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RESUMO - As microalgas apresentam metabolismos distintos. As caracteristicas
metabolicas das microalgas fazem delas uma importante fonte de recursos a serem
exploradas. Para o cultivo de microalgas ha diversas formulacdes que contemplam as suas
necessidades nutricionais, necessitando de macronutrientes, micronutrientes e vitaminas. A
concentracdo de cada nutriente é exigida em quantidades variadas, dependendo da
exigéncia dos processos metabdlitos. O zinco participa da estrutura de enzimas como co-
fator. Este trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de lipideos das células da
microalga Scenedesmus sp. em meio Guillard quando had a alteracdo de seus micro e
macronutrientes, otimizando as melhores condi¢des de cultivo. Os resultados mostram que
a melhor concentracdo dos micronutrientes € quando se trabalha com 0,06 g/L de
ZnS0O4+*7H,0 e 0,5 g/L. MnCl,*4H,0, chegando a um teor de lipideos 47,5% e concentracdo
de biomassa 0,0966g/L. Ja a alteracdo da concentracdo dos macronutrientes nao € viavel.

1. INTRODUCAO

Para o cultivo de microalgas ha diversas formulagcfes que contemplam as suas necessidades
nutricionais, necessitando basicamente de macronutrientes, micronutrientes e vitaminas. Os
macronutrientes apresentam a fungéo de constituir as estruturas do meio intracelular, participando
do processo de troca de energia e regulando atividades metabdlicas, enquanto os micronutrientes
participam da estrutura e atividade enzimatica. Ja as vitaminas, como a tiamina e biotina agem,
respectivamente, como coenzima e transportadora de didxido de carbono (Lourengo, 2006). A
concentracdo de cada nutriente — elemento — é exigida em quantidades variadas, dependendo da
exigéncia dos processos metabolitos das algas. Segundo Lourengo (2006), os nutrientes se
dividem em macronutrientes e micronutrientes.

O zinco apresenta papéis metabolicos semelhante aos apresentados para 0 manganés, que
atua na sintese de acidos graxos. O zinco participa da estrutura de enzimas como co-fator e
também é um componente estrutural da enzima anidrase carb6nica, que € uma enzima critica ao
transporte e fixagdo de CO,. Geralmente o zinco € adicionado na forma de ZnSO,4-7H,0, que é
uma de suas formas solGveis. O manganés atua como co-fator de enzimas que participam da
sintese de &cidos graxos e também do Ciclo de Krebs. Tem importancia fundamental no
transporte de elétrons do fotossistema, atua na manutencdo da estrutura das membranas dos
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cloroplastos e também é um componente da enzima superdxido-dismutase, que é a enzima que
remove radicais superoxidos toxicos das células. O manganés é exigido em concentragdes mais
baixas que as do ferro.

Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de lipideos células da
microalgas Scenedesmus sp. em meio Guillard quando hd a alteragdo de seus micro e
macronutrientes, otimizando as melhores condic6es de cultivo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Microalga

A cepa da microalga Scenedesmus sp. foi gentilmente cedidas pelo Departamento de
Engenharia Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em Porto Alegre RS. A
microalga Scenedesmus sp. foi coletada na “Lagoa de Cota Cota®“, em La Paz (Bolivia) e isolada
no laboratério de IIDEPROQ - UMSA (Instituto de Investigacion y Desarrollo de Procesos
Quimicos) da Universidad Mayor de San Andres. A microalga foi mantida em incubadora dotada
de fotoperiodo de 12h luz / 12 h escuro, com temperatura a 22,5 C°+0,5 e repiques de
manutencdo feitos a cada 15 dias, posteriormente armazenadas até utilizacdo nos experimentos.

2.2. Unidade experimental e meio de cultivo

As microalgas foram mantidas em ambiente climatizado a 23+1°C com iluminagéo
artificial com 3 lampadas fluorescentes de 20 W, submetidas a fotoperiodo de 12 horas,
cultivadas em reatores verticais em acrilico e reatores abertos em formato de bandejas, com
volume util de 3 litros. Os fotobiorreatores foram construidos seguindo os critérios basicos de
cultivo de microalgas de Mufioz e Guieysse (2006): alta elevada eficiéncia na utilizacdo da
energia luminosa, facilidade no controle de aeracdo, adequado sistema de mistura, facilidade em
aumento de escala e reduzido estresse hidrodindmico das células. Utilizou-se o meio Guillard
(1975) modificado, sem a adicdo de vitaminas.

2.3. Métodos analiticos

Determinacdo do peso seco: Apds os cultivos, a amostra foi centrifugada em uma
centrifuga modelo Heraeus Megafuge 16, marca Thermo Fischer Scientific, 4800 rpm
(correspondente a um campo centrifugo relativo de 7808 g) por 5 minutos. A massa da
centrifugacdo foi colocada em béquer previamente pesado e levado para secagem em estufa a
80°C por 48 horas. Posteriormente as amostras filtradas foram colocadas em um dessecador por
30 minutos e estas foram pesadas ap6s o periodo, determinando a biomassa seca final, sendo a
concentracdo de células expressas em g/L (Lourenco, 2006; Gris, 2010).

Teor lipideos: Utilizou-se 0 método de Folch (1975) com banho ultrassénico

Estudo da variacdo das concentracfes dos micronutrientes na influéncia do teor de lipideos:
Foram testadas diferentes concentragdes dos micronutrientes no meio de cultivo da microalga
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Scendesmus sp. Para cada experimento, todas as solucdes-estoque para a preparacdo do meio de
cultivo foram utilizadas, conforme o meio Guillard (1975) modificado. Quando ocorre a variagéo
de um deles, por exemplo no Na,EDTA, a concentracdo dos demais mantém-se a mesma ja
adotada pela literatura. Os experimentos também foram realizados utilizando 10% do volume de
meio de cultivo como inoculo, intensidade luminosa de 5000 lux, aeracdo de 0,7 vvm nos
reatores e volume til 3 litros. Apds o teste com os micronutrientes acima, os micronutrientes que
apresentaram algum comportamento relevante na alteracédo de teor de lipideos e biomassa foram
testados novamente para reproduzir os resultados utilizando as concentragfes de ZnSO4-7H,0 e
MnCl,-4H,0 ja otimizadas por meio de um Planejamento Composto Central. As melhores
condigdes da concentragdo dos micronutrientes foram utilizadas para prosseguir os testes para o
estudo com os macronutrientes.

Estudo da variacdo das concentracdes dos macronutrientes: Semelhante aos testes com
concentragdes dos micronutrientes, 0s macronutrientes foram submetidos a diferentes
concentragfes de forma a buscar a melhor performance para a producdo lipidica. As condigoes
operacionais foram semelhantes as adotas para o teste com micronutrientes. Nos testes com 0s
macronutrientes, foram utilizadas as concentragdes otimizadas dos micronutrientes ZnSO,-7H,0
e MnCl,-4H,0 de modo a verificar se algum macronutriente, quando combinado com a melhor
concentracdo dos micronutrientes acima, podem apresentar alguma melhoria na producéo
lipidica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Estudo da variacédo das concentracdes dos micronutrientes na influéncia
no teor de lipideos

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos para o teor de lipideos extraido das células e
biomassa seca da microalga Scenedesmus sp. para 0s experimentos com alteracdo as
concentragdes dos micronutrientes Na,EDTA, FeCl3-H,0, CuSO4-5H,0 e CoCl,-H,0.

Pelos resultados apresentados na Tabela 1 verifica-se que nos experimentos em que ocorreu
alteracdo nas concentracdes de Na,EDTA e CuSO4-5H,0 ndo ocorreu elevacdo no teor de
lipideos, quando comparados com os do ponto “Normal”, em que as concentragdes destes no
experimento foram as mesmas fornecidas pela literatura. Nota-se que quando ha alteracdo nas
concentracdes de Na,EDTA e CuSO,4-5H,0, seja na reducdo ou aumento da concentracdo destes,
hd reducdo teor de lipideos. Para a concentracdo de FeCl3-H,O, quando reduz-se sua
concentracdo para a metade, a producéo lipidica chega a 30,83% das células, sendo maior que 0
valor encontrado de 30,41% no ponto com as concentragdes descritas pela literatura. A Tabela 1
mostra que um aumento de FeCls-H,O ndo é bom para a producéo de lipideos, e sim somente se
o foco for a producdo de biomassa. O estudo sobre a concentracdo dos micronutrientes foi
essencial para verificar qual micronutriente interfere diretamente no teor de lipideos. Neste ponto,
foi selecionado que para as concentracdes de FeCl3-H,O e CoCl,-H,O estas poderiam ser
reduzidas pela metade, sendo utilizadas solugdes estoque com 1,575 g/L de FeCls;-H,O e 0,006
g/L de CoCl,-H,0, porém caso a alteracdo fosse somente nestas, independentes

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 3



mEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

Tabela. 1 — Resultados para o teor de lipideos e biomassa para cada experimento com
alteracdo nas concentrag0es dos micronutrientes.

Concentracéo na Teor de Lipideos

Micronutriente Condicao solucao-estoque BIOH/]E.SS& extraido das células
(g/L) wiL) (%) g/g
Sem adigéo 0 0,0767 4,35
Metade 2,18 0,0810 4,11
Na,EDTA Normal * 0,0739 30,41
Dobro 8,72 0,0533 18,75
Quintuplo 21,8 0,065 5,10
Sem adicéo 0 0,0789 21,12
Metade 1,575 0,0973 30,83
FeCl3-H,0 Normal * 0,0739 30,41
Dobro 6,3 0,1028 25,92
Quintuplo 15,75 0,0741 17,99
Sem adicéo 0 0,0712 9,36
Metade 0,006 0,0736 18,11
CuSQO4-5H,0 Normal * 0,0739 30,41
Dobro 0,024 0,0855 3,90
Quintuplo 0,06 0,0508 6,56
Sem adigéo 0 0,0633 15,78
Metade 0,006 0,0827 24,16
CoCl;y-H,0 Normal * 0,0739 30,41
Dobro 0,024 0,0788 25,36
Quintuplo 0,06 0,04723 7,06

* refere-se a experimento realizado em que as concentracdes dos micronutrientes foram as
mesmas fornecidas pela literatura, sem alteracGes nesta.

Um teste de reprodutibilidade utilizando as melhores concentragcbes de FeCls-H,O e
CoCl,-H,0 (metade da concentracdo na solugdo-estoque) e tambeém as condi¢des otimizadas pelo
PCC para concentracdo de ZnSO, -7H,O (0,06 g/L) e MnCl, -4H,0 (0,5 g/L) foi efetuado
visando confirmar deve-se trabalhar com a metade de FeCls;-H,O e CoCl,-H,0, aliado com os
pontos 6timos das concentragdes de ZnSO, -7H,0 e MnCl; -4H,0. Pelo teste de reprodutibilidade
foi verificado que quando hd uma alteracdo na concentracdo dos reagentes FeCls-H,O e
CoCl,-H,0 com ZnSO4-7H,0 e MnCl,-4H,0, ndo ha melhora significativa no teor de lipideos,
sendo abaixo de 47,5%, valor do teor de lipideos que foi encontrado somente com a alteracdo em
ZnSQO,4-7H,0 e MnCl,-4H,0, em que a biomassa esteve em 0,0966 g/L. Nesse aspecto, conclui-
se que dentre os micronutrientes, ndo € viavel a alteracdo destes quando for utilizar 0,06 g/L de
ZnS04-7TH,0 e 0,5 g/L MnC|2'4H20

3.2. Estudo da variagdo das concentracdes das concentracbes doa
macronutrientes
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Os resultados para os experimentos com alteracBes nas concentracdes dos macronutrientes
e utilizando as concentragdes de zinco e manganés otimizadas, sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Resultado para o teor de lipideos e biomassa para cada experimento com alteracdo nas
concentragdes dos macronutrientes.

Concentracédo na Teor de Lipideos

Macronutriente Condicgao solucéo-estoque BIOfT/]E.SS& extraido das

(g/L) (G/L) células (%) g/g
Sem adicéo 0 0,075 26,77
CaCl,-2H,0 Metade 18,38 0,150 40,79
Dobro 73,52 0,225 7,41
Sem adigéo 0 0,057 11,72
MgSO, Metade 9,02 0,120 40,49
Dobro 36,08 0,138 36,22
Sem adicéo 0 0,064 10,47
NaHCO; Metade 6,3 0,110 30,21
Dobro 25,2 0,064 26,01
Sem adigéo 0 0,001 0,00
K,HPO,-3H,0 Metade 5,705 0,010 34,25
Dobro 22,82 0,230 4,34
Sem adicéo 0 0,127 39,37
NaNO; Metade 42,55 0,155 32,17
Dobro 170,02 0,150 26,68

Com base nos resultados apresentados na Tabela 2, nota-se que quando se utilizou a metade
da concentracdo de CaCl,-2H,O e metade de MgSQO, o teor de lipideos foi proximo de ao
encontrado no melhor ponto, quando se utilizou as condi¢des otimizadas dos micronutrientes
(teor de lipideos 47,5% e concentracdo de biomassa 0,0966g/L). Este fato mostra que também
poderia reduzir a concentracdo destes macronutrientes, no mesmo meio em que ja é utilizado as
melhores condig¢des dos micronutrientes. Assim, como individualmente, o CaCl;-2H,0 e MgSO,
quando utilizados em metade de suas concentracfes, também produziram elevadas concentragdes
de 6leo, semelhante ao ponto em que ha o teor de lipideos de 47,5% na combinacdo otimizada
dos micronutrientes fontes de zinco e manganés, foi efetuado um experimento combinando junto
as diferentes concentracbes de CaCl,-2H,0O e metade de MgSO, Quando se combina as
diferentes concentracbes de CaCl,-2H,O e MgSO, ndo se consegue superar a producdo de
lipideos quando o experimento € cultivado apenas com a alteracdo nas concentracGes de
ZnS04-7TH,0 e MnCl,-4H,0 (teor de lipideos: 47,5%). Assim, ndo € viavel proceder com
nenhuma alteracdo nos macronutrientes

4. CONCLUSOES

Ndo é viavel a alteragdo dos micro e macronutrientes do meio de cultivo da Scenedesmus
sp, com exce¢do ZnSO,4-7H,0 e MnCl,-4H,0. Para os macronutrientes: a reducao para a metade
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da concentracdo de CaCl,-2H,0 e MgSO,4 pode até ser viavel em um determinado momento,
porém sé quando esta alteracdo ¢ feita somente em um destes, e ndo simultamente.
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