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RESUMO — Neste trabalho, estudou-se o crescimento de trés diferentes cepas de
microalgas: Chlorella vulgaris, Desmodesmus sp € Desmodesmus brasiliensis,
visando a producdo de biodiesel. As microalgas foram crescidas em cultivo
autotrofico, no meio de cultivo BG-11. As taxas de crescimento destas microalgas
foram calculadas e comparadas entre estas trés cepas. Quanto maior for a taxa de
crescimento da microalga, mais interessante ¢ seu uso na producao de biodiesel, e
mais vidvel se torna o processo de produgdo deste biocombustivel. As microalgas
que apresentaram maiores taxas de crescimento e menores tempo de duplicacao
foram Desmodesmus sp e Chlorella vulgaris.

1. INTRODUCAO

Com a diminui¢do das reservas de petroleo e a necessidade de encontrar fontes de
energias competitivas ¢ ambientalmente amigaveis, as energias renovaveis vém sendo
altamente estudadas (Almeida et al, 2015). Dentre elas o biodiesel, um combustivel
biodegradavel e nao toxico. Atualmente, hd inumeras opc¢des de matéria prima para a
producdo de biodiesel. A microalga aparece como uma delas, e ¢ bastante promissora, devido
a sua alta atividade fotossintética, taxas de crescimento exponencial e alta produtividade de
biomassa (Rios et al., 2015). O biodiesel produzido a partir de microalgas ¢ classificado
biocombustivel de terceira geragao, apresentando a vantagem de ndo competir com matérias
primas que poderiam ser utilizadas para a alimentagdo (Galafassi ef al., 2012). As microalgas
acumulam lipidios em sua composi¢do, que sdo extraidos e posteriormente esterificados,
produzindo biodiesel (Francisco et al., 2014). Recentemente, a microalga Chlorella vulgaris
vem sendo altamente estudada para a producao de biodiesel (Al-lwayzy et al., 2014; Farooq et
al., 2015; Josephine et al., 2015), assim como a microalga Desmodesmus sp. (Rios et al.,
2015; Ji et al, 2015). Porém, nao se encontram dados na literatura sobre o cultivo da
microalga Desmodesmus brasiliensis para a producdo de biodiesel.

Neste trabalho, analisou-se o crescimento autotrofico destas trés cepas de microalga:
Chlorella vulgaris, Desmodesmus sp € Desmodesmus brasiliensis, comparando suas taxas de
crescimento e visando a posterior produgao de biodiesel. Um dos objetivos deste trabalho foi
também avaliar o desempenho do crescimento da espécie Desmodesmus brasiliensis e
comparar com as demais cepas de microalga, que ja sdo conhecidas como sendo adequadas
para a producao de biodiesel.

2. MATERIAIS E METODOS
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2.1. Microalgas

As microalgas Chlorella vulgaris e Desmodesmus brasiliensis foram doadas pelo grupo
de Ecologia Aquatica do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva (DEBE) da
Universidade Federal de Sdo Carlos. J& a microalga Desmodesmus sp foi doada pelo
Laboratério de Pesquisas com Organismos Aquaticos (LAPOA) do Grupo Integrado de
Aquicultura e Estudos Ambientais (GIA) da Universidade Federal do Parand (UFPR),
Curitiba/Parana.

2.2. Meio de Cultivo

As microalgas cresceram em um sistema de cultivo autotrofico, isto €, utilizando apenas
a luz como fonte de energia para a fixa¢do do CO, e realizando fotossinteses para seu
crescimento. Foi utilizado um sistema fechado para seu crescimento, ou seja, isoladas do meio
externo e em recipientes transparentes. Utilizou-se o meio de cultivo liquido BG-11 (Rippka
et al., 1979), preparado pela misturando todos os sais, metais necessarios e ajustando o pH
para um valor igual a 7,5. O meio apresenta a seguinte composi¢ao em mg/L: NaNO; (1500
mg/L), K,HPO, (40 mg/L), CaCl,.2H,0 (30 mg/L), Na,CO; (19 mg/L), MgS0,4.7H,0 (8
mg/L), CcHgO7.H,O (7 mg/L), amdnio, citrato férrico (6 mg/L), H;BO; (3 mg/L),
MnCl,.4H,0 (2 mg/L), NaEDTA.2H,0 (0.7 mg/L), Na,M00O,.2H,0 (0.4 mg/L),
ZnS0O4.7H,O (0.2 mg/L), CuSO045H,0 (0.1 mg/L) e Co(NOs),.6H,O (0.05 mg/L).
Erlenmeyers, e demais elementos utilizados na preparagdo do meio de cultivo, e o proprio
meio foram esterilizados em uma autoclave vertical (marca Phoenix Luferco, modelo AV-50
Plus) a uma temperatura de 121 °C durante 15 minutos.

2.3. Reproducao das Microalgas

Cada cepa de microalga foi reproduzida no meio de cultivo BG-11 em Erlenmeyers de
250 mL de capacidade e em duplicata, totalizando seis experimentos. Para garantir uma fonte
de luz constante (72 uEm=2) estas foram mantidas em uma cdmara com um banco de luzes
com luz por 24 horas.

2.4. Crescimento das Microalgas

O crescimento das microalgas Chlorella vulgaris, Desmodesmus sp e Desmodesmus
brasiliensis foi monitorado diariamente durante 14 dias através de um espectofotometro
UV/visivel (marca Agilent Technologies, modelo Cary 60). As leituras foram feitas em
comprimento de 682, 684 e 680 nm, para as espécies Chlorella vulgaris, Desmodesmus sp e
Desmodesmus brasiliensis, respectivamente. Para determinar a densidade celular em mg/mL,
uma curva de calibrac¢ao foi construida.

2.5. Recuperac¢ao da Biomassa

Quando as microalgas atingiram 14 dias de crescimento, foram retiradas do meio de
cultivo com a finalidade de evitar morte celular. Para retirar recuperar a biomassa proveniente
das microalgas, foi utilizada uma centrifuga (marca eppendorf, modelo 5810R). O processo
de centrifugacdo foi realizado a temperatura ambiente, a uma velocidade de rotagdo de 5000
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rpm, por 30 minutos. Ap6s a centrifugacdo, obtém-se duas fases: a fase superior, composta
pelo meio de cultivo, e a fase inferior que contém a biomassa. Em seguida, a biomassa foi
separada e secada em uma estufa a temperatura de 104 °C, durante 24h, até a obtengdo de um
peso constante.

2.6. Determinacdo da Taxa de Crescimento das Microalgas

A taxa de crescimento das microalgas foi determinada pela da lineariza¢do da curva de
crescimento, plotando esta curva em um grafico semilogaritmico. A taxa de crescimento foi
calculada através da Equacao 1.

dX
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Na qual X ¢ a concentragdo da célula (mg/mL), t € o tempo e p € a taxa de crescimento
especifica. A defini¢do de p ¢ dada na Equacgao 2 a seguir:
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Do grafico semilogaritmico, pode-se obter a taxa de crescimento das microalgas pela
inclina¢do da curva na fase de crescimento exponencial, como mostrado na Equacao 3.

X:XO+:ut (3)

2.7. Tempo de Duplicacao das Microalgas

O tempo de duplicacdo das microalgas (tq) ¢ o tempo gasto para a divisdo de uma célula
da microalga. O célculo de t4 ¢ apresentado na Equagao 4:
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 abaixo apresenta as curvas de crescimento das microalgas. Em cada um dos
graficos a, b e ¢ se encontram duas curvas, sendo que cada uma representa o crescimento da
mesma cepa, crescidas em duplicata (1 e 2) em Erlenmeyer diferentes. Todas as curvas
apresentam a forma caracteristica de uma “curva S”, composta por quatro fases bem
definidas: fase de laténcia, na qual as células se adaptam ao meio; uma fase de crescimento
exponencial, na qual as células se multiplicam em sua taxa maxima; uma fase estacionaria, na
qual as células crescem em uma taxa igual a sua taxa de morte; e a fase de morte, na qual a
taxa de crescimento de células decresce (ndo mostrado na Figura 1).

Figura 1 — Curva de crescimento das microalgas: a) Chlorella vulgaris, b)
Desmodesmus sp e ¢) Desmodesmus brasiliensis.
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As velocidades maximas de crescimento se encontram na fase exponencial. Para a
Desmodesmus sp. e Chorella vulgaris estas se encontram entre os dias 2 a 5 do cultivo. Ja
para a Desmodesmus brasilienses entre os dias 4 e 7 de cultivo. Comparando a fase de
crescimento exponencial, ¢ possivel observar que as microalgas das espécies Chlorella
vulgaris e Desmodesmus sp. cresceram mais rapido que a microalga Desmodesmus
brasiliensis. Para exemplificar, pode-se ver que no tempo de crescimento igual a 5 as espécies
com taxa de crescimento mais rapida ja haviam atingido a concentragdo que variava de 0,20 a
0,35 mg/mL, enquanto a microalga Desmodesmus brasiliensis sé tinha atingido uma
concentragdo de 0,15 mg/mL. No final do cultivo, as microalgas Chlorella vulgaris e
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Desmodesmus sp. atingiram uma concentragdo maxima entre 0,60 a 0,75 mg/mL, enquanto a
microalga Desmodesmus brasilienses chegou apenas em aproximadamente 0,30 mg/mL. Com
isto, pode-se afirmar que as microalgas Chlorella vulgaris e Desmodesmus sp atingiram
maiores crescimentos celulares, quando cultivadas no meio BG-11. O valor da concentragao
de biomassa dessas algas foi aproximadamente o dobro em concentracdo do que a cepa
Desmodesmus brasilienses. A seguir, na Tabela 1 sdo mostradas as taxas de crescimento
maximas e o tempo de duplicacdo das trés cepas de microalgas.

Tabela 1 — Taxa de crescimento maximo e tempo de duplicacao das microalgas.

Dados Cultivo Chlorella vulgaris Desmodesmus sp Desm?t‘lesm.us
brasiliensis
1 0,076 0,089 0,061
Mmayx (diah) 2 0,103 0,113 0,078
Média 0,089 0,101 0,070
1 219,76 187,13 272,71
tq (h) 2 161,51 147,22 213,28
Média 190,63 167,17 242,30

As cepas de microalgas foram crescidas em duplicata no mesmo meio de cultivo (BG-
11), sendo cada cepa de uma mesma espécie identificada pelos nimeros “1” ¢ “2”. A partir da
Tabela 1, pode-se observar que todas as cepas de microalgas numeradas como “1” obtiveram
menores taxa de crescimento e maiores tempo de duplicagao, comparando-se com microalgas
da mesma espécie numeradas como “2”. Calculando-se a média dos valores obtidos para uma
mesma espécie, a microalga Desmodesmus brasilienses apresentou taxas de crescimento e
tempo de duplicacdo menos favoraveis dentre as trés cepas. J& a microalga Desmodesmus sp.
apresentou os valores mais favoraveis de taxas de crescimento e tempo de duplicacao, seguida
da microalga Chlorella vulgaris.

5. CONCLUSAO

Na média, as microalgas com maior taxa de crescimento € menor tempo de divisao sdo
as cepas de Desmodesmus sp. e Chlorella vulgaris, sendo que a microalga Desmodesmus sp.,
mostrou melhor crescimento no meio BG-11. A microalga Desmodesmus brasiliensis, obteve
a menor taxa de crescimento e o maior tempo de divisdo celular, isto quer dizer que esta cepa
ndo tem um bom desempenho no meio BG-11. Com base nestes resultados obtidos, foi
possivel concluir que as espécies de microalga mais adequadas no crescimento em meio de
cultivo BG-11visando a produ¢ao de biodiesel sdo a Desmodesmus sp. € Chlorella vulgaris.
Contudo, também se deve levar em consideracdo a porcentagem de lipidios contidos nas
microalgas, visto que o lipidio é a matéria prima deste biocombustivel. Portanto, a microalga
Desmodesmus brasiliensis ainda ndo deve ser descartada para a sua utilizacdo na produgdo de
biodiesel. Além disso, também seria possivel fazer o estudo do crescimento de esta cepa em
meio mixotrofico, isto ¢, com fonte de luz e de carbono, para analisar se suas taxas de
crescimento e tempo de duplicagdo apresentariam melhores resultados.
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