece incerta (HENTSCHIKE e TORGAN, 2010).

O género Scenedesmus, em particular, tem sido cultivado com cunho econémico
por apresentar alto valor nutritivo - referente a elevada producao de proteina e de acidos
graxos (BECKER, 1994; GOUVEIA e OLIVEIRA, 2009) - estando, sobretudo,
empregado em alimentos para nutri¢cdo de peixes, moluscos, crustaceos e outros animais
(DERNER et al., 2006) e, similarmente, como suplemento na alimentagdo humana
(RICHMOND, 2000 apud LOURENCO, 2006). Outra aplicacdo mais atual e de grande
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interesse econdmico e ambiental para esse género € a sua utilizacdo como matéria-
prima para a producéo de biodiesel (TEIXEIRA, 2007). Xin et al., (2011) selecionaram
em seu estudo Scenedesmus sp. para producdo de dleo e reportaram sua elevada
atividade metabolica (10 a 25 % de 0leo), resisténcia as bruscas variacGes ambientais e

as elevadas concentracdes de nutrientes de dguas residuais.

Os crescentes problemas ambientais gerados pela emissdo de gases poluentes
(causadores do efeito estufa, como o didxido de carbono), provenientes do uso de
combustiveis fosseis derivados do petréleo, assim como a possibilidade futura de
escassez dessa fonte energética, trouxeram a necessidade de investimentos em pesquisas
no @mbito do uso de energias limpas (menos poluentes) e ditas renovaveis, isto &, cuja
possibilidade de esgotamento néo ocorra (CHEN e XU, 2014; JUNIOR et al., 2016).

Nas ultimas décadas, muito tem se discutido no meio cientifico e académico
sobre fontes de energia renovaveis e sustentabilidade dos recursos naturais,
considerando a capacidade de suporte dos ecossistemas e a exploragcdo econdmica sem
riscos aos elementos do meio ambiente (MIKHAILOVA, 2004). Neste contexto, o
biodiesel tem sido objeto de grande interesse no que diz respeito aos biocombustiveis,
sendo um possivel substituto do diesel comum, por ser produzido a partir de biomassas
renovaveis, como plantas oleaginosas, além de ser biodegradavel e ndo tdxico
(DERNER et al., 2006; KHAN et al., 2009).

Biocombustivel, por definicdo, € qualquer combustivel que seja derivado de
materiais bioldgicos, o que inclui matéria organica morta e ndo fossilizada, e também
provindo de produtos do metabolismo de organismos vivos, como, por exemplo, 6leo
vegetal (DEMIRBAS, 2009).

O biodiesel, normalmente, é produzido a partir de matérias-primas como 6leos
vegetais (como soja, girassol, palma, canola e outros), gordura animal e 6leos residuais
(provenientes de fritura) (DERNER et al., 2006). No entanto, essas fontes, denominadas
de biocombustiveis de primeira geracdo, ndo suprem a demanda global de combustiveis
para transporte e, ainda, competem com culturas alimenticias. Hipoteticamente, para
atender 100 % da demanda citada, seriam necessarias grandes extensdes de areas
cultivaveis para geracdo da matéria-prima, 0 que poderia causar um impacto no
fornecimento alimentar mundial. (IEA, 2006; MOORE, 2008). Outra questdo
importante no que tange a sustentabilidade na producdo dos biocombustiveis € a
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questdo do desmatamento, acima de tudo em paises com florestas tropicais que estdo

sendo derrubadas para dar lugar as plantagdes energéticas (AZEREDO, 2012).

Face a essa problematica, as microalgas tém sido utilizadas, de forma
emergente, como fonte alternativa para producéo do biodiesel, conforme aponta estudos
recentes. Este fato se justifica em razdo de caracteristicas como: facilidade no cultivo,
quantidade consideravel de lipidio intracelular em determinadas espécies, viabilidade de
manipulacdo génica de vias metabdlicas, duplicacdo da biomassa em um curto intervalo
de tempo e possibilidade de controle das condi¢des de cultivo, que podem atribuir
aplicacdo econdmica as 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 ndo competir com culturas alimenticias, por
serem procedentes de fonte ndo alimentar, e por se desenvolverem em meio aquoso,
necessitando de menos agua que as plantacdes, tendo possibilidade de emprego de agua
salobra ou residual, ndo requerendo, assim, grandes extensdes de terras araveis
(CHISTI, 2007; SCHENK et al., 2008; DISMUKES et al., 2008; HU et al., 2008). A
producdo de biodiesel a partir de algas € objeto de pesquisa em varios laboratorios e
empresas no mundo, tais como Chevron, Exxon, NASA, USdoe, Honeywell, Boeing,
Oilfox (SILVA; BACHOLSKY:; JERONIMO, 2015).

As algas, de maneira geral, produzem varios tipos de lipidios que correspondem
a biomoléculas celulares empregadas como fonte de energia, metabdlitos ou produtos
de armazenamento. Essa composicao de lipidios é responsavel pelo grande interesse na
utilizacdo desses seres vivos para fabricacdo do biodiesel. Na literatura a classificagéo
dos lipidios € heterogénea e ha descri¢des tanto para o teor de lipidios totais quanto para
o0 teor de compostos viaveis para producdo de biodiesel (neste caso, triacilglicerideos e
acidos graxos livres) que estdo presentes nas microalgas (BECKER, 2004; BRANCO et
al., 2014).

Geralmente, as descricBes bibliograficas sdo relacionadas ao teor de lipidios
totais das algas microscopicas, sendo que este varia de uma espécie para outra de forma
consideravel, com percentagens entre 5 a 77% em termos de biomassa seca (CHISTI,
2007). Esse mesmo teor, entretanto, pode ser aumentado com a otimizacdo de fatores

relacionados ao crescimento da microalga, tais como controle do nivel de nitrogénio,
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luminosidade, temperatura, salinidade, concentracdo de CO; e procedimento de coleta
(BRENNAN e OWENDE, 2010).

A composicdo quimica em acidos graxos do 6leo a ser utilizado também é uma
caracteristica importante para obtencdo do biodiesel (BRANCO et al., 2014). Sabe-se
que a maior parte dos lipidios presentes nas microalgas contém &cidos graxos com
cadeias carbonicas de 12 a 22 moléculas, que podem ser saturadas ou insaturadas,
provenientes de lipidios que sdo tipicamente compostos de glicerol, aglcares ou bases
esterificadas (MEDINA et al., 1998; BECKER, 2004; HALIM et al.; 2012).

A capacidade de sobrevivéncia e reproducdo das microalgas perante uma série
de condicbes ambientais é refletida, em grande parte, na vasta diversidade de lipidios
celulares, tal como na habilidade de modificacdo do metabolismo lipidico em resposta a
essas variagdes ambientais (WADA e MURATA, 1998; GUSCHINA e HARWOOD,
2006). Estudos evidenciam que em condicOes de estresse, algumas algas aumentam seu
teor de lipidios, o que representa uma forma de otimizacdo quando se trata de utiliza-las
como matéria-prima para fabricacdo de biodiesel (TORNABENE et al., 1983,
THOMAS et al., 1984; HU et al., 2008). Conforme descrito por Lourengo (2006), no
cultivo de microalgas o estresse visando obter respostas fisiolégicas das culturas é
possivel pela manipulacdo de condicbes como iluminacdo, aeracdo, pH, ou

concentracdo de nutrientes do meio de cultura.

A producdo de lipidios e as propor¢cbes de acidos graxos nas microalgas
parecem ser influenciadas principalmente pela constituicdo do meio de cultura.
Reiteradamente, o acimulo de &cidos graxos é relatado como consequéncia aos efeitos
da limitacdo 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 sdo necessarios em
concentracdes altamente varidveis 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 funcdes diversas nas algas e constituem as biomoléculas da membrana e
do meio intracelular, participando, ainda de processos energéticos e regulacdo
metabolica. A auséncia ou insuficiéncia pode comprometer processos Vvitais para esses
microrganismos (LOURENCO, 2006).
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O nitrogénio representa um dos macronutrientes fundamentais para as
microalgas por ser componente estrutural de proteinas, &cidos nucléicos e pigmentos
fotossintetizantes (clorofilas e ficobilinas). Pode ser assimilado de varias fontes como
nitratos (NO3"), Nitritos (NO2"), uréia, amonia e aminoacidos, sendo que apenas a forma
dissolvida é diretamente disponivel para o crescimento das microalgas, tendo influéncia
direta na reproducgdo das células, fato que esta relacionado intimamente a remocdo de
nutrientes e acumulacdo lipidica (LOURENCO, 2006; XIN et al., 2011).

A limitacdo de nitrogénio é uma estratégia amplamente empregada para
pesquisas que almejam o acumulo de lipidios e &cidos graxos em microalgas. Alguns
trabalhos cientificos revelaram que o acumulo desses compostos bioguimicos esta
associado a concentracdo de nitrogénio no meio de cultivo, como de Rossi (2013), de
Branco et al. (2014) e de Hakalin (2014). Foi observado que em baixas concentragoes
de nitrogénio, as algas verdes apresentam maiores concentracdes de lipidios totais (44-
66% do peso seco) (PIORRECK et al., 1984). Essas concentra¢@es diminuem quando a
concentracdo de nitrogénio aumenta. Em condicOes de deplegdo, a concentragdo de
nitrogénio restante € direcionada para sintese de enzimas e estruturas essenciais,
enquanto o CO. fixado subsequentemente tem suas moléculas convertidas em
carboidratos ou lipidios (SOLOVCHENKO, 2012).

Quando existe suprimento de nitrogénio de forma abundante nos cultivos,
verifica-se tendéncia de aumento no teor de proteinas e de clorofila nas células algais.
De maneira contréria, se a quantidade de nitrogénio disponivel € baixa, percebe-se
diminuicdo marcante da taxa de divisdo celular, além da reducdo de proteinas e de
clorofila, podendo ocorrer aumento da concentracdo de produtos de reserva
(carboidratos) e maior producdo de carotenoides (gerando mudanca de cor em culturas
velhas, que tendem a ter aspecto amarelado) (LOURENCO, 2006).

Como representa uma tecnologia recente, a producdo de biodiesel a partir de
lipidios extraidos de microalgas requer estudos para otimizar os processos de cultivo,
buscando promover maior producdo de lipidios e para estabelecimento da produgdo em
larga escala com melhor custo-beneficio e praticabilidade comercial (WRIGHT, 2006;
HU et al.,, 2008; BRENNAM e OWENDE, 2010; CAROLINO, 2011). Assim,
pesquisas que avaliam o efeito de diferentes concentracfes de nitrogénio sobre o

acumulo de lipidios e sobre a producdo de biomassa em espécies de microalgas
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potenciais para fabricacdo 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 fisiologicos da espécie Scenedesmus acuminatus,
encontrada nos diversos ambientes lacustres do estado do Espirito Santo, no que
corresponde ao cultivo desse microrganismo para avaliacdo do seu crescimento em
meio de cultivo com diferentes porcentagens de deplecdo de nitrogénio, visando, assim,
subsidiar sua utilizagdo como uma fonte alternativa de matéria-prima para producéo de

biodiesel.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de diferentes concentracdes de nitrogénio sobre a biomassa e
producdo lipidica da microalga Scenedesmus acuminatus para fins de producdo de

biodiesel.
2.2 Objetivos Especificos

l. Cultivar a espécie de microalga selecionada em meio de cultivo aquoso
sob diferentes porcentagens de deplecédo de nitrogénio;

Il. Avaliar a densidade celular de S. acuminatus em resposta a deplecdo de
nitrogénio;

I1l.  Estimar a potencialidade de uso da biomassa de S. acuminatus na
producdo de biocombustivel;

IV.  Contribuir para os estudos que visam o cultivo de microalgas em
condigdes de estresse por manipulacdo da concentragdo de nitrogénio,
almejando a elevacdo do teor lipidico.
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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 Laboratorio de
Taxonomia e Ecologia de Algas Continentais — LATEAC, do setor Botanica da
Universidade Federal do Espirito Santo — UFES (Figura 01).

Figura 01: Individuos representantes da espécie Scenedesmus acuminatus (cepa L027A — aumento de
400 x, tamanho 20um).
Fonte: Arquivo préprio (2017).

Os critérios usados para a selecdo da cepa estudada foram trabalhos prévios
desenvolvidos no laboratorio (LATEAC) que confirmam o potencial dessa espécie,
assim como, dados baseados em literatura que trata sobre o cultivo de microalgas para
obtencéo de lipidios, tendo como foco a producédo 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 decisdo. Nao
obstante, varios outros estudos cientificos utilizaram o género Scenedesmus em cultivos
para 0s mais variados fins, como, por exemplo, em testes de crescimento em meios de
cultura residuais alternativos — efluentes — e em analise de produtividade em diferentes
meios de cultura quimicos (BAUMGARTNER et al., 2013; OLIVEIRA, 2013). O fato
do género apresentar rapido crescimento, resisténcia a diversas condicfes de cultivo e
facilidade de ser encontrado em qualquer ambiente dulcicola (BICUDO e MENEZES,
2006; LOURENCO, 2006), também nortearam sua escolha.

Scenedesmus foi descrito por Meyen (1829) para algas cocoides, autosporicas,

com cendbios planos ou curvos. Hegewald (1978), baseado no formato dos polos das
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células e na presenca de ornamentacdes, delimitou os subgéneros Scenedesmus Meyen,
Acutodesmus HEGEWALD e Desmodesmus Chodat. Anet al. (1999), a partir de
estudos moleculares e morfoldgicos, elevaram Scenedesmus e Desmodesmus & categoria
de género. Hegewald (2000) prop6s novas combinacdes para 0 género Desmodesmus.
Tsarenko & Petlevanny (2001), com base na biologia molecular, elevou Acutodesmus
Hegewald a categoria de género, 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 formacdo de espinhos e demais
ornamentacdes. Acutodesmus, por sua vez, diferencia-se de Scenedesmus por ter células
com pdlos agudos, porém ainda ndo é estabelecido como género independente devido
ao fato de ser parafilético (HENTSCHIKE e TORGAN, 2010; RAMOS; BICUDO;
MOURA, 2015).

3.2 Preparacao do Indculo

Apos a selecdo da cepa, se fez necessario aumentar a biomassa da cultura para
que fosse possivel sua utilizacdo 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. Apds 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 utilizacdo da biomassa
final, que seria adquirida, como inéculo 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 gquantificacdo celular, em réplica, em camara de Fuchs-Rosenthal (Figura 02),
foi feita até que fosse atingido um total de 400 individuos, segundo método proposto
por Lourenco (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.
Apés, fez-se a estimativa do niumero de individuos por mililitro de cultura (densidade
celular) com base no fator de multiplicacdo para a contagem de 2 quadrantes maiores da
camara. Entdo, determinou-se o volume de cultura (107 ml) a ser utilizado como
indculo para as unidades experimentais, tendo, como total, cerca de 150.000 células/ml

iniciais.
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Figura 02: Esquema da area de contagem da cAmara de Fuchs-Rosenthal.a) Representagdo do padrdo de
contagem em zigue-zague. b) Sequéncia em diagonal dos quadrados maiores adotada no processo de
quantificacdo celular. c) Critério de contabilidade das células presentes sobre as linhas de delimitagdo de
cada quadrado maior (conta-se para, para cada quadrante, as células das margens esquerda e superior
ilustradas pelos pontos pretos).

Fonte: (LOURENGCO, 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 clorofitas que fazem parte do banco de cultivo do LATEAC, além de

ser, dentre 0os meios de cultura comerciais, um dos mais baratos.

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

solucBes-estoque e seu armazenamento é feito sob refrigeracéo.
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Tabela 01: SolucGes-estoque e reagentes quimicos que compde 0 meio ASM-1.

Solucéo-estoque A Peso (g) Volume a completar Para 1l L de ASM-1
NaNOs; ou NH4Cl; 1,70
MgCl,.6H,0 0,41 200 mL 20 mL
MgS04.7H,0 0,49
CaCl,.2H,0 0,29
Solucéo- estoque B
K>HPO, 0,87 100 mL 4 mL
Na;HPO4.7H20 1.33
Solucéo-estoque C
H3BO3 2,48
MnCl,.4H,0 1,39
FeCls.6H,0 1,08
ZnCl; 0,335 100 mL 0,2 mL
CoCl,.6H20 0,019
CuCl.2H,0 0.0014
Solucéo-estoque D
EDTA. Na; 1,86 100 mL 0,8 mL

Para preparo das solugdes-estoque do meio ASM-1, foram pesadas as
quantidades de cada reagente conforme o0s valores estabelecidos no protocolo. O
nitrogénio presente nesse meio foi proveniente do composto quimico nitrato de sdédio
(NaNOs3).

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 transferéncia do indculo, essas vidrarias foram esterilizadas por calor

Umido - durante 30 min - em uma autoclave.

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

camara de fluxo laminar Pachane PCR T3.

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

caracterizado pelo in6culo das microalgas ao meio de cultura, sendo que ao longo do
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crescimento, nenhum outro componente nutritivo é adicionado a unidade experimental
(LOURENCO, 2006). Além disso, o cultivo foi unialgal e ndo-axénico.

Ap0s o indculo, 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 periodo de 20 dias, nas seguintes condicdes
experimentais: fotoperiodo de 12h luz/escuro, com intensidade luminosa aproximada de
47,25 pumol de fotons m2.s(3500 lux), obtida por meio de lampadas fluorescentes 40W
do tipo daylight; temperatura de 25°C (+1); pH 7,0 e aeracdo constante por meio de
compressores com capacidade de 3.5 L/min de ar. Para garantir maior homogeneidade
dos cultivos, foi realizado, semanalmente, rodizio dos tratamentos, em relacdo as
posices que esses ocupavam na prateleira, e agitagdo manual das unidades
experimentais (ao se notar sedimentagdo da cultura, conforme ocorria 0 aumento da

biomassa).

Figura 03: Unidades experimentais dispostas em uma prateleira da sala de cultivo do LATEAC/UFES.
Fonte: Arquivo préprio (2017).

Com a finalidade de se obter diferentes quantidades de nitrogénio disponivel 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 razdo disso, foram preparadas 4
solucdes-estoque ‘A’ distintas: para o controle essa solucdo foi preparada de modo
convencional, pesando-se o valor total do reagente nitrato de sddio conforme
estabelecido no protocolo; para o tratamento ‘A’ foi preparada com 25 % de deplecéo
de nitrogénio (obtido pela subtracdo 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 solugdes com 50 % e 75

% de deplecéo, respectivamente.

Figura 04: Unidades experimentais (tréplicas) do controle.
Fonte: Arquivo proprio (2017).

Figura 05: Unidades experimentais (tréplicas) do tratamento ‘A’ (25% de deplecdo de nitrogénio).
Fonte: Arquivo préprio (2017).

Figura 06: Unidades experimentais (tréplicas) do tratamento ‘B’ (50 % de deplecédo de nitrogénio).
Fonte: Arquivo préprio (2017).

26



Figura 07: Unidades experimentais (tréplicas) do tratamento ‘C’ (75 % de deplecéo de nitrogénio).
Fonte: Arquivo proprio (2017).

A Tabela 02 mostra os valores pesados do reagente nitrato de sddio para o
preparo dos 200 ml das solugbes-estoque ‘A’ usadas em cada tratamento.
Tabela 02: Valores referentes as quantidades de nitrato de sédio (NaNO3) pesadas para preparo de 200

ml das solugbes-estoque ‘A’ utilizadas no tratamento controle e nos tratamentos com deplecdo de
nitrogénio.

Solugéao-estoque A (Meio ASM-1)

Tratamento Experimental Quantidade de NaNOs pesada (em g)
Controle (protocolo) 1,700
Tratamento A (25 % de deple¢ao) 1,275
Tratamento B (50% de deplecéo) 0,850
Tratamento C (75% de deple¢ao) 0,425

3.5 Avaliacéo do Crescimento

Para avaliar o crescimento da microalga utilizou-se 0 método de densidade
Optica (LOURENCO, 2006).

O desenvolvimento da cultura foi acompanhado do dia 0 até o 20° dia de
experimento. Foram coletadas aliquotas de 7 ml, a cada 2 dias, em todas as unidades
experimentais. As amostras coletadas foram lidas em espectrofotdmetro 6ptico Thermo
Scientific AquaMate Plus UV-VIS no comprimento de onda de 570 nm, em réplica
(LOURENCGCO, 2006).

A densidade celular (nimero de individuos por ml de cultura) foi estimada pela
elaboracdo de uma curva de calibracdo para os valores de absorbancia obtidos na

espectrofotometria Optica. Dessa forma, uma aliquota de 10 ml foi retirada do controle,
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que, visualmente, apresentava maior densidade (devido a coloragdo verde mais intensa),
sendo 1 mL fixado com lugol 5% e utilizado para contagem celular na camera de Fuchs-
Rosenthal e determinacdo da densidade celular desse tratamento. Apés esse
procedimento, com o restante do volume de cultura coletado, foram feitas diluicdes com
com meio ASM-1 para que fossem alcancadas densidades celulares previamente
conhecidas com base no valor oriundo da contagem realizada (sendo elas 100.000
cel/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 diluicdes também tiveram sua absorbancia determinada por
espectrofotometria dptica, com leitura feita em 570 nm, em tréplica. Os dados
resultantes foram, entdo, dispostos em tabelas. Com a equacdo de reta adquirida,
estimou-se o nimero de células/ml para os valores de absorbancia dos tratamentos deste

estudo.

A andlise de massa seca (Figura 08) para quantificagdo da biomassa celular da
microalga S. acuminatus, foi realizada de acordo com o seguinte procedimento: a cada 4
dias aliquotas de 30 ml foram retiradas das 12 unidades experimentais e filtradas a
vacuo em filtros de fibra de vidro GF 1, didametro de 47 mm, previamente pesados em
balanca analitica e secos em estufa a 65 °C até que fosse atingido peso constante. Em
seguida, fez-se a determinacdo da massa seca por meio da diferenca 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 (LOURENCO, 2006). Abaixo segue a formula
empregada no calculo dessa analise:

MS = (Mf-Mi) / V
Em que,
MS: Massa seca;
Mf: Massa final;
Mi: Massa inicial;

V: Volume filtrado.
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Figura 08: Andlise 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 proprio (2017).

3.6 Pigmentos Fotossintetizantes

A determinacdo de clorofila “a” e “b” e carotenodides por espectrofotometria
Optica foi realizada duas vezes durante o experimento: no décimo dia e no vigésimo dia
(ultimo dia). Segundo a metodologia descrita por Lourenco (2006), aliquotas de 30 ml
foram coletadas de cada tratamento e em seguida, filtradas a vacuo em filtros de fibra de
vidro GF 1 com diametro de 47 mm. Para preservacdo das amostras, os filtros com a
biomassa retida foram dobrados ao meio e envoltos em papel aluminio, guardados, sob
refrigeragdo, em um recipiente com tampa opaca, também envolto em papel aluminio, e

contendo silica gel.

A extracdo dos pigmentos se deu através da maceragédo dos filtros que continham
amostra com auxilio de cadinho e pistilo, adicionando-se, como solvente a frio, acetona
90 %. Todo procedimento foi realizado em ambiente escuro, empregando-se apenas
uma lampada de luz verde. Depois dessa etapa, a solucao resultante foi acondicionada
em tubos Falcon com capacidade para 15 ml. Os tubos foram, assim, armazenados em
refrigerador a 4°C por um periodo de 24 h. Transcorrido esse tempo de repouso, para

retirar qualquer particula sélida, realizou-se a centrifugacdo dos tubos em centrifuga
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refrigerada, durante 30 min, a uma rotacdo de 3000 rpm. O sobrenadante resultante foi
lido no espectrofotometro Thermo Scientific AquaMate Plus UV-VIS nos
comprimentos de onda estipulados para detecgdo dos picos de absorgao da clorofila “a”

e “b” e dos carotendides totais.

A concentracdo das clorofilas “a” e “b” foi determinada pela aplicagdo das
equacOes propostas por Jeffrey e Humphrey (1975); para a concentracdo dos
carotendides totais, a equacdo empregada foi a proposta por Strickland e Parsons
(1968).

3.7 Determinacao dos Lipidios Totais

Ap0s os 20 dias de experimento, o cultivo foi interrompido e o volume restante
de cultura, de cada tratamento, foi centrifugado em centrifuga SIGMA 6-15, em tubos
com capacidade de 50 ml, por 5 min a uma rotacdo de 3000 rpm. Em seguida, separou o

sobrenadante da biomassa decantada.

Com o auxilio de pipetas de Pasteur descartaveis a biomassa foi retirada do
fundo dos tubos de centrifugacdo 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 periodo de 2 dias, as amostras

foram liofilizadas em liofilizador Solab SL — 404 a aproximadamente -46 °C.

O tempo de liofilizacdo também foi de 2 dias. As biomassas foram retiradas da
placa de Petri e acondicionadas em sacos plasticos 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 determinacdo do teor de lipidios totais.

A extracdo dos lipidios 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 balanca analitica. 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 exaustdo, foram adicionados ao contetdo do tubo, com

auxilio de uma pipeta automatica, 2 ml de agua destilada, 2,5 ml de cloroférmio e 5 ml
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de metanol, procedendo-se a agitacdo manual por 2 min. Apos, foram adicionados
novamente 2,5 ml de cloroférmio e agitou-se por mais 30 segundos (manualmente);
adicionaram-se mais 2,5 ml de agua destilada, prosseguindo-se a agitagdo manual por

mais 30 segundos.

Os tubos, entdo, foram centrifugados a uma velocidade de 3500 rpm, durante 8
min, sob refrigeracdo de 4° C. Ao final desse processo, notaram-se nos tubos 3 fases
distintas: a fase superior (aquosa), a fase intermediéria (biomassa algal) e a fase inferior
(orgénica, representada pela mistura do cloroférmio com os lipidios extraidos) (Figura
09).

Figura 09: Tubo Falcon contendo as trés fases observadas durante o teste de determinagdo de lipidios
totais. A parte superior representa a fase aquosa, a do meio a biomassa algal e a inferior a fase orgéanica
(onde estdo contidos os lipidios).

Fonte: Arquivo proprio (2017).

A fase organica foi retirada de cada tubo por meio de uma pipeta de Pasteur
descartavel e foi transferida para os béqueres que tinham sido pesados anteriormente
(Figura 10). Feito isso, as amostras foram levadas a estufa aquecida a 45°C para
evaporacdao 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 orgénica que foi retirada do tubo Falcon ap6s
a centrifugacdo das amostras (estdo representadas na foto as tréplicas do tratamento C).
Fonte: Arquivo proprio (2017).

Figura 11: Béqueres contento a fase organica (lipidios totais) ap6s a secagem realizada em estufa a 45° C,
até que se atingisse peso constante.
Fonte: Arquivo proprio (2017).

O teor de lipidios totais foi calculado conforme a formula 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 extragéo.
3.8 Interpretacéo dos Resultados

Os valores obtidos para a densidade celular permitiram a elaboracdo da curva de
crescimento para cada tratamento experimental, possibilitando o célculo das taxas de
crescimento, de tempo de duplicacdo e de rendimento méximo das culturas (Tabela 03).
Os valores compreendidos na fase exponencial do crescimento de cada tratamento

foram utilizados como base para os calculos dessas taxas.

A taxa de crescimento (n) e tempo medio de duplicacdo (G) foram calculados

segundo as equac0es descritas por Fogg e Thake (1987):

pn=(In N2-In N1) (t2 - t1)

Sendo,
n = velocidade especifica do crescimento;

Nz1e N2 = nimero de células nos tempos tie t2.

A partir do p é possivel calcular o tempo médio de duplicacéo:

G=In2/p

O rendimento maximo de cada tratamento foi determinado através da equacéo:

R = R1-Ruo,

Na qual,
R1 = nimero maximo de células/mL;

Ro= ndmero inicial de células/mL.

3.9 Andlises Estatisticas

Os dados obtidos nas andlises de crescimento (taxa de crescimento, taxa de
duplicacdo e rendimento maximo), massa seca, pigmentos e lipidios totais foram
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e a analise da variancia ANOVA,

seguido pelo teste comparativo de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. O
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programa utilizado para a realizacdo dos testes foi o ASSISTAT versdao 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 relacdo a quantidade de nitrogénio, estdo

representadas nas Figuras 12, 13, 14 e 15.
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Figura 12: Curva de crescimento da microalga Scenedesmus acuminatus cultivada no controle.
Fonte: Elaboracéo propria (2017).
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Figura 13: Curva de crescimento da microalga Scenedesmus acuminatus cultivada no tratamento ‘A’.
Fonte: Elaboracéo propria (2017).
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Figura 14: Curva de crescimento do cultivo da microalga Scenedesmus acuminatus cultivada no

tratamento ‘B’.

Fonte: Elaboracdo propria (2017).
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Figura 15: Curva de crescimento da microalga Scenedesmus acuminatus cultivada no tratamento ‘C’.
Fonte: Elaboracéo propria (2017).

As mesmas curvas apresentadas acima estdo ordenadas na Figura 16 de forma
sobreposta para fins de comparacdo simultanea.
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Figura 16: Curvas de crescimento sobrepostas dos tratamentos utilizados neste estudo.
Fonte: Elaboracéo propria (2017).
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O tratamento controle, tratamento ‘A’ e tratamento ‘B’ apresentaram a fase de
inducdo do crescimento (lag) - caracterizada pela adaptacdo das células recém-
inoculadas ao novo ambiente de cultivo - com duracdo de 2 dias (dia 0 ao dia 2). No
tratamento ‘C’, entretanto, observou-se auséncia dessa fase, uma vez que, graficamente,
foi percebido um crescimento acentuando entre o dia 0 e o dia 2, 0 que marcou o inicio
da fase exponencial (log) para esse tratamento — nessa fase ha aumento da taxa de
crescimento. Isso posto, para os demais tratamentos (controle, ‘A’ e ‘B’) a fase
exponencial teve inicio logo apos a fase de inducdo, a partir do 2° dia de experimento,

como pode ser observado na Figura 16.

Assim, ndo se observou nas curvas de crescimento um padrdo que indicasse a
transicdo da fase exponencial para as fases de reducdo e estacionéria, nas quais ocorre
um declinio do crescimento.

Tabela 03: Valores de taxa de crescimento (i), tempo de duplicagdo (G), em dias, e rendimento maximo

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

Taxa de Crescimento Tempo de Duplicacéo Rendimento Méximo

Tratamento (1 - em dias) (G —em dias) (R —cel/mL)

Controle 0.13214 a 5.29009 a 5.939.167 a
A (- 25% N) 0.11838a 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 ¢

*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.

Os tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa para os parametros taxa
de crescimento e tempo de duplicagdo (p >0,05), sendo esses valores considerados

préximos numericamente.

Em relacdo ao rendimento maximo da cultura (Tabela 03), houve diferenca
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 maximo (5.939.167 células/mL), seguido pelos
tratamentos ‘A’ e ‘B’, sendo 4.967.500 ceélulass/mL e 4.579.167 células/mL,

respectivamente, e em ultimo pelo tratamento ‘C’ que teve o menor rendimento
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(3.385.833 células/mL). A diferenca entre 0 maior e o menor rendimento foi de
2.553.333 células/mL de cultura.

A Tabela 04 apresenta os valores para analise de massa seca referente ao 04°,
08°, 12° 16° e 20° dia de cultivo. N&o houve diferencga significativa dos dados de
biomassa comparados entre os tratamentos até o 12° dia de experimento. No 16° dia o
controle apresentou valores de biomassa significativamente (p<0,01) maior, seguido
pelos tratamentos ‘A’, ‘B’ e ‘C’, sendo que ‘B’ e ‘C’ ndo foram significativamente
diferentes entre si. Ao final do experimento, 20° dia, 0 controle continuou apresentando
valores de biomassa maior significativamente que os tratamentos ‘A’, ‘B’ e ‘C’, sendo

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

Tabela 04: Analise 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 ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. Letras minasculas comparam os tratamentos entre si (colunas) e letras
maidsculas (linhas) comparam dados dentro do mesmo tratamento.

Ao se fazer a comparagéo dos resultados para 0 mesmo tratamento no decorrer
do experimento, foi possivel perceber que todos apresentaram diferenca significativa
(p<0,01) para os valores de massa seca. Assim, o tratamento ‘controle’ teve aumento
progressivo de biomassa, exibindo maior valor no 20° dia e menor valor no 04° dia,
possuindo todos os dados diferentes em estatisticamente; o tratamento ‘A’ também teve
aumento de biomassa e valores sem diferenca 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 diferenca significativa para os dias 16 e 12 (valores
intermediarios) e para os dias 08 e 04 (menor valor), possuindo valor mais elevado no o
dia 20; o tratamento ‘C’ expressou valores sem diferenca signicativa para os dias 20 e
16 (maiores biomassas) e para os dias 04 (menor resultado), 12 e 08 (valores

intermediarios).
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Os valores registrados para as concentracdes dos principais pigmentos

analisados durante o experimento se encontram listados na Tabela 05.

Tabela 05: Contetido de clorofila “a” e “b” e carotenOides totais da microalga Scenedesmus acuminatus
obtidos em dois periodos do cultivo desenvolvido.

Coleta 01 (10° dia) Coleta 02 (20° dia)
Clorofilaa Clorofilab  Carotendides  Clorofila a Clorofilab  Carotendides
Tratamento
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/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 ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. Letras mindsculas comparam os tratamentos entre si e letras maidsculas
comparam dados dentro do mesmo tratamento.

Os resultados da andlise de pigmentos dos tratamentos experimentais, quando
comparados entre si, exibiram diferenga significativa (p<0,01) nas duas coletas,
realizadas no 10° dia e no 20° dia do experimento. Notou-se que para 0s trés pigmentos
analisados - clorofila ‘a’, clorofila ‘b’ e carotendides — que o tratamento ‘controle’ teve
as maiores concentragdes nas duas coletas; os tratamentos ‘A’ e ‘B’ foram préximos,
ndo possuindo diferenca estatistica significativa, apresentando valores intermediarios
em comparacdo aos demais tratamentos; o tratamento ‘C’ mostrou 0S menores

resultados de concentracdo desses pigmentos.

No estudo estatistico para comparacfes da andlise de pigmentos dentro do
mesmo tratamento, o tratamento ‘controle’ expressou diferenca significativa (p<0,01)
apenas para os valores de concentracdo dos carotenoides totais, aumentando a
concentracdo desses pigmentos no decorrer dos 20 dias. Nos tratamentos ‘A’ e ‘B’
notou-se uma reducdo significativa (p<0,01)nos indices da clorofila ‘a’ do 10° para o
20° dia. O tratamento ‘C’, por sua vez, expressou diferenca estatistica (p < 0,05) para 0s
dados de clorofila ‘b’ - diminuindo sua concentracdo do dia 10 para o dia 20 - e para 0s
dados de carotenoides totais, demonstrando aumento significativo (p<0,01) do 10° para
0 20° dia. De modo geral, para os demais resultados, mesmo ndo tendo diferenca
significativa, foi possivel observar uma baixa na produgdo de clorofila ‘a’ ¢ ‘b’ ¢ uma

elevacdo na concentragédo dos carotenoides totais no transcorrer do tempo.
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Os teores de lipidios totais calculados para a microalga utilizada foram

elencados na Tabela 06.

Tabela 06 — Contetido de lipidios totais obtidos durante o cultivo da microalga Scenedesmus acuminatus
nos diferentes tratamentos experimentais de deplecéo de nitrogénio.

Tratamento Lipidios Totais (mg/g) %
Controle 101.3b 10,1
A 1174 b 11,7
B 159.1a 15,9
C 176.2 a 17,6

*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. Letras mintsculas comparam os tratamentos entre si.

As concentragdes e teores de lipidios totais obtidos do controle e dos tratamentos
nos apresentaram diferenca significativa (p < 0,05): os resultados para o controle e para
o tratamento ‘A’ e para os tratamentos ‘B’ e ‘C’, respectivamente, ndo exibiram
diferenca significativa. Em decorréncia disso, a maior concentracdo de lipidios totais foi

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

5. DISCUSSAO

As curvas de crescimento da microalga Scenedesmus acuminatus mostraram fase
de inducéo de crescimento (lag) no controle e nos tratamentos ‘A’ e ‘B’, ndo tendo sido
observada no tratamento C. Tal fato pode ser explicado devido as diferencas entre as
caracteristicas do cultivo preexistente (inéculo) e o novo cultivo a ser desenvolvido,
como concentracdo de nutrientes, intensidade luminosa, pH, temperatura, fotoperiodo,
caracteristicas geneticas, deficiéncia de CO>, entre outras. Nesses casos, a fase lag pode
ter duracdo de algumas horas, de dias, ou, simplesmente, ndo ser percebida
(LOURENCO, 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
deplecéo de nitrogénio do meio ASM-1 - um dos nutrientes essenciais as microalgas —
visto que as demais condi¢des (temperatura, pH, luminosidade, fotoperiodo e aeracao)
foram as mesmas ou muito proximas as condi¢bes em que o inoculo estava submetido,
sendo apenas alterada a porcentagem desse elemento quimico nos tratamentos

empregados. Outro fator seria que a fase de adaptacdo ndo ter sido notada no tratamento

39



‘C’ (de maior deplecdo de nitrogénio) devido ao evento das células recém-inoculadas
terem sido oriundas do cultivo (in6culo) ainda novo (duas semanas) e saudavel, o que
torna o crescimento imediato favoravel (LOURENCO, 2006).

VariagOes dessa fase de inducdo do crescimento sdo comuns em pesquisas
cientificas 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 duracdo de 03 dias em todos os meios de cultura utilizados. Hakalin (2014) ao
estudar condicOes de otimizacédo de cultivo para Scenedesmus sp. visando a producéo de
biodiesel, verificou fase lag com duracdo de 1 dia e, em outra varidvel examinada,
auséncia dessa fase. Tomas (2016) ao cultivar Scenedesmus acuminatus em meio de
cultura com adicdo de efluente de maceracdo de milho para extracdo e quantificacdo de
lipidios percebeu que em uma das unidades experimentais, que continha o efluente
biodigerido ndo estéril, a fase lag durou 5 dias, o que sugeriu uma dificuldade de

adaptacdo da microalga a esse substrato.

A fase exponencial (log), que geralmente sucede a fase de inducéo, teve inicio
para o controle e para os tratamentos ‘A’ e ‘B’ a partir do segundo dia do cultivo, com
duracéo 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 ultimo dia do cultivo, ndo se
observando a transicdo para fase de reducdo ou estacionaria (Figura 16), na qual o
rendimento do cultivo geralmente comega a sofrer declinio (LOURENCO, 2006). De
acordo com o experimento de Sebastien & Granja (2005), o género Scenedesmus nédo
desenvolve um estagio estacionario, passando diretamente da fase de crescimento linear
(exponencial) para a fase de morte celular, padrdo notado por Tomas (2016) para

Scenedesmus acuminatus durante os 20 dias de sua pesquisa.

Segundo Lourenco (2006) a fase exponencial pode apresentar duracdo variavel
dependendo, sobretudo, da disponibilidade de nutrientes essenciais, como nitrogénio, e,
guando esses se tornam limitantes, é possivel verificar um crescimento reduzido
viabilizado pelo consumo de reservas celulares. Para esta pesquisa, acredita-se que, as
porcentagens de deplecdo de nitrogénio nos tratamentos, promoveram acUmulo de
reservas energéticas - na forma de lipidios - que propiciaram o crescimento da

microalga, mesmo sob condicdo de estresse, mantendo entéo, a fase exponencial durante

40



todo periodo de estudo (SOLOVCHENKO, 2012). Além do mais, 0 género
Scenedesmus sp. apresenta alta capacidade de resisténcia a condigdes ambientais
diferenciadas e, também, a condicGes variadas de cultivo (LOURENGCO, 2006; XIN et
al., 2011).

Para os parametros de avalicdo do crescimento (Tabela 03), esperava-se que
quanto maior fosse a deplecdo de nitrogénio no meio nutriente, menor seria a taxa de
crescimento da microalga Scenedesmus acuminatus e, por consequéncia, maior o tempo
de duplicacdo - considerando que esse nutriente € fundamental para producdo de
biomoléculas vitais (proteinas, &cidos nucléicos e pigmentos fotossintetizantes), além de
reduzir a divisdo celular quando em escassez (LOURENCO, 2006). Contudo, as taxas
de crescimento e o0s tempos de duplicagdo nos tratamentos ndo diferiram
significativamente entre si para as condigdes experimentais analisadas, ou seja, as
culturas cresceram em igual velocidade de multiplicacdo, o que pode ter relacdo, por

exemplo, com diferencas nas fases de crescimento.

A maior parte dos experimentos descritos na literatura sobre o cultivo de
microalgas para producdo de biodiesel emprega a privacao do nutriente nitrogénio como
estratégia para gerar condicdes de estresse em que se observam um maior acumulo de
lipidios nas células. Segundo Martins (2014) a deplecdo de nitrogénio suprime o
crescimento celular e induz o acumulo de lipidios. Hakalin (2014) obteve menor
crescimento de Scenedesmus sp. no tratamento de sua analise em que havia auséncia de
nitrato na composicdo 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 nitrogénio no meio, o que ndo foi verificado pelos testes

estatisticos.

O rendimento maximo (Tabela 03) para o cultivo realizado teve seu maior
ndmero no controle e menor numero no tratamento ‘C’, ndo sendo diferindo
significativamente para os tratamentos ‘A’ e ‘B’. Dessa forma, as porcentagens de 25 %
(tratamento ‘A’) e 50% (tratamento °‘B’) testadas para privacdo de nitrogénio
compreenderam mesmo efeito no resultado desse parametro. Em termos gerais, para o
maior valor de deplecdo, observou-se menor quantidade de individuos por mL de

cultura, o que coincide com informagdes presentes na literatura (LOURENCO, 2006;
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ROSSI, 2013) e pode ser observado visualmente pelo confronto da coloracdo do inoculo

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

Esse efeito distinto em relacdo aos parametros de crescimento (i, 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 as restricbes de nitrogénio impostas no
meio de cultura, ocorreu perda (morte celular) nesses mais acentuada que nas condic¢oes
nutritivas normais (controle), sendo 0s organismos sobreviventes responsaveis pela
manutencdo da cultura (continuaram a se dividir), o que pode ter relacdo com os

diferentes valores de densidade celular atingidos ao término do experimento.

A diferenca significativa na biomassa dos tratamentos experimentais (Tabela
04), segundo os testes estatisticos, apenas ocorreu nos dias 16 e 20 do estudo, sendo
possivel notar, ao final do cultivo, que o maior valor de massa seca foi obtido no
controle (1.0633 g/L), resultado esperado devido & quantidade convencional de
nitrogénio no meio nutriente, seguido pelos tratamentos ‘A’ (0.8733 g/L) e ‘B’ (0.7677
g/L), sem diferenca significativa entre si, e, pelo tratamento ‘C’ (0.5044 g/L). Esses
resultados corroboraram o padrdo de distribuicdo dos dados de rendimento méaximo dos
tratamentos, ratificando que, para as condigdes de privacdo de nitrogénio impostas,
guanto maior a porcentagem de deplecdo, menor a densidade celular obtida e,

consequentemente, menor o valor da biomassa final.

A comparacdo dentro do mesmo tratamento para massa seca (Tabela 04)
fundamentou o incremento de biomassa que ocorreu em todos os tratamentos ao longo
do periodo de cultivo, mostrando que o controle foi o Unico que teve aumento
significativo em todos os dias analisados, constatando que a deplecdo de nitrogénio

influenciou na obtencdo de biomassa.

A concentracdo de massa seca (Tabela 04) mostrou-se superior ou proxima aos
valores apresentados em outros estudos que cultivaram o género 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 condicdo de deplecdo de nitrogénio;

Oliveira (2013) ao testar a producdo de biomassa de Scenedesmus sp. em efluente de
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bovinocultura registrou massa seca de 0,4800 g/L, que foi inferior a quantidade para o
tratamento ‘C’ (0.5044 g/L); Tomas (2016) alcancou maior rendimento em biomassa de
0,6400 g/L para Scenedesmus acuminatus cultivada em agua de maceracdo do milho,
valor também inferior aos dos tratamentos ‘A’ e ‘B’ deste experimento. Foi possivel
observar, entdo, que a deplecédo de nitrogénio do meio ASM-1 é uma melhor estratégia
para se obter valores mais elevados de massa seca de S. acuminatus em comparagao aos

cultivos realizados por estes autores com meios alternativos,

Por ser um constituinte importante dos pigmentos fotossintetizantes, condic¢oes
nas quais o nitrogénio é suprimido podem acarretar uma reducdo na concentragdo da
clorofila e um aumento na producdo de carotendides (LOURENCO, 2006). Neste
estudo, foi possivel notar que os dados da andlise dos principais pigmentos das
cloroficeas (Tabela 05), estavam de acordo com o0 que consta na literatura supracitada:
os tratamentos ‘A’ e ‘B’ apresentaram reducdo na concentracdo de clorofila “a” do dia
10 para o dia 20, indicando que a privacdo do nitrogénio teve efeito negativo sobre a
concentracdo desse pigmento; no tratamento ‘C’ a reducdo ocorreu na concentracdo da
clorofila “b” tendo ainda, 0 aumento dos carotendides totais, do décimo para o vigésimo
dia.

A reducdo da clorofila e 0 aumento da producdo de carotendides pdde ser
observado visualmente nas culturas com reducdo de nitrogénio (tratamentos ‘A’, ‘B’ e
‘C’) devido a mudanca de coloracdo que conferiu a essas um aspecto amarelado
(Figuras 05, 06, 07) (LOURENCO, 2006).

O controle também teve aumento significativo dos carotendides mesmo sem
deplecéo de nitrogénio. 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 propria dindmica da cultura, devido ao crescimento, consumo de nutriente
e morte celular, ocasionalmente, pode ter gerado uma menor disponibilidade do
nitrogénio em relacéo ao inicio do cultivo, agindo, desse modo, sobre a concentracéo de

pigmentos.

Conforme a Tabela 05 ambas as coletas para analise de pigmentos apresentaram
padrdo de agrupamento estatistico semelhante se comparados os tratamentos entre si. A
coleta do dia 20, entretanto, corroborou os resultados finais de rendimento maximo

(células/mL) e de biomassa seca, mostrando a concordancia entre a densidade celular e

43



a concentracdo de pigmentos obtidos, isto €, uma maior concentracdo de pigmentos €
observada quando se tem uma maior densidade de células. Essas trés variaveis nao
apresentaram diferenca significativa para os tratamentos experimentais — Tabelas 03 a
05.

O teor de lipidios totais da microalga Scenedesmus acuminatus (Tabela 06)
indica que os valores obtidos ndo tiveram diferenca significativa para o controle e
tratamento ‘A’ (101.3 e 117.4, em mg de lipidios por g de biomassa seca,
respectivamente) e para os tratamentos ‘B’ e ‘C” (159.1 e 176.2, em mg de lipidios por
g de biomassa seca, respectivamente). Em outros termos, o aumento de lipidios totais
em detrimento da quantidade de nitrogénio foi maior no tratamento ‘B’ e ‘C’
comparados aos tratamentos ‘controle’ e ‘A’, ndo havendo diferenca significativa entre

‘B’ e ‘C’ e ‘controle’ e ‘A’.

Mandal & Mallick (2009) ao analisarem o crescimento de Scenedesmus obliquus
sob varias condic¢des de cultivo obtiveram aumento significativo nos lipidios (43 % do
peso de células secas) em condi¢cbes de deficiéncia de nitrogénio em contraste com o
valor registrado para o controle (12,7 %). Mandotra et al. (2014), por sua vez, estudou o
rendimento de biomassa e lipidios da microalga Scenedesmus abundans encontrando
maiores valores na condicdo em que a concentracdo de nitrogénio do meio CHU-13
modificado foi reduzida para 0,32 g/L. Os resultados deste estudo para 0 maior teor de
lipidios totais obtidos (tratamentos ‘B’ e ‘C’) é coerente, entdo, com o que € apresentado
na literatura para cultivos de microalgas sob privacdo de nitrogénio promovendo maior

acumulo lipidico para posterior uso na producdo de biocombustivel.

Era esperado que a diferenca do teor de lipidios fosse maior quanto maior fosse
a restricdo do nitrogénio do meio nutriente; todavia o tratamento ‘A’, menor deplecéo (-
25% N), foi estatisticamente igual ao controle na concentracdo de lipidios; de forma
semelhante, os tratamentos de maior deplecdo de nitrogénio —B’, com -50% N e ‘C’,
com -75 % N — ndo apresentaram diferenca significativa entre si em relacdo ao aumento
da porcentagem lipidica da microalga estudada, mas diferiram significativamente

guando comparados ao controle e tratamento ‘A’.

Tomas (2016) ao comparar os metodos de extracao de lipidios em S. acuminatus
cultivado em meio contendo &gua de maceracdo de milho, registrou uma porcentagem
maior de lipidios extraidos pelo metodo de Bligh & Dyer (1959) a 45° C, obtendo 13,6
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% de lipidios totais. Essa mesma metodologia foi empregada neste experimento,
resultando em uma porcentagem lipidica 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 lipidios totais para essa especie 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 lipidios totais cultivando S. acuminatus
para fins de extracdo de lipidio para biodiesel; Torres et al. (2014) reportaram em seu

experimento um teor de 15,0 % de lipidios totais para a microalga em questao.

Assim, os tratamentos ‘B’ e ‘C’ deste estudo exibiram teores iguais ou maiores
que os dados encontrados na literatura para a porcentagem de lipidios totais da espécie
S. acuminatus. Sugere-se, portanto, que, para essa espécie de microalga, a otimizacédo do
meio de cultivo ASM-1 para maiores acumulos de lipidios pode ser alcancada a partir
das condicGes de deplecdo do regente nitrato de sodio (solucdo-estoque A) na
porcentagem de 75% em relacdo a quantidade convencional descrita no protocolo dessa
solugéo nutriente, visto que se utilizaria menor quantidade de reagentes, reduzindo, com

IS0, 0 custo do procedimento.

Branco et al. (2014) analisaram a composicdo em acidos graxos do 6leo da
microalga S. acuminatus e verificaram que o perfil de ésteres € semelhante a
composicdo em acidos graxos do 6leo de soja, principal matéria-prima utilizada para a
producdo de biodiesel no Brasil, apontando que os lipidios extraidos dessa microalga
podem levar & producdo de um biodiesel de qualidade. A vista disso, o cultivo da
microalga S. acuminatus aqui desenvolvido, visando melhor porcentagem lipidica na
biomassa final, mostrou o potencial promissor desse microrganismo para uso como
matéria-prima sustentavel na elaboracdo de biodiesel. Esse fato também foi constatado
por Tomas (2016), para cultivo S. acuminatus em agua de maceracdo de milho, e por
Hakalin (2014), para Scenedesmus sp. cultivada em meio ASM-1 otimizado.

6. CONCLUSAO

A velocidade de crescimento da microalga S. acuminatus cultivada em meio
ASM-1 com restricdo de nitrogénio ndo apresentou diferenca significativa entre 0s
tratamentos empregados; entretanto, essa condigdo influenciou de forma significativa a
densidade celular final e a biomassa seca, distintas entre os tratamentos, sendo 0s

menores valores registrados na maior porcentagem de deplecéo utilizada.
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A concentracdo de pigmentos fotossintéticos também foi influenciada pela
escassez de nitrogénio, uma vez que foi detectada redugdo da clorofila “a” ¢ ‘b” e
aumento dos carotenoides, de forma variada dentro dos tratamentos, o que foi coerente

com o que é descrito em literatura para cultivos em que o nitrogénio € escasso.

Os tratamentos ‘B’ (-50 % N) e ‘C’ (-75% N), sem diferenca significativa entre
si, foram os que registraram maior valor no teor de lipidios 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 acimulo de lipidios nas células, tendo um menor
custo, pela reduzida quantidade de reagente utilizada na preparacdo do meio nutriente,

fator interessante para a elaboracdo de biodiesel.

Conclui-se, portanto, que o acumulo de lipidios € aumentado através da
otimizacdo do meio de cultura ASM-1 pela reducdo do nutriente nitrogénio e que a
microalga Scenedesmus acuminatus representa, entdo, uma matéria-prima potencial para
ser utilizada em cultivos que visam a producéo de biodiesel como uma fonte de energia

renovavel.

Ressalta-se, no entanto, que esta pesquisa foi conduzida em nivel laboratorial, e,
mesmo obtendo um resultado favoravel, requer estudos aprofundados para aplicacdo
dos tratamentos mencionados em larga escala, buscando-se, para tal, um melhor custo-
beneficio do cultivo e condicdes 6timas para viabilidade comercial (como, por exemplo,

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

46



7. REFERENCIAS

AN, S.S.; FRIEDL, T.; HEGEWALD, E. Phylogenetic relationships of Scenedesmus
and Scenedemus-like coccoid green algae as infered from ITS-2 rDNA sequence

comparisons. Plant Biology v. 1, p. 418-428, 1999.

ARKRONRAT, W.; DEEMARK, P.; ONIAM, V. Growth performance and proximate
composition of mixed cultures of marine microalgae (Nannochloropsis sp.
&Tetraselmissp.) with monocultures. Songklanakarin J. Sci. Technol., Tailandia, v. 1,
n. 38, p.1-5, jan. 2016.

AZEREDO, V. B. S. Producdo de biodiesel a partir do cultivo de microalgas:
estimativa de custos e perspectivas para o Brasil. 2012. 171 f. Dissertagédo
(Mestrado) - Instituto Alberto Luiz Coimbra de Pos-graduacdo e Pesquisa de
Engenharia, UFRJ, Rio de Janeiro, 2012.

BAUMGARTNER, T. R. S. et al. Avaliacdo da produtividade da microalga
Scenedesmus acuminatus (Lagerheim) Chodat em diferentes meios de cultivo. Revista
Brasileira de Biociéncias, Porto Alegre, v. 11, n. 2, p.250-255, 2013.

BECKER, E.W., In: Microalgae: biotechnology and microbiology, Ed. Baddiley, J. et
al., Cambridge Univ. Press, Cambridge, New York, p. 186-187, 1994.

BICUDO, C. E. M.; MENEZES, M. Geénero de Algas de Aguas Continentais do
Brasil. 2. ed. Séo Carlos: RiMa,, 2006. 508 p.

BLIGH, E. G.; DYER, W. J. A rapid method of total lipid extraction and purification.
Canadian Journal of Biochemistry and Physiology, v. 37, p. 911-917, 1959.

BRANCO, K. B. Z. F. et al. Purificacdo e caracterizacdo do 6leo da microalga
Scenedesmus accuminatus visando a producdo de biodiesel. In: XX Congresso

Brasileiro de Engenharia Quimica, Florianopolis, 2014.

47



BRENNAN, L.; OWENDE, P. Biofuels from microalgae—A review of technologies for
production, processing, and extractions of biofuels and co-products. Renewable and
Sustainable Energy Reviews, [s.l.], v. 14, n. 2, p.557-577, fev. 2010.

CAROLINO, L. R. V. Cultivo de microalgas unicelulares para determinacdo da
producao lipidica e sequestro de carbono. 80 f. Dissertacdo (Mestrado) - Curso de
Biologia (Biologia Celular e Biotecnologia), Faculdade de Ciéncias, Universidade de
Lisboa, Lisboa, 2011.

CHELLAMBOLI, C. et al. Application of response surface methodology for
optimization of growth and lipids in Scenedesmus abundans using batch culture
system. RSC Advances, [s.l.], v. 4, n. 42, p.22129-22140, 2014.

CHEN, J.; XU, D. Progress and Recent Trends in Biofuels for Internal Combustion
Engines. J. Of Advancement in Engineering and Technology, [s.l.], v. 2, n. 2, p.1-7,
2014,

CHISTI, Y. Biodiesel from microalgae. Biotechnology Advances, [s.l.], v. 25, n. 3,
p.294-306, maio 2007.

DEMIRBAS, A. Progress and recent trends in biodiesel fuels. Energy Conversion and
Management, [s.l.], v. 50, n. 1, p.14-34, jan. 20009.

DERNER, R. B. et al. Microalgas, produtos e aplicacdes. Ciéncia Rural, Santa Maria,
v. 36, n. 6, p.1959-1967, 2006.

DISMUKES, G. C.et al. Aquatic phototrophs: efficient alternatives to land-based crops
for biofuels. Current Opinion in Biotechnology, [s.l.], v. 19, n. 3, p.235-240, jun.
2008.

DZUMAN, M. J. Efeito da reciclagem repetida do meio de cultivo da microalga
Scenedesmussp para a producdo de biodiesel. 100 f. Dissertagdo (Mestrado) - Pos-

graduacdo em Engenharia Quimica, Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2013.

ESTEVES, F.A. Fundamentos de Limnologia. 3. ed. Rio de Janeiro: Interciéncia,
2011. 826 p.

48



FOGG, G. E.; THAKE, B. Algae Cultures and Phytoplankton Ecology, ed.
3.London: Universityof Wisconsin Press, p. 269, 1987.

GODINHO, L.R. Familia Scenedesmaceae (Chlorococcales, Chlorophyceae) no
Estado de Sao Paulo: levantamento floristico. 2009. 204 f. Tese (Doutorado) - Curso
de Biologia, Instituto de Botanica da Secretaria do Meio Ambiente do Estado de Séo
Paulo, S&o Paulo, 2009.

GORHAM, P.R.et al. Isolation and culture of toxic strains of Anabaena flos-aquae
(lyng) de Breb. Verh. Int. Verein. Limnol., v.15, p. 796-804, 1964.

GOUVEIA, L.; OLIVEIRA, AC. Microalgae as a raw material for biofuels production.
J Ind Microbiol Biotechnol, v. 2009, n.2, p.269-274, 2009.

GUSCHINA, I. A.;; HARWOOQOD, J. L. Lipids and lipid metabolism in eukaryotic
algae. Progress in LipidResearch, [s.l.], v. 45, n. 2, p.160-186, 2006.

HAKALIN, N. L. S.Otimizacdo das condi¢des de cultivo da microalga
Scenedesmussp. para a producao de biodiesel. 170 f. Tese (Doutorado) - Curso de
Pds-graduacdo em Biologia Molecular, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
de Brasilia, Brasilia, 2014.

HALIM, R.et al. Extraction of oil from microalgae for biodiesel production: A review.
Biotechnology Advances, [s.l.], v. 30, n. 3, p.709-732, maio 2012.

HEGEWALD, E. New combinations in the genus Desmodesmus(Chlorophyceae,
Scenedesmaceae). Algological Studies/Archivfir Hydrobiologie, Supplement v. 96,
p. 1-18, 2000.

HEGEWALD, E. New subdivision of genus Scenedesmus. Nova Hedwigia v. 30, p.
343-376, 1978.

HEGEWALD, E.; SILVA, P. Annotated catalogue of Scenedesmus and nomenclaturally
related genera, including original descriptions and figures. Bibliotheca Phycologica v.
80 p. 1-587, 1988.

49



HEGEWALD, E.; WOLF, M. Phylogenetic relationships of Scenedesmus and
Acutodesmus (Chlorophyta, Chlorophyceae) as infered from 18S rDNA and ITS- 2
sequence comparisons. Plant Systematics and Evolution v.241, p. 185-191, 2003.

HENTSCHKE, G. S.; TORGAN, L. C. Desmodesmus e Scenedesmus
(Scenedesmaceae, Sphaeropleales, Chlorophyceae) em ambientes aquaticos na Planicie
Costeira do Rio Grande do Sul, Brasil. Rodriguésia v. 61, n.4, p. 585-601, 2010.

HU, Q.et al. Microalgal triacylglycerols as feedstocks for biofuel production:

perspectives and advances. The Plant Journal, [s.l.], v. 54, p.621-39, 2008.

INTERNATIONAL ENERGY AGENCY.World Energy Outlook. Paris, 2006.
Disponivel em: <https://www.iea.org/publications/freepublications/publication/weo-
2006.html>. Acesso em: 20 out. 2017.

JACINAVICIUS, F. R. et al. Manual para Cultivo de Cianobactérias. Disponivel
em: <botanica.sp.gov.br/files/2013/09/virtuais_4cianobactérias.pdf>. Acessoem: 10 out.
2017.

JEFFREY, S.W.; HUMPHREY, G.F. New spectrophotometric equations for
determining chlorophylls a, b, ci1 and c2 in higher plants, algae and natural
phytoplankton. Biochem Physiol Pflanz(BPP), [s.l.], v. 167, p.191-194, 1975.

JI, F.et al. Biomass production and nutrients removal by a new microalgae strain
Desmodesmus sp. in anaerobic digestion wastewater. Bioresource Technology, [s.l.], v.
161, p.200-207, jun. 2014.

JOHNSON, M. B.; WEN, Z. Production of Biodiesel Fuel from the Microalga
Schizochytrium limacinumby Direct Transesterification of Algal Biomass. Energy &
Fuels, [s.1.], v. 23, n. 10, p.5179-5183, 15 out. 20009.

JUNIOR, J. P. O. et al. Extracdo e quantificacdo do teor de lipidios de microalgas
avaliando diferentes solventes visando a producdo de biodiesel. Anais do XIV
Encontro Nacional de Estudantes de Engenharia Ambiental, [s.l.], p.700-711, out.
2016. Editora Edgard Blicher.

50



KHAN, S. A. et al. Prospects of biodiesel production from microalgae in India.
Renewable and Sustainable Energy Reviews, [s.l.], v. 13, n. 9, p.2361-2372, dez.
2009.

KNOTHE, Gerhard et al. Manual de Biodiesel. S&o Paulo: Edgard Blucher, 2006.

KRIENITZ, L.; BOCK, C. Present state of the systematics of planktonic coccoid green
algae of inland waters. Hydrobiologia, [s.l.], v. 698, n. 1, p.295-326, 30 mar. 2012.

LEE, D.H. Algal biodiesel economy and competition among bio-fuels. Bioresource
Technology, v. 102, p.43-49, 2011.

LEE, R.E. Phycology. 4. ed. Cambridge: Cambridge University Press, 2008.

LOURENCO, S. O. Cultivo de Microalgas Marinhas: Principios e Aplicacdes.1. ed.
Séo Carlos, SP: RiMa, 2006. 606 p.

MA, F.; HANNA, M. A. Biodiesel production: a review. Bioresource
Technology, Nebraska, v. 70, p.1-15, 1999.

MANDAL, S.; MALLICK, N. Microalga Scenedesmus obliquus as a potential source
for biodiesel production. Appl Microbiol Biotechnol, v.84, p. 281, 2009.

MANDOTRA S. K. et al. Fresh water green microalga Scenedesmus abundans: A
potential feedstock for high quality biodiesel production. Bioresource Technology,
[s..], v. 156, p.42-47, 2014,

MATA, T. M. et al. Microalgae for biodiesel production and other applications: A
review. Renewable and Sustainable Energy Reviews, [s.l.], v. 14, n. 1, p.217-232,
jan. 2010.

MEDINA, A. R. et al. Downstream processing of algal polyunsaturated fatty acids.
Biotechnology Advances, [s.l.], v. 16, n. 3, p.517-580, maio 1998.

MEYEN, F.J.F., BeobachtungeniibereinigeniedereAlgenformen. Nova Acta Physico-
Medica Academiae Caesareae Leopoldino-Carolinae Naturae v. 14, p. 768-778,
1829.

51



MIKHAILOVA, I. Sustentabilidade: evolucdo dos conceitos tedricos e os problemas da

mensuracdo pratica. Revista Economia e Desenvolvimento, [s.1.], v. 16, 2004.

MONTERO-SANCHEZ, Y.et al. Productividad de lipidos y composicién de acidos
grasos de cinco espécies de microalgas. Investigacion y Saberes, v. 1, n. 2, p. 37-43,
2012.

MOORE, A. Biofuels are dead: long live biofuels(?) — Part one. New
Biotechnology, [s.l.], v. 25, n. 1, p.6-12, jun. 2008.

MUSHARRAF, S. G. et al.Biodiesel production from microalgal isolates of Southern
Pakistan and quantification of FAMEs by GC-MS/MS analysis. Chemistry Central
Journal,v. 6, p. 149, 2012.

OLIVEIRA, A. C.Producdo de biomassa de microalgas Scenedesmus sp. em
efluente de bovinocultura biodigerido. 82 f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de
Pds-graduacdo em Engenharia e Ciéncia dos Materiais, Setor de Tecnologia,
Universidade Federal do Parang, Curitiba, 2013.

PHATARPEKAR, P.V.et al. A comparative study on growth performance and
biochemical composition of mixed culture of Isochrysisgalbana and
Chaetoceroscalcitrans with monocultures. Aquaculture, India, v. 181, p. 141- 155,
jan.2000.

PIORRECK, M.et al. Biomass production, total protein, chlorophylls, lipids and fatty
acids of freshwater green and blue-green algae under different nitrogen
regimes. Phytochemistry, [s.l.], v. 23, n. 2, p.207-216, jan. 1984.

RAMOS, G. J. P,; BICUDO, C. E. M,; MOURA, C. W.N. Scenedesmaceae
(Chlorophyta, Chlorophyceae) de duas areas do Pantanal dos Marimbus (Baiano e
Remanso), Chapada Diamantina, Estado da Bahia, Brasil. 2015. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/pdf/hoehnea/v42n3/0073-2877-hoehnea-42-03-0549.pdf>.
Acessoem: 22 nov. 2017.

RAVEN, P. H.; EVERT, R. F.; EICHHORN, S. Biologia Vegetal. 7ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 830p., 2007.

52



RICHMOND, A. Handbook of Microalgal Culture: Biotechnology and Applied
Phycology. Oxford: Blackwell Science, 2004.

RODRIGUES, L. L.; SANT’ANNA, C. L.; TUCCI, A. Chlorophyceae das Represas
Billings (Brago Taquacetuba) e Guarapiranga, SP, Brasil. Revista Brasil. Bot., [s.l.], v.
33, n. 2, p.247-264, jun. 2010.

ROSSI, R. A. Selecdo de microalgas dos géneros Desmodesmus e Scenedesmus
produtoras de lipideos: otimizacao do cultivo e aplicacao do efluente doméstico de
reator UASB como substrato alternativo a producdo de biodiesel.139 f. Tese
(Doutorado) - Programa de Engenharia Hidraulica e Saneamento, Escola de Engenharia
de Séo Carlos, Séo Carlos, 2013.

SCHENK, P. M. et al. Second Generation Biofuels: High-Efficiency Microalgae for
Biodiesel Production. Bioenergy Research, [s.l.], v. 1, n. 1, p.20-43, mar. 2008.

SEBASTIEN, N. Y.; GRANJA, R. P.Cultivo de Scenedesmus: alimento vivo para a
manutencdo de organismos planctdnicos e implementacdo na dieta humana. Revista
Varia Scientia, v. 05, n. 10, p. 113-121, 2005.

SILVA, F. A. S.; AZEVEDO, C. A. V.The Assistat Software Version 7.7 and its use in
the analysis of experimental data. Afr. J. Agric. Res, v.11, n.39, p.3733-3740, 2016.

SILVA, R. M. D.; BACHOLSKY, R. G.; JERONIMO, C. E.M. Producio de biodiesel
por algas: integracdo com processos de carcinicultura. Revista Eletronica em Gestéo,
Educacdo e Tecnologia Ambiental, Santa Maria, v. 19, n. 3, p.713-724, 2015.

SOLOVCHENKO, A. E. et al. Physiological role of neutral lipid accumulation in
eukaryotic microalgae under stresses. Russian Journal of Plant Physiology, [s.l.], V.
59, n. 2, p.167-176, 26 fev. 2012.

SOUTO, A. R. et al. Microalgas de aguas continentais: Potencialidades e Desafios do
Cultivo. Londrina: Instituto Agronémico do Parana, 2014. 349 p. Disponivel em:
<http://www.iapar.br/arquivos/File/zip_pdf/MicroalgasV1.pdf>. Acessoem: 29 nov.
2017.

53



STRICKLAND, J.D.H.; PARSONS, T.R. A Practical Handbook of Seawater Analyses.
Bulletin Fisheries Research Board of Canada, n. 167, Fisheries Research Board of
Canada, Ottawa, 311 p, 1968.

SUALLI, E.; SARBATLY, R. Conversion of microalgae to biofuel. Renewable and
Sustainable Energy Reviews, [s.l.], v. 16, n. 6, p.4316-4342, ago. 2012.

TEIXEIRA, C. M. L. L.; MORALES, E. Microalga como matéria-prima para a
producéo de biodiesel. In: | Congresso da Rede Brasileira de Tecnologia de Biodiesel,
2006, Brasilia. Anais do: | Congresso da Rede Brasileira de Tecnologia de Biodiesel,
Brasilia, DF: MCT/ABIPTI, p.91-96, 2006.

TEIXEIRA, C. Um Novo Sistema de Cultivo de Microalgas para a Producédo de
Biodiesel, 2007. Disponivel em: <http://www.biodiesel.gov.br>. Acesso em 10 ago
2017.

THOMAS, W. H.et al. Screening for lipid yielding microalgae: activities for 1983.
Final subcontract report. Solar Energy Research Institute, [s.l.], 1 abr. 1984.

Disponivel em: <www.nrel.gov/docs/legosti/old/2207.pdf>. Acesso em: 10 out. 2017.

TOMAS, C. Cultivo de Scenedesmus acuminatus em agua de maceracao do milho e
extracdo e quantificacdo de lipideos. 141 f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de
Pds-graduacdo em Bioenergia, Centro de Engenharias e Ciéncias Exatas, Universidade
Estadual do Oeste do Parang, Toledo, 2016.

TORNABENE, T.G. et al. Lipid composition of the nitrogen starved green alga
Neochlorisoleo abundans. Enzyme and Microbial Technology, [s.l.], v. 5, n. 6, p.435-
440, nov. 1983.

TSARENKO, P. M.; PETLEVANNY, 0. A. Doplolneniek
"RaznoobrazijuvodoroslejUkrainy". Algologia Suppl. (unnumbered), p. 1-130, 2001.

TUCCI, A.et al. Fitoplancton do Lago das Gargas, S&o Paulo, Brasil: um reservatério
urbano eutréfico. Hoehnea, v. 33, p.1-29, 2006.

UTERMOHL, H. ZurVervollkommung der quantitativenPhytoplanktonMetodik. Mitt.
Int. Ver. Theor. Argew. Limnology. (9): 1-38, 1958.

54



WADA, H.; MURATA, N. Membrane Lipids in Cyanobacteria. Lipids in
Photosynthesis: Structure, Function and Genetics, [s.l.], p.65-81, 1998.

WRIGHT, L.et al. Worldwide commercial development of bioenergy with a focus on
energy crop-based projects. Biomass and Bioenergy, [s.l.], v. 30, n. 8-9, p.706-714,
ago. 2006.

XIN, L. et al. Growth and lipid accumulation properties of a freshwater microalga
Scenedesmus  sp.  under  different  cultivation  temperature. Bioresource
Technology, [s.l.], v. 102, n. 3, p.3098-3102, fev. 2011.

55



