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Resumo: (Avaliagdo da produtividade da microalga Scenedesmus acuminatus (Lagerheim) Chodat em diferentes meios de
cultivo). Nos ultimos anos houve um aumento das atividades, processos e aplicagdes que envolvem o uso de microalgas e
sua biomassa, contudo as perspectivas de uso desses microrganismos dependem do cultivo das espécies em larga escala.
Os nutrientes presentes no meio de cultivo precisam atender as necessidades nutricionais das algas, proporcionando alta
produtividade. Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi estudar a produtividade da microalga Scenedesmus acuminatus
frente a diferentes meios de cultivo e, a partir do melhor meio obtido, analisar a produtividade com dilui¢des do meio.
Os meios de cultivo testados foram: meio MC, DM, NPK (10:10:10) e NPK (20:5:10). O cultivo utilizando o meio MC
apresentou a melhor produtividade de biomassa algadcea em fungdo do tempo. Os testes com dilui¢do do meio de cultivo
mostraram que ¢ possivel utilizar o meio MC numa proporgao dez vezes menor sem comprometer a produtividade. Assim,
conclui-se que o meio MC atendeu as necessidades nutricionais da microalga Scenedesmus acuminatus, proporcionando uma
maior quantidade de biomassa num tempo menor de cultivo.

Palavras chaves: Biomassa algacea, nutrientes, meio MC.

ABSTRACT: (Evaluation of the productivity of microalgae Scenedesmus acuminatus (Lagerheim) Chodat in different cul-
ture medium). In recent years there has been an increase of activities, processes and applications involving the use of mi-
croalgae and their biomass. Nevertheless, the perspective of the use these microorganisms depend on the species cultivated
on a large scale. The nutrients present in the culture medium need to attend the nutritional needs of algae, providing high
productivity. This study aimed to evaluate the microalgae Scenedesmus acuminatus productivity in different culture medium
and, from the best medium, to analyze the yield obtained with its dilutions. The tested cultures medium were: MC, DM,
NPK (10:10:10) and NPK (20:5:10). The culture medium using MC showed the best algal biomass productivity with respect
to time. Tests with dilution of the culture medium showed that it’s possible to use the MC medium in a proportion ten times
smaller without to pawn the productivity. Thus, we concluded that the MC medium has attended the nutritional needs of the
microalga Scenedesmus acuminatus, providing a higher amount of biomass in a shorter cultivation time.

Key words: Algae biomass, nutrients, MC medium.

INTRODUCAO animal na forma de suplementos alimentares, na indus-
tria de cosméticos, no tratamento de aguas residuarias
e também como fonte para a produgao de biocombusti-
veis (Rodolfi et al. 2009, Kirrolia et al. 2013). Nos ulti-
mos anos houve um aumento das atividades, processos e

aplicagdes que envolvem estes microrganismos devido,

Alga é um termo de uso popular, empregado para de-
nominar uma enorme variedade de organismos, tao di-
ferentes quanto sua morfologia, reproducao, fisiologia
e ecologia (Bicudo & Menezes 2005). Envolvem seres

unicelulares e multicelulares, com habitos planctonicos
e perifiticos, sendo que a maioria das microalgas (algas
com dimensdes microscopicas) tem hébitos planctoni-
cos (Lourenco 20006).

S&do muitos os possiveis usos dos cultivos de microal-
gas, sendo que a biomassa produzida destina-se as mais
diversas aplicagdes, tais como na alimentacdo humana e

principalmente, as diversas substancias sintetizadas por
esses com alto valor no mercado mundial, como acidos
graxos poli-insaturados, carotenoides, ficobilinas, po-
lissacarideos, vitaminas, esterdis e diversos compostos
bioativos naturais (Derner ef al. 2006).

As microalgas podem crescer autotroficamente uti-
lizando luz e dioxido de carbono. Também podem ser
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cultivadas em sistema heterotrofico, utilizando com-
postos organicos como energia e fonte de carbono,
ou, ainda, em sistema de cultivo mixotrofico (Becker
1994, Muliterno et al. 2005). A producao de biomassa
de microalgas também pode ser realizada em meios de
cultura alternativos, entre os quais é possivel destacar:
esgoto doméstico esterilizado, efluentes de biodiges-
tores, lodo digerido, vinhaga de cana-de-actcar, aguas
residuais da producao de azeite de oliva e residuos da
suinocultura (Bertoldi 2008, Andrade & Costa 2008).
Estes organismos podem ser cultivados em diversos
sistemas de produgdo, com volume variando desde
poucos litros até bilhoes de litros.

Para o crescimento bem sucedido da alga em um
sistema de cultivo, o ambiente deve ser condicionado
para atender o maior numero possivel de exigéncias
intrinsecas desse organismo, fornecendo os nutrientes
necessarios para o crescimento e a sintese celular (Si-
patba-Tavares & Rocha, 2001). Como o crescimento
das microalgas deriva de diversas reacdes bioquimicas
e bioldgicas, pesquisas relacionadas as interagdes entre
intensidade luminosa, temperatura, agitacdo e concen-
tracdo de nutrientes podem contribuir para a otimiza-
¢do do cultivo (Duarte et al. 2001).

As principais consideragdes para o desenvolvimen-
to de um meio de cultura sdo: a concentragdo total de
sal, fonte de carbono, um fornecimento suficiente de
carbono, fonte de nitrogénio, concentragdo de outros
elementos principais como potéassio, fésforo, magné-
sio, sddio, sulfato, microelementos e a adi¢do de com-
ponentes organicos e de substancias que promovam o
crescimento (Becker 1994, Lourenco 2006).

Muitos meios de cultura tém sido desenvolvidos para
diferentes cultivos de algas. Quando se trata de meio de
cultura sintético, o alto custo dos nutrientes pode re-
presentar fator limitante para a producao (Muliterno et
al. 2005, Baumgirtner 2011). Os custos com reagentes
quimicos, para a elabora¢do do meio de cultura, consti-
tuem um dos maiores problemas do cultivo de microal-
gas (Sipatba-Tavares 1995). O custo do substrato para
o cultivo de microrganismos, para a producdo de prote-
ina unicelular e outros bioprodutos, costuma represen-
tar de 40 a 60% do custo total (Bertoldi 2008, Schmitz
et al. 2012). Assim, o meio de cultivo ¢ desenvolvido
para se adaptar as necessidades nutricionais das algas
a serem cultivadas e as condigdes econdmicas do mo-
mento (Sipauba-Tavares & Rocha 2001).

As microalgas constituem um grupo de micro-
-organismos fotossintéticos que crescem rapidamen-
te devido a sua estrutura simples, sdo potencialmente
sustentaveis o que ressalta a viabilidade do seu uso
como fonte para producdo de bioenergia (Chisti 2007,
Sobczuk & Chisti 2010). Porém, as possibilidades de
uso desses microrganismos dependem do cultivo das
espécies, uma vez que ¢ dificil encontrar disponivel
biomassa em quantidade suficiente no ambiente natural
para ser utilizada. Nesse sentido, a evolu¢do das pes-
quisas, incluindo os avangos com relagdo aos meios de

cultivo mais eficientes tornam-se necessarios (Pereira
et al. 2012). Desta forma, este trabalho teve como obje-
tivo avaliar a produtividade da microalga Scenedesmus
acuminatus frente a diferentes meios de cultivo utiliza-
dos para essa microalga e, a partir do melhor meio de
cultivo obtido, analisar a produtividade em diferentes
diluigoes.

MATERIAL E METODOS

A cepa da microalga Scenedesmus acuminatus foi
fornecida pelo laboratorio de Limnologia, Ecotecno-
logia e Biomanipulagdo da Universidade Estadual de
Oeste do Parana - UNIOESTE. A fase experimental foi
realizada no Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade Estadual de Maringd - DEQ/UEM.

Os experimentos foram desenvolvidos em laborato-
rio com temperatura controlada (25 °C), com fotoperio-
do de 24 horas, fornecido por lampadas florescentes de
20 W, totalizando uma iluminancia de 5000 Lux. O cul-
tivo foi realizado em Erlemeyers de um litro providos
de agitacdo com ar através de compressores. A razao
volumétrica meio:indculo:agua utilizada no estudo foi
de 1:1:8. Os testes foram feitos em triplicata.

No cultivo da microalga Scenedesmus acuminatus,
foram testados quatro diferentes meios de cultivo
propostos na literatura para este tipo de alga (Watanabe
1960, Becker 1994, Morais & Costa 2007): meio MC
(Medium for Chlorella ellipsoidea), DM (Detmer’s
Medium) e meio NPK (Nitrogen:Phosphorus:Potas-
sium), nas propor¢des massicas 10:10:10 e 20:5:10.
Este experimento teve duracdo de 14 dias. As tabelas
1 e 2 apresentam os nutrientes que compdem 0s meios
estudados no cultivo da microalga Scenedesmus
acuminatus.

A partir do melhor meio obtido no cultivo (o meio
que proporcionou melhor produtividade por tempo),
com relagdo aos parametros analisados, foi investigado
o efeito da concentragdo desse meio, tendo como ob-
jetivo encontrar uma relagdo 6tima entre a diluicao do
meio e a produtividade da microalga. Assim, os testes
com dilui¢cdes do meio de cultivo, foram realizadas nas
razdes volumétricas meio:agua de 1:10, 1:7,5, 1:5, 1:2 ¢
1:1. A duragdo deste experimento foi de 29 dias.

O aumento da biomassa e/ou densidade celular nos
cultivos foi monitorado pela concentracdo celular, uti-
lizando-se uma correlagdo pré-determinada (curva-pa-
dr2o) entre a massa da biomassa e a absorbancia a 670
nm (Becker 1994, Lourengo 2006). As medidas foram
realizadas em um espectrofotometro Shimadzu UV-vis
1203.

No monitoramento do cultivo da microalga, foram
avaliadas: a produtividade (P, mg.L".dia"), obtida pela
equacdo P=(X-X )/(t-t ), onde X ¢ a densidade celular
(g.L'") no tempo t (dia) e X ¢ a densidade celular (g.L™")
no tempo t, (dia); a taxa de crescimento (r, dia™), obtida
a partir da equagdo r=(In (N/N,))/(t-t ), onde N ¢ a den-
sidade celular (g.mL"") no tempo t (dia) e N a densidade
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Tabela 1. Meios de cultivo utilizados para a cultura da microalga

Scenedesmus acuminatus.

Meio Reagentes Quantidade/L

MC KNO, 1,25 ¢

KH,PO, 125 ¢

MgSO4 . 7TH20 1,25 ¢

FeSO,. 7H,0 0,02¢g

Solugdo A, (micronutrientes)* 1 mL

DM Ca(NO,), . 4H,0 1,00 g

KC1 025g

MgSO, . 7TH,0 055g

KH,PO, 0,26 g

FeSO, . 7H,0 0,02¢g

Solugdo A, (micronutrientes) 1 mL

NPK (NH,),CO 10g
(10:10:10) Superfostato Simples 10g
K,SO, 10g

NPK (NH,),CO 20¢g
(20:5:10) Superfosfato Simples 5g
K,SO, 10g

* Reagentes utilizados para a Solugdo A, estdo disponiveis na Ta-
bela 2.

celular (g.mL") no tempo t (dia); e as duplicagdes por
dia (k, dia!), obtidas dividindo o valor de r pelo logarit-
mo natural de 2,0 (Lourengo 2006).

Para determinar o meio de cultivo que proporcionas-
se a maior produ¢do de biomassa algacea nas condi¢des
estudas, foi aplicada a andlise de varidncia de medidas
repetidas, seguida de um teste de média a posteriori
(Teste de Tukey). As analises foram realizadas com o
auxilio do programa Statistica 7.1 (Statsoft Inc. 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a fase de crescimento do cultivo, o aumento
da biomassa (expresso em massa seca, nimero de cé-
lulas ou densidade optica) é proporcional a biomassa
presente, caracterizando um crescimento exponencial
(Lourenco 2006). A figura 1 apresenta a concentragao
da biomassa em fungéo do tempo de cultivo e a tabela 3,
a produtividade e taxa de crescimento de Scenedesmus
acuminatus. Até o terceiro dia de cultivo foi observada
uma fase de indu¢do ao crescimento, que se caracteriza
pela adaptag@o das células ao novo ambiente, quando
o aumento da biomassa algal pode ser imperceptivel
(Becker 1994).

Apos a fase de adaptagdo, em geral, observa-se um
aumento na concentracdo da biomassa no cultivo. Po-
rém, a melhor produtividade foi obtida com o meio
MC, seguida do meio DM e do meio NPK (20:5:10). O
meio NPK (10:10:10) apresentou os menores valores de
produtividade. Verificou-se também que a taxa de cres-
cimento e, consequentemente, a produtividade para os
meios NPK (10:10:10) e NPK (20:05:10) foram meno-
res do que para os meios DM e MC.

A taxa de crescimento ¢ uma medida relativa de va-

Tabela 2. Reagentes e respectivas quantidades utilizadas para a So-
lugdo A, (micronutrientes).

Reagente Quantidade (g.L")
H,BO, 2,90
MnCl, . 4H,0 1,81
ZnCl, 0,11
CuSO,. 5H,0 0,08

3(NH,),0 . 7MoO,. 4H,0 0,018

riacdo da densidade das células em dois momentos dis-
tintos (Lourengo 2006). Os resultados demonstrados na
tabela 3 indicam que as maiores taxas de crescimento de
Scenedesmus acuminatus ocorreram nos primeiros dias
de cultivo, exceto para o cultivo com NPK (10:10:10),
que apresentou uma taxa de crescimento maior somente
apos doze dias de cultivo. Da mesma forma que a pro-
dutividade, a taxa de crescimento da microalga foi maior
no cultivo com o meio MC, principalmente nos primei-
ros dias.

Dos principais macronutrientes necessarios para o
crescimento algal, o nitrogénio (N) ¢ importante, por
ser constituinte de diversas substancias do metabolis-
mo primdrio, sendo que a abundancia deste elemento
no meio tende a aumentar as quantidades de proteinas
e clorofilas nas células e sua caréncia, tende a diminuir
as taxas de crescimento celular (Bertoldi 2008, Louren-
¢0 2006). Assim, a quantidade de nitrogénio presente no
meio NPK (10:10:10) que foi de 4,67 g.L'! e no meio
NPK (20:5:10) com 9,34 g.L"!, foram maiores do que
nos meios MC (0,17 gde N.L') e DM (0,12 g de N.L"),
deste modo, provavelmente a quantidade de nitrogénio
nao foi o fator limitante do crescimento para os meios
NPK (10:10:10) e NPK (20:5:10).

O elemento potassio (K) também esteve presente em
quantidades maiores nos meios NPK (10:10:10) (4,48 g
de K.L') e NPK (20:5:10) (4,48 g de K.L'") do que nos
meios MC (0,84 g de K.L'') e DM (0,13 g de K.L"),
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Figura 1. Concentra¢do da biomassa produzida pela microalga Sce-
nedesmus acuminatus em fungao do tempo de cultivo para os quatro
diferentes meios testados.
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Tabela 3. Produtividade (P; mg.L'.dia") e taxa de crescimento diario (r) para os diferentes meios de cultivo utilizados no cultivo de

Scenedesmus acuminatus.

Meios de Cultivo
Intervalo

(dia) DM MC NPK (20:05:10) NPK (10:10:10)

P r P r P r P r
1-3 18,09 + 3,42 0,617 21,98 +4,73 0,723 3,71 +£2,79 0,167 0,82 +0,62 0,047
3-5 26,92 £3,24 0,438 36,66 +4,18 0,512 14,58 £ 0,76 0,540 0,37 +1,35 -0,093
5-7 2984 +1,17 0,229 55,31 +3,53 0,384 29,60+ 1,74 0,468 1,61 +0,62 0,274
7-9 31,68 +£0,97 0,162 56,19 + 4,70 0,147 20,96 + 1,65 -0,026 1,12+0,41 -0,014
9-12 34,35+ 0,76 0,127 46,07 £2,53 0,039 10,86 + 1,46 -0,100 2,87 £0,60 0,211
12-14 38,03 + 1,80 0,130 43,97 +0,95 0,059 12,21 + 1,09 0,125 5,92+ 1,06 0,331

entretanto, segundo Lourenco (2006) e Becker (1994) a
quantidade de potassio ndo se apresenta como um fator
limitante ao desenvolvimento das microalgas.

No entanto, o elemento fosforo (P) é um nutriente ne-
cessario para o crescimento normal de todas as algas, e
essencial para qualquer processo celular, atuando como
transportador de substratos ou energia quimica, ¢ tdo im-
portante que, pequenas quantidades no meio de cultura
podem limitar o crescimento de algumas espécies de mi-
croalgas (Becker 1994, Bertoldi 2008). Possivelmente,
os baixos valores de taxa de crescimento e produtividade
de biomassa (Tab. 3) obtida para o cultivo com o meio
NPK (10:10:10) contendo 3,26 g de P.L"!, ¢ para o meio
NPK (20:5:10) com 1,63 g de P.L"!, podem ter sido cau-
sados pela alta quantidade de fosforo no meio, o que nao
ocorreu para o meio MC com 0,28 g de P.L"! e para o
meio DM com 0,06 g de P.L"". Deste modo, a quantidade
de fosforo pode ter sido o fator limitante no crescimen-
to da microalga para os meios NPK (10:10:10) e NPK
(20:5:10).

Embora cada elemento tenha sua importancia relati-
va para a nutri¢do algacea, ndo ha um niimero exato de
elementos quimicos essenciais, pois certos elementos
sdo essenciais para determinadas espécies e ndo o sdo
para outras. Aparentemente, o meio de cultivo MC apre-
sentou uma combinagdo de nutrientes que favoreceram
o crescimento da microalga Scenedesmus acuminatus
em um tempo menor, podendo viabilizar uma produgio
em larga escala, quando se deseja grandes quantidades
de biomassa no menor tempo possivel. Desta maneira,
pode-se concluir que o meio MC apresentou a melhor
relag@o entre a biomassa produzida e o tempo de culti-

vo. Valores similares foram encontrados por Morais &
Costa (2007), quando cultivaram Scendesmus obliquus
em trés fotobiorreatores conectados em série, utilizan-
do o meio MC no cultivo. No entanto, a taxa de cresci-
mento maxima obtida pelos autores para Scenedesmus
obliguus (0,15 dia') foi inferior a taxa de crescimento
para a Scenedesmus acuminatus. (0,512 dia™') consegui-
da neste estudo.

A partir do melhor meio de cultivo obtido no teste
(meio MC), realizaram-se testes em diferentes concen-
tragdes para esse meio. Os resultados de produtividade
obtidos com o meio MC sdo apresentados na tabela 4 e
as concentragdes de biomassa em fungiao do tempo de
cultivo na figura 2.

Para as diferentes diluigdes do meio MC, nao foi pos-
sivel observar diferencas significativas (p>0,05) na pro-
dutividade de biomassa algacea até o 18° dia de cultivo.
Esse resultado indica que, na produgio de biomassa até
18 dias de cultivo, pode se utilizar o meio MC com di-
lui¢des de até 1:10 sem comprometer a produtividade
de biomassa de Scenedesmus acuminatus. Apés o 18°
dia de cultivo, o aumento da quantidade de biomassa,
nas dilui¢des 1:2 e 1:1, ndo foi proporcional a quantida-
de de nutriente presente no meio, sendo mais vantajoso
cultivar varias bateladas até o 18° dia, utilizando a dilui-
¢do 1:10, do que manter o cultivo por um tempo maior,
utilizando as dilui¢des 1:2 ou 1:1.

Como o custo dos nutrientes para a preparagdo dos
meios de cultivos representa um dos fatores relevantes
na producdo de microalgas, a redugdo da quantidade de
meio utilizado, por biomassa algacea produzida, podera
diminuir de forma significativa os custos de produgio

Tabela 4. Produtividade (P; mg.L"'.dia"!) e desvio padrdo para diferentes dilui¢gdes do meio MC no cultivo de Scenedesmus acuminatus.

Diluicio do meio

Intervalo (dia)

1:10% 1:7,5 1:5 122 1:1

0-2 64,21 £2,67 71,16+ 2,19 76,79 + 4,39 6137227 81,11 £9.25
24 60,18 =281 56,91 + 6,00 71,12+ 13,89 36,51 £19,98 54,79 + 10,43
4.7 51,25+828 51,71 +4.21 55,70 £ 2,83 5148 +3.91 59,7 + 15,00
7-9 44,10+ 7,10 4724737 39,07 + 5,83 44,30 + 7,20 51,08 £11,03
9-11 46,17+ 2,06 4337+6,15 45,01 9,25 51,30 2,68 38,05+ 6,18
11-14 3725+2.12 40,11 + 2,84 39,11 £12,01 41,92+ 536 35,04 +3,70
14-17 30,50 2,08 30,47 3,17 32,19+ 10,78 33,84 + 6,03 32,10 + 6,46
17-18 28,59 +2,55 30,49 + 3,20 31,12+9,09 32,13 +2,74 35,95+ 927
18-21 23.41+£229 25,53+ 0,79 21,13 + 6,46 2927 + 5,40 35,81 12,14
2123 21,57 + 3,94 22,31+ 1,08 21,75+ 1,18 29,82 + 1,49 31,77 £7,65
23-29 14,98 + 2,96 16,85 + 1,05 924+2,12 18,16 + 9,44 21,43 +3,79

* Razdo meio: agua+indculo.
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Figura 2. Concentragao da biomassa produzida pela microalga Sce-
nedesmus acuminatus em fungdo do tempo de cultivo utilizando-se o

meio MC em diferentes diluigdes.

(Sipauba-Tavares 1995, Bertoldi 2008, Schmitz er al.
2012). Assim, a dilui¢do do meio de cultivo indica os
primeiros passos no caminho a ser seguido para tornar
viavel a produgdo, em escala industrial, dessa nova al-
ternativa de fonte energética (Pereira et al. 2012).

A taxa de crescimento e as duplicagdes por dia para
o teste com diferentes dilui¢des do meio MC sdo apre-
sentadas na tabela 5. E possivel observar que a taxa de
crescimento para todas as dilui¢des variou amplamente
ao longo do tempo e, acompanhando esta tendéncia, as
duplicagdes por dia variaram ao longo do desenvolvi-
mento do cultivo. Os dados indicam que nos dois pri-
meiros dias a microalga realizou mais que uma duplica-
¢do por dia, reduzindo o tempo de duplica¢do nos dias
subsequentes até atingir o valor minimo.

Neste estudo foi possivel verificar que o crescimento
das células microalgais no ambiente de cultivo depen-
de do meio de cultivo utilizado. Fixando as condigoes
fisicas como temperatura, agitagdo e luminosidade no
cultivo ¢ possivel estudar a influéncia do meio na quan-
tidade de biomassa produzida. Assim, pode-se concluir
que o meio de cultivo MC atendeu de forma mais sa-

tisfatoria as necessidades nutricionais da microalga
Scenedesmus acuminatus, nas condi¢des estudadas, o
que proporcionou maior produtividade de biomassa em
um tempo menor. Além disso, os testes com diluigao
do meio de cultivo mostraram que é possivel utilizar o
meio MC numa proporc¢ao dez vezes menor sem com-
prometer a produtividade e, consequentemente, a quan-
tidade de biomassa produzida.
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