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RESUMO

O crescente interesse por cultivo de microalgas se deve a sua importancia
ambiental, e também por produzirem compostos de interesse comercial, como
biocombustiveis a base de lipideos. Este trabalho busca conhecer a melhor
intensidade luminosa para incremento de biomassa da microalga Tetrastrum
heteracanthum (Nordstedt) Chodat 1895, possivel fonte de biocombustivel, e com
isso diminuir os custos e o tempo de geracéo do cultivo em larga escala. A cepa foi
isolada de amostras da Lagoa Juara, Serra (ES), por meio da técnica de pipetagem
e diluicbes sucessivas. Os trés tratamentos (7300, 3800 e 1200 lux) foram triplicados
e realizados em meio ASM1, temperatura de 26°C+ 2, pH 7,4, fotoperiodo de
24h/24h de luz e aeracdo manual diaria por 48 dias. A determinacdo da biomassa foi
realizada pelos métodos de contagem direta em camaras de Fuchs Rosenthal em
microscopio optico, espectrofotometria e peso seco. A extracdo dos lipideos totais
seguiu o protocolo de Bligh e Dyer (1959) e o perfil dos acidos graxos foi
determinado pelo laboratério LAMES, da Universidade Federal de Goias. Houve
melhor taxa de crescimento, maior rendimento maximo e menor tempo de
duplicacdo na intensidade luminosa de 7300 lux, seguido por 3800 lux e 1200 lux
respectivamente, sendo que nenhum tratamento atingiu a fase estacionaria de
crescimento ao término do experimento. Sua composicdo lipidica se mostrou
adequada e potencial fonte para biodiesel a base de 6leos microalgais, sendo
constituida por 28,6% de acidos graxos saturados, 35,5% de monoinsaturados
(MUFA), 28,3% diinsaturados (DUFA), 7% de triinsaturados (TUFA) e 2,4%
poliinsaturados (PUFA). Desta forma, conclui-se que Tetrastrum heteracanthum é
sensivel e tem seu crescimento prejudicado quando em baixas luminosidades. A
melhor luminosidade para cultivo dessa espéciepara producdo de biodiesel é de
3800 lux, tendo em vista o incremento da biomassa, velocidade de crescimento e

menor custo de producéo.

Palavras-chave: Cultivo. Chlorophyceae. Microalga. Combustivel. Luz.



ABSTRACT

The growing interest in microalgae cultivation is due to its environmental importance,
and also toits capacity of producing compounds commercially interesting, such as the
lipidic biofuels. This researsh aims to knowing the best light intensity which stimulate
the biomass growth of the microalgae Tetrastrum heteracanthum (Norderstedt)
Chodat 1895, which is a possible source of biofuel, and thereby reduce the costs and
generation time for large-scale cultivations. The strain was isolated from a live Juara
lagoon sample, Serra (ES), using pipetting and successive dilutions technique. The
three treatments (7300, 3800 and 1200 lux) were triplicated and cultivated in ASM1
culture medium, in 26 + 2 ° C of temperature, pH 7.4, 24h/24h photoperiod of light,
with diary manual aeration for 48 days. The biomass measures were done by direct
counting in Fuchs Rosenthal chamber, using an optical microscope,
spectrophotometer and dry weight. The total lipid extraction was done based in the
Bligh and Dyer (1959) protocol and the fatty acid profile was determined by
laboratory LAMES, Universidade Federal de Goias. The results showed that the
better growth rate, maximum yield and shorter doubling time were obtained by 7300
lux, followed by 3800 lux and 1200 lux, respectively. All treatments did not reach the
stacionary growth phase in the end of the experiment. T. heteracanthum lipid
composition is adequate as a potential source for microalgae oil biodiesel production
and consisted of 28.6 % of saturated fatty acids , 35.5 % monounsaturated ( MUFA) ,
28.3 % diinsaturated (DUFA), 7 % triinsaturated of (TUFA) and 2.4% polyunsaturated
(PUFA). Finally, we concluded that Tetrastrum heteracanthum is sensitive in front low
light intensities. The best light intensity to cultivate this specie for potential use in the
production of biodiesel is 3800 lux, with an increased biomass growth rate and lower

cost of production.

Keywords: Cultivation. Chlorophyceae. Microalgae. Fuel. Light.
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1 INTRODUCAO

As algas estdo entre os organismos vivos mais primitivos da histéria da Terra, tendo
a sua origem datada do periodo Pré-cambriano, ha trés bilhdes e meio de anos
(BOLD; WYNNE, 1985). Em 1753, Lineu propés “alga” como uma categoria
taxonbmica, porém, hoje esse termo é usado para designar uma grande variedade
de organismos fotoautotroficos, clorofilados, criptbgamos e taldéfitos, e j4 ndo possui
nenhum valor taxondmico, sendo rebaixado a um agrupamento taxondmico
(BICUDO; MENEZES, 2008).

Algas fitoplancténicas sdo organismos microscépicos fotossintetizantes que vivem
em suspensdo na zona eufética da coluna d’agua em movimentagdo passiva. Por
serem autotroficos, sdo 0s principais responsaveis pela producdo primaria dos
ambientes aquaticos marinhos, dulcicolas ou salobros (REYNOLDS, 2006). Além
disso, eles atuam como 0s principais componentes da base da cadeia alimentar dos
ambientes aquaticos. Comumente as algas fitoplanctonicas sao bioindicadoras da
gualidade da agua, devido a rapida resposta as variagcdes ambientais (ESTEVES,

1998) e por possuirem um ciclo de vida curto.

A Classe Chlorophyceae, pertencente a Divisdo Chlorophyta, € uma das mais
frequentes do fitoplancton, seus representantes apresentam coloracdo esverdeada
por possuirem as clorofilas “a” e “b” como pigmentos principais. Possui cerca 8000
espécies descritas, acredita-se que este niUmero seja muito maior atualmente, sendo
gue 90% sao de ambientes lacustres, principalmente lagos e lagoas mesotréficos ou
eutréficos (ESTEVES, 1998; FOTT, 1971; RAVEN; EVERT,; EICHHORN, 2007).
Dentre os agrupamentos taxondémicos algais, a Divisdo Chlorophyta € uma das mais
visadas para a extracdo de 6leo algaceo, devido ao seu rapido crescimento, facil
adaptacdo as variagbes ambientais e também por ser facilmente
cultivavel(TEIXEIRA; MORALES, 2006).

O cultivo de microalgas tem sido uma importante ferramenta para elucidar diversos
aspectos da biologia das espécies, principalmente quanto a variabilidade
morfolégica, a plasticidade fenotipica, caracteristicas bioquimicas, metabolismo
vegetativo e reprodutivo, ciclo de vida,contribuindo assim para aumentar o
conhecimento sobre a ecologia e taxonomia desses organismos. Além disso, o

desenvolvimento das pesquisas com culturas algais tem proporcionado o uso cada
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vez maior de microalgas em testes de toxicidade, melhorando assim a avaliagéo dos
impactos ambientais causados por algumas substancias que sdo derramadas em
ambientes aquaticos (LOURENCO, 2006).

O aumento gradativo no interesse por cultivo de microalgas se deve ndo s6 por sua
importancia ambiental e biol6gica, mas também por sua producdo de compostos de
relevancia comercial como proteinas, carboidratos, vitaminas, acidos graxos poli-
insaturados, e pigmentos como carotenodides e clorofila (DERNER; OHSE; VILLELA,
2006). Nos ultimos anos as pesquisas com microalgas para fins comerciais se
expandiram, e houve um aumento nas investigacdes que buscam a producéo de
biodiesel tendo como fonte estes microrganismos, uma vez identificado seu
potencial como matéria prima (LOURENCO, 2006).

A demanda crescente por formas de energia limpa ou menos degradaveis para a
substituicdo de combustiveis fosseis levou, em todo mundo, o lancamento de
programas para a producdo de biocombustiveis. Os biocombustiveis vém sendo
vistos como uma oOtima alternativa para substituir os combustiveis fosseis, néo
apenas por provirem de fontes renovaveis e sustentaveis, mas também por sua
composicao livre de enxofre e compostos aromaticos (FERRARI; OLIVEIRA,;
SCABIO, 2005).

O biocombustivel nos dias de hoje € produzido em grande escala por plantas
oleaginosas como a soja, girassol e a palma. Porém, o uso de microalgas pode ser
uma alternativa interessante, tendo em vista que algumas linhagens algais
produzem grande quantidade de Oleo, apresentando uma taxa rapida de
crescimento, permite 0 uso de terras ndo araveis. Finalmente, as microalgas nao
competem por areas cultivaveis destinadas a alimentacdo humana (PAULILLO;
JATOBA; CECHINEL, 2009).

Sabe-se que o desenvolvimento das microalgas pode ser afetado por fatores
bidticos(taxa de crescimento, parasitismo, alelopatia e herbivoria) e
abioticos(temperatura, pH, incidéncia de luminosidade, velocidade de correnteza e
concentracfes de nutrientes). Dentre esses fatores abidticos, a concentracdo de
nutrientes e a luminosidade s&o fatores determinantes no desenvolvimento desses
organismos uma vez que influenciamno processo fotossintético (ESTEVES, 2011;
GUILLARD; MORTON, 2003).
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A intensidade luminosa € um dos fatores ambientais que afeta diretamente as
microalgas, visto que influencia na formagdo de compostos organicos via processo
fotossintético e, consequentemente, a densidade e composicdo bioquimica e celular
(ERIKSEN; GEEST; IVERSEN, 1996; JORGE et al., 1999). Os efeitos da radiacéo
luminosa na composi¢cdo bioquimica das microalgas estdo relacionados com o0s
processos de fotoaclimatacdo ou fotoadaptacdo (HU, 2004), uma vez que, altas
intensidades luminosas tendem a aumentar a producdo de polissacarideos nas
células algais (HU, 2004).

Além disso, em ambientes aquéaticos a radiacdo luminosa também afeta o
desenvolvimento das algas e influencia a disposicao do fitoplancton ao longo da
coluna d’agua, sendo que algumas algas podem migrar verticalmente (passiva ou

ativamente) de modo a satisfazer sua necessidade por luz (ESTEVES, 1998).

Para as algas da Classe Chlorophyceae, quando a intensidade da luz € baixa,
pigmentos como carotenoides e clorofilas “b” e “c”, passam a agir como pigmentos
acessorios, ou seja, capturam diferentes comprimentos de onda captando a energia
luminosa e a repassa para as moléculas de clorofila “a” (OLAIZOLA; DUERR, 1990).
Em luminosidades muito baixas, as cloroficeas, microalgas que ndo possuem
grande variedade de pigmentos acessorios, ndo conseguem captar luz em diferentes
intervalos de comprimento de onda, como as cianobactérias que possuem outros
pigmentos como ficocianina e ficoeritrina, o que torna as cloroficeas organismos com
maior demanda de luminosidade para uma producéo satisfatéria de compostos
provenientes da fotossintese. Por outro lado, sob altas intensidades luminosas, 0s
pigmentos acessorios, principalmente os carotendides, protegem a clorofila “a”
contra a foto-oxidacdo. Porém, quando em luminosidades excessivamente altas, se
a alga nao for capaz de aumentar a concentracdo de pigmentos acessorios ou de
produzir pigmentos mais especializados, ela pode entrar em colapso e morrer
(OLAIZOLA; DUERR, 1990). Por fim, apesar de ser um fator importante, a luz em
excesso pode causar fotoinibicdo, provocando diminuicdo da capacidade
fotossintética o que também resultaria no decréscimo da biomassa (CAMACHO et

al., 2003).

A radiacdo luminosaem intensidades muito elevadas pode causar a morte das

células pela formacdo de perdxido de hidrogénio (extremamente téxica para as
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algas) quando junto de oxigénio. Essa reacdo € conhecida como foto-oxidacdo ou
morte fotoxidativa (HIRAYAMA; UEDA; SUGATA, 1996).

As condic¢fes de cultivo podem ser alteradas para otimizar ou induzir a produgéo de
maiores concentracfes das substancias de interesse, como proteinas, pigmentos,
carboidratos e acidos graxos (LOURENCO, 2006). No Estado do Espirito Santo, ndo
existem pesquisas publicadas sobre cultivo de cloroficeas isoladas a partir de
ambientes capixabas, ou que testem em laboratério a influéncia na variacdo de

fatores ambientais no desenvolvimento de alguma alga de interesse econémico.

A Universidade do Espirito Santo (UFES) participa, através do Laboratério de
Taxonomia e Ecologia de Algas Continentais (LATEAC), do Departamento de
Ciéncias Bioldgicas/CCHN, do projeto intitulado “MICROALGAS- Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovagcdo em Tecnologia para Producdo e uso de Biodieseis
Derivados de Oleos de Microalgas”, aprovado pela FINEP/MCT. Este projeto tem
como objetivo estudar espécies locais de varias regides do Brasil, visto que uma
grande variedade de microalgas ainda ndo foi explorada bioquimica e

metabolicamente.

O LATEAC (UFES) em nome de sua coordenadora, Prof. Dra. Valéria de Oliveira
Fernandes, convidou a Faculdade Catdlica Salesiana do Espirito Santo, a integrar,
através de seus alunos, o projeto supracitado, de forma que parte das atividades
foram desenvolvidas na UFES e parte nos laboratérios da Faculdade Salesiana,
permitindo desta forma ampla contribuicdo para formacdo dos alunos envolvidos e
estabelecendo uma parceria de grande valia para o enriquecimento técnico-

cientifico das institui¢coes.

Tendo em vista 0 exposto, a presente pesquisa busca estudar o efeito de diferentes
intensidades luminosas sobre o crescimento em biomassa de uma microalga da
Classe Chlorophyceae, Tetrastrum heteracanthum (Nordstedt) Chodat. Contribuindo
para a busca de novas espécies promissoras para a obtencdo do biocombustivel e
diminuir os custos do processo de obtencdo do mesmo, a fim de tornar seu uso
viavel frente aos combustiveis produzidos a base de petroleo. Os objetivos
especificos deste trabalho sdo: 1) Obter uma cepa da microalga da Classe
Chlorophyceae Tetrastrum heteracanthum em meio liquido ASM1, a fim de obter

biomassa para a realizacdo dos testes; 2) Avaliar o crescimento das culturas
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submetidas a diferentes intensidades luminosas (7300 lux, 3800 lux, 1200 lux), por
um periodo de 45 dias através de espectrofotometria, em coletas diarias; 3)
Comparar a variagdo na quantidade de lipideos totais dos tratamentos e; 4) Verificar
a melhor resposta apresentada pela microalga para seu cultivo.

Neste contexto, a hipotese do presente trabalho € que o crescimento e a producgéo
de lipideos totais das culturas microalgais serdo maiores quando expostas auma
maior intensidade luminosa se comparados aos resultados dos tratamentos

cultivados em menores intensidades luminosas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Biodiesel € um mono-alquil éster de &cidos graxos, sendo um biocombustivel
derivado de origem renovavel, produzido a partir de 6leos vegetais ou gordura
animal. Os 6leos vegetais, por sua vez, podem ser obtidos de uma grande variedade
de matérias-primas, sendo comumente derivados de sementes de plantas
oleaginosas (como soja, girassol, colza, algodao, entre outros) e parte de seus
frutos, sendo a palma a mais utilizada. Também € possivel a utilizacdo de 6leos de
descarte (fritura) e de origem animal (AZEREDO, 2012; DEMIRBAS, 2009;
GONCALVES; NOGUEIRA, 2007;KNOTHE, 2006a; KOWALSKI, 2010; MONTEIRO,
2009). De forma abrangente, o conceito de biocombustivel considera tanto
combustiveis solidos quanto os liquidos ou gasosos (AZEREDO, 2012). O principal
processo utilizado para a obtencdo do biodiesel € a transesterificacdo, que consiste
na reagdo quimica desses 6leos de origem natural com alcool etilico ou metanol na
presenca de um catalizador inorganico (DEMIRBAS, 2009; KNOTHE, 2006a;
BRASIL, 2013).

Apesar dos combustiveis fosseis atualmente constituirem a principal fonte de
energia mundial, a tendéncia € que, em um século, o consumo de petrdleo passe de
30% para 5% devido ao esgotamento das reservas. Por outro lado,espera-se que 0
consumo de combustiveis a base de biomassa, ou biocombustiveis, avance de 2%
para 20% ao longo mesmo periodo de tempo (FERRARI; OLIVEIRA; SCABIO, 2005;
PAULILLO; JATOBA; CECHINEL, 2009). Neste cenario os biocombustiveis est&o
sendo vistos como uma potencial escolha a substituicdo dos combustiveis fésseis
convencionais, ndo sO por provirem de fontes renovaveis, mas também por sua
composicao livre de enxofre e compostos aromaticos, pela menor emissdao de
particulas, pelo carater ndo toxico, pelo teor médio de oxigénio (em torno de 11%),
maior ponto de fulgor e por serem biodegradaveis, o que 0s tornam menos
agressivos ao meio ambiente (FERRARI; OLIVEIRA; SCABIO, 2005; PAULILLO;
JATOBA; CECHINEL, 2009). Além disso, o biodiesel pode ser mesclado ao diesel a
base de petréleo em qualquer proporcdo, minimizando seus efeitos danosos ao meio
ambiente (BRASIL, 2006; KNOTHE, 2006a; BRASIL, 2013). A maior desvantagem
em relacdo ao biodiesel é o aumento da liberacdo de éxidos de azoto (NOx) na
atmosfera (MONTEIRO, 2009).
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Embora o tema “biocombustiveis” tenha ganhado mais destaque no meio académico
nos ultimos anos, a utilizacdo de biocombustiveis se da desde tempos antigos, na
descoberta do fogo. A partir deste periodo a madeira se tornou o biocombustivel
sélido mundialmente utilizado, posteriormente seguido da descoberta de que 6leos
vegetais e gorduras animal e vegetal também serviam como combustivel
(AZEREDO, 2012). Por volta do final do século XVIII 6leos de baleia e azeite de
peixes eram utilizados nos postes de iluminacéo publica na cidade do Rio de Janeiro
(SILVA, 2006).

O biodiesel foi descoberto por volta de 1900 quando o pesquisador e inventor
Rudolph Diesel criou um motor com um novo sistema de funcionamento,
denominado “ciclo diesel”’, movido a base de 6leo de amendoim. Entretanto o alto
valor agregado na producdo de sementes e a grande quantidade de petroleo
disponivel no inicio do século XX e seu facil refinamento, resultou na troca dos 6leos
vegetais pelo oleo refinado a partir do petroleo (GONCALVES; NOGUEIRA, 2007;
MA; HANNA, 1999). Aléem da grande disponibilidade, a alta densidade energética
contribuiu para que o petroleo se tornasse a matéria prima mais utilizada para
fabricacdo de combustiveis (PAULILLO; JATOBA; CECHINEL, 2009).

Durante a Segunda Guerra Mundial se deu a primeira grande demanda por
combustiveis naturais renovaveis, devido ao fim do abastecimento de petréleo
importado por parte de paises produtores. Com o fim da guerra, a oferta de petréleo,
provindo do Oriente Médio, tomou novamente conta do mercado, sendo esta
interrompida na década de 70 com o choque do petréleo, em virtudeda instabilidade
politica desses paises (AZEREDO, 2012; KOWALSKI, 2010).

Diante deste cenario, diversas alternativas foram estudadas, buscando uma fonte
alternativa economicamente acessivel e menos poluidora. No Brasil foi criado o
programa Pré-Alcool no ano de 1975, como estratégia para reduzir o consumo de
derivados do petroleo e substitui-los por etanol, produzido a base de cana-de-agucar
(AZEREDO, 2012; OSAKI; BATALHA, 2011). Também no inicio da década de 70 o
Brasil criou o Plano de Producdo de Oleos Vegetais para Fins Energéticos (Pro-
Oleo) e mais tarde em 1980 passou a ser o Programa Nacional de Oleos Vegetais
para Fins Energéticos, com objetivo de estimular a mistura de 30% de biodiesel ao
diesel convencional e uma substituicdo total do diesel a base de petréleo em longo

prazo. Entretanto, a reducdo no preco do petréleo e o alto custo de producdo do
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biodiesel em relacdo ao diesel féssil paralisaram os avangos desacelerando o
programa (AZEREDO, 2012; OSAKI; BATALHA 2011; SERVICO DE APOIO AS
MICRO E PEQUENAS EMPRESAS, 2013).

Contudo, a demanda crescente por formas de energia limpa ou menos degradaveis
para a substituicdo de combustiveis foésseis levou em todo mundo o lancamento e a
retomada de programas para a producao de biocombustiveis (OSAKI; BATALHA,
2011).

As fontes vegetais mais utilizadas para a obtencdo de biodiesel séo as plantas
oleaginosas, tais como a colza e girassol (Europa), soja (Estados Unidos e Brasil) e
a palma (Malésia e Indonésia) (MONTEIRO, 2009). No Brasil as principais matérias-
primas empregadas na producdo de biodiesel sdo a soja, a mamona e o0 dendég,
sendo que a soja corresponde a cerca de 90% da producédo agricola de o6leos
vegetais (CHIARANDA et al., 2005). Porém, de toda a soja produzida,
aproximadamente 95% se destina ao mercado brasileiro de 6leo vegetal para a
alimentacdo humana (OSAKI; BATALHA, 2011).

Entretanto, a producdo de biodiesel tendo como base as plantas oleaginosas
convencionais, como a soja, destinadas em grande parte para a alimentacéo
humana, é considerada um problema, visto que se tornaria necessario desviar parte
das culturas desses vegetais, inicialmente destinados a alimentacdo humana e
animal, para a producao de biodiesel. Além disso, pode ocorrer uma substituicdo de
plantacées em regides de solo fértil, retirando vegetais ndo-oleaginosos que seriam
destinados a alimentacdo e cultivandoplantas oleaginosas para producdo do
biodiesel, o que poderia acarretar o aumento dos precos dos alimentos (OLIVEIRA,
2009).

Por essas razfes, novas fontes para a extracdo de Oleos para a producdo de
biodiesel vém sendo estudadas e desenvolvidas. Dentre elas se destacam os
estudos realizados com microalgas, as quais apresentam grande potencial
energético (AZEREDO, 2012; MA; HANNA, 1999; PAULLILO et al., 2009), com
indices de produtividade por area maior que dos cultivos tradicionais (MONTEIRO,
2009).

O uso de microalgas pode ser uma alternativa, tendo em vista que algumas espécies

produzem grande quantidade de 6leo, além de apresentarem uma taxa de
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crescimento rpida comparada as plantas terrestres. Elas também permitem o uso
de terras improprias para plantacdo, ndo cultivaveis, regides com deficiéncia de
agua e condicdes climaticas extremas e nao competem por areas cultivaveis
destinadas a alimentacdo humana. S8o organismos microscopicos unicelulares ou
formadores de col6nias ou filamentos, com ciclos de vida, em sua maioria, simples e
curtos, o que os tornam facilmente cultivaveis. Dessa maneira, uma cultura de
microalgas, por ser originada de um unico individuo, teoricamente apresenta a
mesma composicdo gendmica e bioquimica dentro da cultura. Muitas espécies
podem ser induzidas a produzir, em grandes quantidades, determinados compostos,
tais como proteinas, lipideos e carboidratos. Finalmente, outra vantagem em relacéo
as plantas oleaginosas é que o cultivo de microalgas dispensa o uso de agrotdxicos
(BERTOLDI; SANT’ANNA; OLIVEIRA, 2008; OHSE et al., 2007; PAULILLO;
JATOBA; CECHINEL, 2009).

Entretanto, culturas de microalgas em escala comercial para a producéo de biodiesel
atualmente se torna muito custosa comparada com a producdo atual de petrdleo.
Desta forma o desafio atual para o cultivo de microalgas associa-se a uma
diminuicdo dos custos de producdo de biodiesel em relacédo as plantas oleaginosas
e ao isolamento e selecdo de espécies promissoras de elevada acumulacdo de
lipideos (CAROLINO, 2011). Para se tornar conveniente o0 consumo de
biocombustiveis a base de biomassa, estes precisam gerar mais energia do que a
necessaria para sua producdoe o0s precos dos custos de producdo e obtencéo
devem se igualar ou aproximar dos valores de obtencédo do petréleo bruto (CHISTI,
2007; PAULILLO; JATOBA; CECHINEL, 2009).

As algas estdo entre 0s organismos vivos mais primitivos da historia da Terra, tendo
a sua origem datada do periodo Pré-cambriano, ha trés bilhdes e meio de anos
(BOLD; WYNNE, 1985). Em 1753, Lineu propds “alga” como uma categoria
taxondmica, porém, hoje esse termo é usado para designar uma grande variedade
de organismos fotoautotroéficos, clorofilados, criptogamos e taléfitos, e jA ndo possui
nenhum valor taxonémico, sendo rebaixado a um agrupamento taxondmico
(BICUDO; MENEZES, 2006).

Algas fitoplanctbnicas sdo organismos microscopicos fotossintetizantes que vivem
em suspensao na zona eufdtica da coluna d’agua. Por serem autotréficos, sao os

principais responsaveis pela produgcdo primaria dos ambientes aquaticos marinhos,
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dulcicolas ou salobros. Desempenhando, desta forma, um papel fundamental na
manutencdo da vida nestes ecossistemas (REYNOLDS, 2006; VIDOTTI;
ROLLEMBERG, 2004). Além de serem o0s principais componentes da base da
cadeia alimentar dos ambientes aquaticos, as algas fitoplanctonicas sao
bioindicadoras da qualidade da agua, devido a rapida resposta as variacdes
ambientais (ESTEVES, 1998). Outra grande importancia é a possivel formacao de
floragbes ou “bloons”, que geram efeitos prejudiciais para a biota e até mesmo para
0 homem (LOURENCO, 2006).

A disposicdo da comunidade fitoplanctdnica de determinada regido ou ambiente, é
reflexo de respostas e adaptacdes a diversos fatores biodticos e abidticos. O arranjo
no qual as comunidades fitoplancténicas se encontram reflete ndo sé as interacbes
entre os individuos da mesma, como também o efeito de variaveis ambientais sobre
ela, sendo influenciada principalmente pela radiacdo, concentracdo de nutrientes
inorganicos, temperatura, pH e condutividade elétrica da agua (HINO, 1979). E
importante ressaltar que os ambientes naturais sdo heterogéneos em tempo e
espaco e a comunidade fitoplanctonica responde a essas mudancgas, o que faz com
gue ela esteja sempre em processo de organizacdo e dessa forma nao alcancem
assim estagios climacicos (HUTCHINSON, 1967).

A Divisao Chlorophyta, que compreende as espéciesconhecidas como algas verdes
ou somente cloréfitas é constituida por cerca de 17 mil espécies que variam desde
individuos constituidos por uma unica célula (unicelulares) a individuos talosos
multicelulares (LOURENCO, 2006). Os individuos desta Divisdo sdo encontrados em
todo o mundo, ou seja, sdo cosmopolitas, ocorrendo em diversos habitatscomo
ambientes dulcicolas, marinhos, salobros e ambientes mais extremos como neve,
folhas de plantas terrestres, troncos de arvores, salinas, desertos, cinzas vulcanicas
e pélos de animais, porém, principalmente os individuos microscopicos, que
correspondem a maioria das espécies da Divisdo Chlorophyta, sdo encontrados em
ambientes duciaquicolas (ESTEVES, 1998; LOURENCO, 2006).

Uma infinidade de tipos morfologicos esta presente nesta divisdo,asformas variam
de unicelulares cocoéides, unicelulares monadais, coldnias tetrasporais, coloniais
cendbios, filamentosos simples, filamentosos ramificados a formas macroscépicas
(LOURENCO, 2006).



32

De acordo com Esteves (1998) as Classes Chlorophyceae e Zygnemaphyceae sao
as classes de maior representatividade no fitoplancton, em numero de téxons

descritos, para a Divisdo Chlorophyta.

A Classe Chlorophyceae é uma das mais frequentes do fitoplancton, apresentam
coloragdo esverdeada por possuirem as clorofilas “a” e “b” como pigmentos
principais. Possui aproximadamente 8000 espécies conhecidas, embora se estime
gue este numero seja muito maioratualmente, sendo que 90% sdo de ambientes
lacustres, principalmente lagos e lagoas mesotroficos ou eutréficos, esta classe é
considerada de ocorréncia cosmopolita (FOTT, 1971; ESTEVES, 1998; RAVEN;
EVERT; EICHHORN, 2007). Dentre os agrupamentos taxondmicos algais, a Classe
Chlorophyceae é uma das mais visadas para a extracao de 6leo algaceo, devido ao
seu rapido crescimento e facil adaptacdo as variagdes ambientais e também por

serem facilmente cultivaveis (TEIXEIRA; MORALES, 2006).

O cultivo de microalgas tem sido uma importante ferramenta para elucidar diversos
aspectos da biologia das espécies principalmente quanto a variabilidade
morfologica, a plasticidade fenotipica, caracteristicas bioquimicas, ciclo de vida e
assim contribuindo para aumentar o conhecimento sobre a ecologia e taxonomia das
algas. Além disso, 0 avanco do cultivo tem proporcionado o uso cada vez maior de
microalgas em testes de toxicidade melhorando assim a avaliagdo dos impactos
ambientais causados por algumas substancias que sdo derramadas em ambientes

aquaticos (LOURENCO, 2006).

O cultivo desses organismos teve inicio a cerca de 140 anos acompanhando o
avanco nas areas das ciéncias ambientais, microbiologia e fisiologia (LOURENCO,
2006). Este mesmo autor divide a historia do cultivo em dois importantes periodos, o
primeiro periodo foi onde houve as descobertas fundamentais a respeito das
microalgas e dos melhores métodos de como cultiva-las, iniciado no final do século
XIX, principalmente entre os anos de 1870 a 1880, atribuindo a Famintzin (1871) o
titulo de primeiro pesquisador a desenvolver estudos sobre cultivo de microalgas. O
segundo grande periodo, o qual se estende até a atualidade, teve inicio entre
meados dos anos 1940 e inicio de 1950, sem um marco historico concreto
separando-o do primeiro periodo. Este por sua vez € marcado pela diversificacao
dos estudos relacionados ao assunto e suas aplicacbes biotecnoldgicas
(LOURENCO, 2006).
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O Brasil tem uma histéria muito recente na area de cultivo, tendo sua pesquisa
difundida somente a partir de 1980, ao contrario de outros paises como Alemanha,
Franca e Holanda que iniciaram estudos com cultivo ja no século XIX. No Brasil os
primeiros estudos datam de 1976 realizados pelos pesquisadores Clovis Teixeira e
Armando A. H. Vieira na universidade de S&o Paulo. N&o participando do
desenvolvimento fundamental dos cultivos. No Brasil, atualmente, sdo contabilizados
aproximadamente 45 laboratérios e cole¢des ligadas a cultivo de microalgas, estes
laboratérios sdo de pequeno e médio porte e apenas cinco destes tem colecfes de
cultivo de microalgas com mais de 150 cepas de géneros distintos (LOURENCO,
2006).

O aumento gradativo no interesse por cultivo de microalgas se deve ndo s6 por sua
importancia ambiental e bioldégica, mas também por sua producéo de compostos de
relevancia comercial como proteinas, carboidratos, vitaminas, acidos graxos poli-
insaturados, e pigmentos como carotendides e clorofila (DERNER; OHSE; VILLELA,
2006).

Os cultivos em grande escala de microalgas estdo voltados em sua maioria para a
obtencao de proteinas usadas como suplemento alimentar tanto na alimentacéo de
animais como na humana. Estas podem ser encontradas em formulacdes em po,
tabletes, capsulas, extratos, misturados a alimentos industrializados como biscoitos,
doces e bebidas (LOURENCO, 2006). O uso da cianobactéria Spirulina (Arthrospira
platensis) como fonte de alimento para humanos e animais ocorre ha pelo menos
700 anos, pelo seu alto teor proteico (RICHMOND, 2004). S&o cinco os géneros de
microalgas mais usados na alimentacdo humana: Aphanizomenon e Arthrospira
(cianobactérias), Chlorella, Dunaliella e Scenedesmus (Chlorophyceae)
(RICHMOND, 2000 apud LOURENCO, 2006). Estas microalgas além do seu alto
valor nutricional apresentam ainda certas propriedades benéficas como supressao
de hipertensdo e a promocdo do crescimento intestinal de Lactobacillus
(LOURENCO, 2006).

O cultivo de microalgas também se aplica na industria farmacéutica, de corantes e
na de cosméticos. Através do cultivo para aproveitamento de pigmentos como 0s
carotenoides, os quais alguns deles, principalmente astaxantina e betacaroteno,
podem ser aproveitados como corantes de alimentos e racfes e também como
substancia antioxidante e fonte de vitamina A (LOURENCO, 2006). Outros
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pigmentos também sdo comercializados, como por exemploas ficobilinas,
produzidas por algumas algas como as dos grupos cianobactérias e as criptofitas.
Esses pigmentos apresentam coloragdoazulada, sendo chamados de ficocianinas, e
avermelhadas, as ficoeritrinas. As ficobilinas sdo empregadas na inddstria como
corantes na industria de alimentos, como matéria-prima para a producdo de
cosmeéticos e também em ensaios imunologicos. Esta Ultima através da producao de
corantes fluorescentes (BECKER, 2004; LOURENGCO, 2006). A cianobactéria
Arthrospira e as algas vermelhas unicelulares Porphyridium e Rhodella, sdo algumas
das principais fontes de ficobilinas (LOURENCO, 2006). Além dos usos
supracitados, espécies de microalgas podem produzir uma série de moléculas
bioativas com efeito antibidticos, anticancerigenos, anti-inflamatérias, antivirais,
redutoras de colesterol, enzimaticas e entre outras (DERNER; OHSE; VILLELA,
2006).

Como potencial fonte de biodiesel, as microalgas mais estudadas para utilizagcdo em
larga escala sdo: as Chlrophyceae Platymonas sp., e Botryococcus braunii, a
ChlorodendrophyceaeTetraselmissuecica, as Coscinodiscophyceae Cyoclotella sp. e
Cyoclotella cryptica, e a Trebouxiophyceae Chlorella protothecoides (MONTEIRO,
2009).

Sabe-se que o desenvolvimento das microalgas pode ser afetado por fatores
bidticos (taxa de crescimento, parasitismo, alelopatia e herbivoria) e abioticos
(temperatura, pH, incidéncia de Iuminosidade, velocidade de correnteza e
concentracfes de nutrientes). Dentre esses fatores abidticos, a concentracdo de
nutrientes e a luminosidade s&o fatores determinantes no desenvolvimento desses
organismos uma vez que influenciamno processo fotossintético (ESTEVES, 2011,
GUILLARD; MORTON, 2003).

A intensidade luminosa € um dos fatores ambientais que afeta diretamente as
microalgas, visto que influencia na formacdo de compostos organicos via processo
fotossintético, e consequentemente a densidade e composi¢cdo bioquimica e celular
(ERIKSEN; GEEST; IVERSEN, 1996; JORGE et al., 1999). Os efeitos da radiacéo
luminosa na composi¢cdo bioquimica das microalgas estdo relacionados com 0s
processos de fotoaclimatacdo ou fotoadaptacdo (HU, 2004), uma vez que, altas

intensidades luminosas tendem a aumentar a producdo de polissacarideos nas
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células algais (HU, 2004). Em cultivo, a Iluminosidade adequada também
proporciona crescimento da populacédo algal, porém, podem ocorrer mudancas no
desenvolvimento das algas ao longo do tempo, visto que, a medida que aumenta a
densidade celular, a intensidade luminosa por célula diminui o que resulta na
reducéo do crescimento da microalga (ERIKSEN; GEEST; IVERSEN, 1996; JORGE
et al., 1999).

Em ambientes aquéticos a radiacdo luminosa também afeta o desenvolvimento de
algas e influencia a disposi¢ao do fitoplancton ao longo da coluna d’agua, sendo que
algumas algas podem migrar verticalmente de modo a satisfazer sua necessidade
por luz (ESTEVES, 1998).

Para as algas da Classe Chlorophyceae, quando a intensidade da luz é baixa,
pigmentos como carotenoides e clorofilas “b” e “c”’, passam a funcionar como
pigmentos acessorios, dessa forma, capturam diferentes comprimentos de onda
captando a energia luminosa e a repassa para as moléculas de clorofila “a”
(OLAIZOLA; DUERR, 1990). Em luminosidades muito baixas, as cloroficeas,
microalgas que nao possuem grande variedade de pigmentos acessorios, nao
conseguem captar luz em diferentes intervalos de comprimento de onda, como as
cianobactérias que possuem outros pigmentos como ficocianina e ficoeritrina, o que
torna as cloroficeas organismos com maior demanda de luminosidade para uma
producdo satisfatéria de compostos provenientes da fotossintese. Por outro lado,
sob altas intensidades luminosas, 0s pigmentos acessorios, principalmente os
carotenoides, protegem a clorofila “a” contra a foto-oxidacdo. Porém, quando em
luminosidades excessivamente altas, se a alga nédo for capaz de aumentar a
concentragcdo de pigmentos acessorios ou de produzir pigmentos mais
especializados, ela pode entrar em colapso e morrer (OLAIZOLA; DUERR, 1990).
Por fim, apesar de ser um fator importante, a luz em excesso pode causar
fotoinibicdo, provocando diminuicdo da capacidade fotossintética o que também

resultaria no decréscimo da biomassa (CAMACHO et al., 2003).

A radiacdo luminosaem intensidades muito elevadas pode causar a morte das
células pela formacdo de perdxido de hidrogénio (extremamente téxica para as
algas) quando junto de oxigénio. Essa reacdo € conhecida como foto-oxidagdo ou
morte fotoxidativa (HIRAYAMA; UEDA; SUGATA, 1996).
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Fator este comprovado em trabalhos como o de Sorokin e Krauss(1958), que
demonstrou ocorrer fotoinibicdo em Scenedesmus obliquus, o ponto de saturacdo da
luz para essa alga foi de 500 footcandles, que corresponde a aproximadamente
5382 lux, nesse ponto S. obliquusatingiu uma taxa de crescimento de 2,2. O
crescimento caiu pela metade quando a intensidade luminosa passou para 4500

footcandles ou 48437 lux aproximadamente, quando ocorreu a fotoinibigcao.

No experimento de Bouterfas, Belkoura e Dauta (2006), que trabalharam com as
microalgas Selenastrum minutum, Coelastrum microporum e Cosmarium
subprotumidum, todas da Classe Chlorophyceae, em intensidades luminosas entre
30 e 456 pmol m? s™* (ou 1620 e 24624 lux) em duas temperaturas diferentes, 25°C
e 35°C, observaram fotoinibicdo do crescimento apds uma intensidade luminosa
6tima, sendo 365, 390 e 360 umol m? s™* para Selenastrum minutum, Coelastrum
microporum e Cosmarium subprotumidum, respectivamente, através do decréscimo
dos valores da taxa de crescimento mais ou menos rapidamente, dependendo da

temperatura.
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3 METODOLOGIA

Neste capitulo estdo apresentadas as metodologias utilizadas na realizacdo desta
pesquisa. O experimento foi divido em duas etapas, a etapa de campo, necesséria
para coleta do material, e a etapa laboratorial, etapa principal e com maior duracéo,
onde se concentram 0s objetivos desta pesquisa.

3.1 CAMPO

A lagoa Juara, pertencente a bacia do rio Jacaraipe, localiza-se na regido
metropolitana da Grande Vitéria (Serra, ES) apresenta grande importancia
socioeconémica regional e vem sendo submetida a inUmeros impactos, como
lancamento de efluentes in natura, lancados nos cérregos afluentes. E um grande
depositario de biodiversidade de microalgas fitoplanctonicas (OLIVEIRA;
FERNANDES, 2011).

A coleta foi realizada com auxilio de rede de plancton com 20 um de abertura de
malha, por meio de arrastos horizontais na sub-superficie da coluna d’agua em
pontos proximos a margem do ambiente, para se obter uma amostra concentrada
(BICUDO; MENEZES, 2006).

Foram coletadas amostras de agua na lagoa Juara (Figura 01), em setembro de

2012, para isolamento do taxon estudado.

Figura 01 - Lagoa Juara, Serra, ES.
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3.2 ISOLAMENTO

As amostras vivas foram coletadas e imediatamente acondicionadas em frascos de

vidro, sendo mantidas vivas para posterior identificacdo e isolamento dos taxons.

A microalga foi isolada através do método de pipetagem e diluicbes sucessivas,
adequado para o isolamento de células relativamente grandes de tamanho superior
a 10 um (LOURENCO, 2006). Essa técnica consiste na analise de uma pequena
gota da amostra em microscopio Optico, no caso Olympus CX-41. Com o auxilio de
uma pipeta de Pasteur de vidro com ponta afinada manualmente para se formar um
capilar, uma pequena quantidade de liquido contendo a alga de interesse é
transferida para outra gota contendo somente meio de cultura. Sucessivas
transferéncias sao feitas até que se tenha na gota apenas o individuo da espécie de
interesse. Por fim, o individuo € inoculado em um microtubo plastico, com
capacidade de 2mL, contendo 1mL de meio liquido ASM1. Esse meio de cultura,
apesar de ser preferencialmente usado em cultivo de cianobactérias (LOURENCO,
2006), apresentou bons resultados no cultivo demicroalgas da classe Chlorophyceae
em estudos prévios realizados no laboratorio LATEACe também foi o que
apresentou maior crescimento de Tetrastrum heteracanthum em testes preliminares
realizados entre BBM, CHU e ASM1 na cultura indculo. ApGs a transicao final da
espécie isolada para o microtubo segue um periodo de incubacéo de alguns dias ou
semanas, em que 0s microtubos eppendorfs sdo mantidos em estufas em condi¢cdes
adequadas de crescimento, para que aconteca a multiplicacdo das células e
confirmacado do isolamento (LOURENCO, 2006). Os eppendorfs e o meio de cultura

foram previamente esterilizados em autoclave a 121°C por 30 minutos.

Esse método garante a formacdo de uma cultura clonal, onde, todos os individuos
sdo, inicialmente, geneticamente semelhantes entre si. Esse tipo de cultura é ideal,
pois seus individuos devem se comportar de maneira semelhante a diferentes
condi¢cbes gerando resultados mais homogéneos (LOURENCO, 2006). Além de

clonal é considerado unialgal, por conter apenas uma espécie de microalga.
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3.3 MICROALGA ISOLADA

O téxon isolado, Tetrastrum heteracanthum (Nordstedt) Chodat 1895 (Figura 02), foi
identificado em nivel de Género seguindo como base Bicudo e Menezes (2006) para
nivel genérico e Godinho, Gonzélez e Bicudo (2010) para especifico.

O Género Tetrastrum compreende individuos formadores de colbnias, cada uma
com quatro células dispostas em volta de um meato, espaco central romboide,
formando um quadrado ou losango. A colénia formada € plana e de vida livre. As
células constituintes das col6nias podem possuir uma forma elipsoidal, triangular
com as extremidades arredondadas ou um formato cordiforme, possuindo de um a
guatro espinhos na extremidade livre da célula, dependendo da espécie em questao,
assim como o numero de cloroplastos, que pode variar de um a quatro, este
cloroplasto apresenta um formato disciforme, podendo ou ndo possuir um pirenoide
central (AHLSTROM; TIFFANY, 1934; BICUDO; MENEZES, 2006; GODINHO;
GONZALEZ; BICUDO, 2010).

O Geénero Tetrastrum é constituido por cerca de dez espécies conhecidas e
identificadas para o fitoplancton e para o metafiton do mundo inteiro. Cinco espécies
do Género ja foram descritas em territorio brasileiro sendo elas, Tetrastrum elegans,
Tetrastrum glabrum, Tetrastrum heteracanthum, Tetrastrum mitrae e Tetrastrum
staurogeniaeforme (AHLSTROM; TIFFANY, 1934; BICUDO; MENEZES, 2006;
GODINHO; GONZALEZ; BICUDO, 2010).

Tetrastrum  heteracanthum pertence a Classe Chlorophyceae, Familia
Scenedesmaceae. Corresponde a um cenodbio plano, com células dispostas
cruciadamente em volta de um meato central. Suas células apresentam a
extremidade livre arredondada e margens internas quase retas apresentando de 3 a
7,6 um de diametro (GODINHO; GONZALEZ; BICUDO, 2010).

Esta espécie se difere das demais espécies do género Tetrastrum por apresentar
dois espinhos polares de tamanhos diferentes, que variam de 3 a 10,8 um de
comprimento, dispostos na margem livre de cada uma das quatro células que
formam o cendbio. Apresenta também um cloroplasto parietal por célula e um
pirenoide central por cloroplasto, estrutura utilizada para armazenar amido
(GODINHO; GONZALEZ; BICUDO, 2010).
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Figura 02 — Microalga Tetrastrum heteracanthum. Fotografia retirada em microscépio
Optico com aumento de 1000x. A, B e C — Estruturas de T. heteracanthum; D —
Aspecto da colonia.

Fonte: Arquivo proprio.

3.4 MEIO DE CULTURA

Para a realizacdo deste experimento foi utilizado o meio de cultura ASM1
(GORHAM; MCLACHLAN; HAMMER, 1964), um meio de cultura caracterizado como
definido, por ser preparado a partir de agua de elevada pureza (destila, deionizada
ou ultrapura) a qual sdo adicionados diferentes elementos quimicos, dentre esses
macro e micronutrientes importantes para o desenvolvimento das microalgas
(LOURENCO, 2006). O meio ASM1 possui 4 solucfes estoque chamadas de A, B, C
e D que sao previamente preparadas (Tabela 1). As solucdes estogue séao
adicionadas na agua de elevada pureza, como citado a cima, nas proporgdes de 20
mL, 2mL, 0,1 mL e 0,4 mL para A, B, C e D respectivamente. A solucdo estoque A é
adicionada em 200 mL de agua destilada e as solugbes estoque B, C e D em 100

mL.
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Tabela 1 — Composic¢éo das solugdes estoque do meio ASM 1.

PESO R PESO | SOLUCAO | PESO [ SOLUCAO | PESO

- SOLUCAO B
SOLUGCAO A Q) Q) C Q) D Q)
NaNOa/NH,Cl, | 1,70 K,HPO, 0,87 HsBO, 2,48 | EDTA.Na, | 1,86

MgCl,.6H,0 | 0,41 Na,HPO,.12H,0 | 1,78 | MnCl,.4H,0 | 1,39
MgS0,.7H,O | 0,49 FeCl;.6H.0 | 1,08
CaCl,.2H,0 | 0,29 ZnCl; 0,335
CoCl,.6H.0 | 0,019

CuCl,.2H,0 | 0,0014

Fonte: Adaptado de Gorham, Mclachlan e Hammer (1964).

3.5 TIPO DE CULTIVO

O cultivo realizado é classificado como cultivo em batelada ou estanques. Nesse tipo
de cultivo acontecem modificacbes intensas na composicdo do meio ao longo do
tempo de cultivo, uma vez que as células sédo inoculadas no meio de cultura fresco e
a partir dai nenhum outro nutriente € adicionado ao longo do desenvolvimento do
cultivo. A cultura € encerrada quando os nutrientes do meio se esgotam. Outra
caracteristica do cultivo em batelada é que se é possivel identificar as fases de
crescimento do cultivo, que geralmente sdo cinco: Adaptacédo, fase de crescimento
exponencial, fase de reducéo do crescimento, fase estacionaria e fase de declinio ou
senescéncia (LOURENCO, 2006).

3.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para a realizacdo deste experimento foi testado o crescimento do organismo algal
em diferentes intensidades luminosas, previamente determinadas em laboratério
buscando as melhores respostas de aumento de biomassa, foram utilizadas, para
simular diferentes intensidades luminosas, lampadas fluorescentes 40W do tipo
“Daylight”. Com isso foram estabelecidos trés tratamentos, sendo um em uma
intensidade luminosa alta (7300 lux) o tratamento C, outro em uma considerada

normal (3800 lux) o tratamento A e um em intensidade luminosa baixa (1200 lux) o
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tratamento B. Para atingir o valor de 1200 lux as lampadas foram envolvidas por
sombrite com 50% de passagem de luz. Tais intensidades luminosas foram
escolhidas buscando manter uma diferenca consideravel entre os trés tratamentos,
dentro das possibilidades fisicas do laboratério.Os niveis de luminosidades foram
determinados com auxilio de luximetro digital da marca ICEL Manaus, modelo LD-
550.

O cultivo foi realizado em erlenmeyers de 1 litro contendo 730 mL de meio ASM1,
com pH previamente ajustado entre 7,0 e 7,05. O volume do inéculo foi determinado
seguindo como base a metodologia utilizada por Lira e outros (2012) que estipula
um valor de 10% de in6culo do volume de meio inicial utilizado. Neste caso o in6culo
inicial foi de 73 mL de cultura da microalga. Totalizando 803 mL de cultura finais por
unidade experimental. A densidade inicial do indculo foi de 107, 727, 00 Cel.mL™,

Este estudo foi realizado na sala de cultivo do Laboratério de Taxonomia e Ecologia
de Algas Continentais (LATEAC- UFES) (Figura 03). O ambiente foi mantido a uma
temperatura de 27 + 2 °C e fotoperiodo de 24 h de luz. O experimento teve uma
duracédo de 45 dias sem aspersédo de ar ou CO2, com agitacdo manual de duas a
trés vezes por dia para evitar o auto sombreamento das células. Cada tratamento foi

realizado em triplicata, totalizando nove unidades experimentais.

Figura 03 - Sala de cultivo do laboratério de taxonomia e ecologia de
algascontinentais (LATEAC/UFES).

Fonte: Arquivo proprio.
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3.7 AVALIACAO DO CRESCIMENTO

Para a determinag&o do crescimento celular das nove unidades experimentais foram
utilizadas duas metodologias, espectrofotometria e contagem direta por meio de
camera de Fuchs-Rosenthal em microscopio Optico comum, que determinam
densidade celular e uma segunda metodologia de Peso seco que determina

biomassa celular.

3.7.1 Espectrofotometria

A determinacao da densidade celular foi efetuada a partir do dia O (zero) com coletas
de aliguotas de 10 mL em todas as nove unidades experimentais. Essas amostras
foram lidas, todas em duplicata para obtencdo de uma média, em espectrofotdbmetro
com comprimento de onda de 570 nm para avaliagdo da absorbancia do material em
suspensao, visto que, esse comprimento situa-se numa faixa distante da absorcéo
maxima de luz pelas clorofilas e carotendides. A absorbancia registrada € pouco ou
nada influenciada pelos pigmentos fotossintéticos, conferindo, fundamentalmente, a
obstrucdo fisica da passagem de luz pelas células suspensas. A aplicacdo da
densidade Optica para estimar o crescimento microalgal consiste na obstrucéo fisica
da luz pelas células. Quanto maior a densidade de células na amostra, maior sera a
absorbancia (absorcédo de luz) e menor sera a transmitancia (passagem de luz pela
amostra) (LOURENCO, 2006).

Posteriormente essas aliquotas foram fixadas em solucédo de lugol acético 5% para
determinacdo da densidade celular realizada por contagem direta em
hemocitdmetros, neste estudo foi utilizado contagem em camaras de Fuchs
Rosenthal em microscoépio 6ptico comum (BICUDO; MENEZES, 2006; LOURENCO,
2006). A contagem foi realizada no dia O (in6culo) e no dia 25. Com estes valores foi
elaborada uma férmula e por proporcédo, os dados deabsorbancia obtidos por

espectrofotometria foram convertidos em densidade de Cel.mL.



44

3.7.2 Peso seco

A cada 5 (cinco) dias foram coletadas aliquotas de 15 mL para a determinacdo do
peso seco dos tratamentos. Este volume foi filtrado,com auxilio de uma bomba a
vacuo, um kitassato e funil de Buchner, em filtros de fibra de vidro com diametro de
47 mm e poros de 0,7 um,secos em estufa a 80°C por 24 horas e previamente
pesados.Depois de filtrada a amostra, os filtros sdo levados de volta para estufa e
mantidosa mesma temperatura, de 80°C até estabilizacéo do peso (Figura 04).

A determinacdo do peso seco se da através da subtracdo do peso final pelo peso
inicial do filtro, dividido pelo volume filtrado. Os valores serdo expressos em mg/L

(LOURENCO, 2006).
[ PS = Pf—Pi/V ]

Sendo:

PS: Peso seco;
Pf: Peso final,

Pi: Peso inicial e;
V: Volume filtrado.

Figura 04 — Processo de filtragem do peso seco. A e B — Quite filtracdo, bomba &
vacuo e kitassato; C — Filtros apos a filtragem da amostra.

Fonte: Arquivo proprio.
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3.8 EXTRACAO DE LIPIDEOS TOTAIS

A extracdo de lipideos totais foi feita com base no protocolo descrito primariamente
por Bligh e Dyer (1959). Onde se adiciona 2mL de metanol e 1mL de cloroférmio,
numa proporgdo de 2/1, a uma aliquota de 15 mL da cultura contendo biomassa
algal. A mistura é agitada em um vortex por 2 minutos e mantida por 24 horas a uma
temperatura de 25 °C. Passadasas 24 horas adiciona-se mais 1mL de cloroférmio e
a mistura € agitada em vortex por mais 1 minuto (Figura 05).

Para uma aliquota de 100 mL de cultura, foram adicionados 13,33 mL de metanol e
6,666 mL de cloroférmio, seguindo a mesma proporcao sugerida por Bligh e Dyer
(1959) de 2/1, adicionando no dia seguinte mais uma aliquota de cloroférmio.

Figura 05 - Extracdo de lipideos totais. A — Lipideo total extraido no final do
processo; B — Lipideo extraido no inicio do processo; e C — Inicio do processo, com
utilizacdo de uma capela de fluxo.

Fonte: Arquivo proprio.
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3.9 CENTRIFUGACAO

A biomassa obtida através dos cultivos pode ser utilizada para diversos fins, porém
para algumas dessas destinacdes é necessario antes uma preparacao, para obter a
biomassa nas condicdes adequadas (LOURENCO, 2006). A concentracdo da
biomassa e sua separacao do meio de cultura é uma etapa quase sempre essencial
para certas analises e representa uma etapa trabalhosa, demorada e cara, este
altimo, dependendo dos materiais utilizados, dos volumes e da eficiéncia que se
deseja (LOURENCO, 2006).

No presente trabalho, a centrifugacdo foi o método utilizado para -coleta,
concentracdo de biomassa algacea e separacdo da mesma do meio de cultura
utilizado. Tendo em vista que dentre os métodos disponiveis (floculacao, filtracao e
centrifugacéo), a centrifugacédo é o método mais adequado para a analise posterior

pretendida, de perfil dos acidos graxos da microalga estudada.

De acordo com Lourenco (2006) a centrifugacdo € um método facil e bem sucedido
guanto em escala laboratorial, como no caso do seguinte estudo, onde se utiliza
poucas quantidades de amostra no processo de centrifugacdo, cerca de alguns
litros. Outra vantagem apontada por Lourenco (2006) é que este método pode ser
aplicado a qualquer espécie de microalga desejada e a concentracdo da biomassa
final é obtida sem a adi¢cdo de produtos quimicos, como no processo de floculacao, o

gue conserva as caracteristicas quimicas originais da microalga.

A centrifuga utilizada foi da marca SIGMA modelo 6-15, ndo refrigerada ecom
capacidade para centrifugacdo de 6 tubos simultaneos de 150 mL. O processo de
centrifugacéo (Figura 06A) foi realizado em uma rotacdo por minuto de 4500 rpm,
com duracao de 10 minutos cada. Duas fases sdo observadas apés o processo de
centrifugacdo (Figura 06B), onde a camada superior, ou sobrenadante, foi
descartada e a biomassa algal foi retirada com auxilio de uma pipeta Pasteur
descartavel e acondicionada em placas de Petri previamente envolvidas com

plastico filme.
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Figura 06 — Processo de centrifugacdo da cultura. A) Antes e B) depois da
centrifugagéo.

Fonte: Arquivo proprio.

3.10 CONGELAMENTO E LIOFILIZACAO

Apbés o término da centrifugacdo de 10 litros de cultura liquidaa biomassa
concentrada foi armazenada em placas de Petri previamente envolvidas por plastico
filme para evitar contato entre o vidro e a biomassa, facilitando assim a obtencdo da

biomassa seca ao final do processo de liofilizacéo.

As placas de Petri com a biomassa concentrada foram acondicionadas em
ultrafreezer a 45 °C negativos para congelamento e conservacao da biomassa, uma
vez que o congelamento instantdneo ndo prejudica ou danifica o conteddo das
células e este congelamento prévio é necessario parase liofilizar as amostras. A
liofilizacdo foi realizada com auxilio de um liofilizador marca SOLAB, modelo SL-404
(Figura 07).
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Figura 07 — Liofilizacdo da biomassa para analise do perfil dos acidos graxos da
microalga Tetrastrum heteracanthum.

Fonte: Arquivo proprio.

A liofilizacdo éconsiderado um 6timo processo de conservacdo de biomassa a seco,
pois neste processo toda a agua € retirada das amostras em temperaturas muito
baixas, 48 °C negativos. Junto ao liofilizador é utilizada uma bomba a vacuo, e é
com a acao desse vacuoque a agua € retirada das amostras congeladas contidas no
liofilizador e por sublimacdo esta agua € novamente congelada em outro
compartimento do aparelho (LOURENCO, 2006). Uma vez liofilizadas as amostras
se tornam livres de toda a agua e sem causar nenhum dano a constituicdo celular,
tornando, dessa forma, a amostra liofilizada pronta para se realizar quaisquer
analises quimicas desejadas (LOURENCO, 2006).

3.11 PERFIL DOS ACIDOS GRAXOS

A determinacdo e a analise de ésteres e do perfil dos acidos graxo da microalga
Tetrastrum heteracanthum foi realizado em parceria com a Universidade Federal de
Goias (UFG) pela mestranda Dayane Cristina Costa do Laboratorio de Métodos de
Extracdo e Separacdo — LAMES sob coordenacdo do professor Doutor Nelson
Roberto Antoniosi Filho, através do projeto maior intitulado “MICROALGAS-
Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo em Tecnologia para Producdo e uso de

Biodieseis Derivados de Oleos de Microalgas” do qual o presente estudo faz parte.
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E importante ressaltar que a andlise dos ésteres constituintes da microalga deste
experimento foi realizada de forma separada, sendo assim nao se tem o perfil de
acidos graxos de cada tratamento e sim da microalga cultivada em condi¢cdes
consideradas normais, semelhantes ao tratamento A deste experimento. Dessa
forma nenhuma comparacdo entre os tratamentos, quanto ha alteracdes no perfil

lipidico, pode ser realizada.

3.11.1 Curva de quantificacdo dos ésteres

O calculo do teor de ésteres das amostras foi baseado na curva de quantificacéo
obtida para a somatoria da area dos picos de ésteres metilicos de acidos graxos do
Oleo de soja. O 6leo de soja refinado foi submetido ao processo de transesterificacao
direta,com massas correspondentes a 10 mg, 20 mg, 30 mg, 40 mg e 50mg pesadas
em 5 tubos de ensaio autoclavavel (LABORATORIO DE METODOS DE EXTRACAO
E SEPARACAO, 2013a).

Figura 08- Curva de quantificacdo para ésteres metilicos de acidos graxos do 6leo
de soja.
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Fonte: Laboratério de Métodos de Extracdo e Separacéo (2013b).
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Para elaboracdo da curva, fez-se a somatéria das areas dos picos de ésteres de
cada cromatograma. Posteriormente utilizou-se o programa OriginPro 8 para a
construcdo do gréafico relacionando a massa de 6leo de soja com sua respectiva
somatoria das areas dos ésteres obtidos por transesterificacdo direta (Figura 08).
Esse grafico foi utilizado para correlacionar a somatéria dos picos de ésteres da
microalga com sua correspondente proporcionalidade em massa de Oleo de
soja.Assim, obteve-se uma funcdo matematica que relaciona a massa de 6leo da
biomassa de microalgas com a somatéria da area dos ésteres fornecidos por esta
biomassa via transesterificacdo direta (LABORATORIO DE METODOS DE
EXTRACAO E SEPARACAO, 2013a). A equacdo gerada pela reta esta descrita

abaixo:

[A= -871,2+119,1 . X ]

Sendo:
A=Y Area dos Esteres;

X= Massa de 06leo (mg).

Para calcular a massa de 6leo obtida pela transesterificacdo direta das microalgas, €
necessario somar as areas dos ésteres de cada amostra e substituir na equacéao
acima(LABORATORIO DE METODOS DE EXTRACAO E SEPARACAO, 2013a).

3.12 INTERPRETACOES DOS RESULTADOS

Os resultados de densidade celular obtidos foram utilizados para produzir o modelo
de curva de crescimento para cada tratamento. E também para se calcular as taxas
de crescimento, tempo de duplicacdo e rendimento maximo das cepas. Como base
para os calculos das taxas de crescimento foram utilizados os valores

compreendidos na fase exponencial do crescimento dos tratamentos.

A taxa de crescimento (M) e tempo médio de duplicacdo (G) foram calculados

segundo as equacdes descritas primariamente por Fogg e Thake (1987):
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M= (In N> —1In Nl) (tz—tl)

Sendo:
M = velocidade especifica do crescimento;
N;e N2 = nimero de células nos tempos t;e t,.

A partir do y € possivel calcular o tempo médio de duplicagao:

G=Inzlp

O rendimento maximo (R) de cada tratamento foi determinado através da equacao:

R=R1 — Ry,

Sendo:
R; = nimero maximo de células/mL;

Ro= nGmero inicial de células/mL;

3.13 ANALISES ESTATISTICAS

Foram aplicados testes estatisticos de normalidade e variancia, ANOVA seguido
pelo teste comparativo Tukey a 5% de significancia, nos dados da taxa de
crescimento, tempo de duplicacédo e rendimento maximo, assim como nos resultados
de densidade celular, peso seco e concentracdo de lipideos. Os testes foram

realizados utilizando o programa STATISTICA 7.0.

Os dados obtidos diariamente via espectrofotdmetro foram organizados em tabelas,
das quais foram plotados gréaficos de serie lineares correspondentes as curvas de
crescimento dos tratamentos A, B e C. Para tal foi utilizado o programa Microsoft
Office Excel 2010. Para a curva de crescimento foi calculado o desvio padréo de

cada dia do experimento.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO DA PESQUISA

Neste capitulo estdo dispostos os resultados obtidos ao fim do experimento,
seguidos de posterior discussao.

4.1 RESULTADOS

A curva de crescimento da espécie Tetrastrum heteracanthum nos diferentes

tratamentos esta representada na Figura 09.

Figura 09 — Curva de crescimento dos trés diferentes tratamentos (7300lux, 3800lux
e 1200lux) com o respectivo desvio padrao, baseada na contagem direta por camera
de Fuchs Rosenthal.
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Fonte: Elaboragéo proépria.

Os tratamentos apresentaram fase de adaptacdao longa e nenhum dos trés, ao fim

dos 45 dias, haviam saido da fase de crescimento exponencial (Log).

O tratamento C, na intensidade luminosa de 7300 lux, apresentou fase lag, ou fase

de adaptacdo, até a aproximadamente o 5° dia de cultivo. No qual a variagcdo do
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namero de células se mostrou significativa entre C e os outros dois tratamentos A e
B, os quais permaneceram sem diferenca significativa entre si. Os tratamentos A,

3800 lux, e B, 1200 lux, mantiveram-se na fase lag até aproximadamente o 11° dia.

A fase exponencial de crescimento (log), do tratamento C durou do 6° dia até o final
do experimento, no 45° dia. Apresentando uma possivel entrada na fase estacionaria
de crescimento.Ja o tratamento A entrou na fase log no 12° dia de cultivo e nela
permaneceu até o fim do experimento, sem indicios de entrada em uma fase
estacionaria de crescimento.O tratamento B, assim como o A, entrou na fase log no
12° dia de cultivo e se manteve em crescimento exponencial até a aproximadamente
0 43° dia.

Os dados foram considerados paramétricos, ou normais, pelo teste de normalidade
e na determinacéo da variancia pelo teste ANOVA seguido do teste Tukey a 5% de
significancia, mostrou que houve diferenga significativa entre os trés tratamentos,
sendo que o Tratamento C variou em relacdo ao B a partir do 5° dia e se manteve
diferente deste, sempre em maior concentracdo de células por mL, até o final do
experimento. Em relacdo ao tratamento A e o tratamento C a variagao teve inicio a
partir do 6° dia, sendo que do dia 32 ao dia 36 os dois tratamentos nao
apresentaram diferenca significativa. Nos dias 37 e 38 os tratamentos A e C
voltaram a mostrar diferenca significativa, e do dia 39 ao dia 45 essa diferenca

deixou de existir.

Entre os tratamentos A e B a variacdo soO se tornou significativa a partir do 13° dia de
cultivo. Sendo que nos dias 27, 31, e 34 de cultivo essa variacdo ndo se mostrou
significativa, fato esse que pode ser explicado pelo desvio padrédo das duas curvas,
gue se mostrou grande o suficiente para que ndo ocorresse variacdo. Do dia 35 até

0 45° dia do experimento houve variacao significativa entre esses dois tratamentos.

Durante a fase exponencial de crescimento foram calculados, para os trés
tratamentos A, B e C, os valores das taxas de crescimento, tempo de duplicacéo e

rendimento maximo (Tabela 02).
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Tabela 2 - Valores de Taxa de crescimento (u), tempo de duplicagdo em dias (G) e
rendimento maximo (R) para a cultura de Tetrastrum heteracanthum submetidos a
diferentes intensidades luminosas. Tratamentos com meédias ndo seguidas pela
mesma letra diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia.

Luminosidade (lux) (M) (G) (R)
3800 0.061391 a 11.292895 a 274,5x 10" a
1200 0.058063 b 11.942539 b 207,8 x 10°b
7300 0.061863315 a 11.20670078 a 293,5 x 10°a

Fonte: Elaboracéo propria.

Os tratamentos de 3800 lux e 7300 lux ndo apresentaram diferenga significativa nos
parametros calculados (p< 0,05). Ja o tratamento de menor intensidade luminosa
(1200 lux) apresentou diferenca significativa quando comparado com os tratamentos
AeC.

A taxa de crescimento da estirpe C, com luminosidade de 7300 lux, correspondente
a M = 0,061863315, foi maior que a dos demais tratamentos sendo de p = 0.061391
e M = 0.058063 nos tratamentos de 3800 e 1200 lux respectivamente. Ao modo que
o tempo de duplicacdo no tratamento C foi menor, G = 11.20670078, do que 0s
valores obtidos nos demais tratamentos, G = 11.292895 para o tratamento A e G =
11.942539 para o tratamento B. Com isso pode-se afirmar que a taxa de
crescimento aumenta com o aumento da luminosidade enquanto que o tempo de
duplicacdo diminui, ou seja, sdo inversamente proporcionais. O crescimento de C foi
maior e mais rapido que os de A e B, mesmo ndo apresentando diferenca
significativa com A. Todos os tratamentos apresentaram crescimento continuo,

embora este tenha sido lento.

Os tratamentos com os maiores valores de rendimento maximo foram C e A,
equivalentes a 293,5 x 10* Cel.mL™ e 274,5 x 10* Cel.mL™ no 45° dia de cultivo,
respectivamente. Sem diferenca significativa entre si. Enquanto que no tratamento
B o rendimento maximo foi de 207,8 x 10* Cel.mL™ no 43° dia do cultivo, com uma
diferenca de quase 100 mil células para os tratamentos A e C.

Ao fim dos 45 dias de experimento nenhum dos trés tratamentos apresentou fase

estacionaria de crescimento e nem fase de senescéncia, continuando na fase
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exponencial de crescimento. Embora quedas nos ndmeros de Cel.mL® no

tratamento B indiquem o possivel final da fase log e inicio da fase estacionaria.

4.1.1 Aspecto das culturas

De maneira geral as culturas apresentaram-se saudaveis durante todo o
experimento. A coloragdo observada no inicio dos cultivos dos trés tratamentos foi
um verde claro. Entre os dias 13 e 15 j4 se observou uma mudanca na coloracéo
para um verde mais escuro no tratamento B e um verde com um aspecto amarelado
nos tratamentos A e C. Possivelmente, além do préprio crescimento celular
influenciar na coloracdo das cepas cultivadas, essas coloracbes se devem ao
aumento e a diminuicdo da producdo de clorofila-a e outros pigmentos para
aperfeicoar a captacdo de energia vinda da luz para realizacdo dos processos
metabolicos como a fotossintese. Uma vez que reduzindo a luminosidade os
pigmentos relacionados com a fotossintese aumentam enquanto que aumentando a
intensidade luminosa o0s pigmentos chamados fotoprotetores aumentam sua

concentragao, por exemplo, zeaxantina e o B-Caroteno (HU, 2004).

Em relacdo as colonias de Tetrastrum heteracanthum nos dias finais do experimento
foi observado a perda dos espinhos, estrutura caracteristica da espécie, e a
presenca de pirendidena maioria das células. A auséncia dos espinhos pode ser
explicada pelo fato de que quando em cultivo, as células ndo tem a necessidade de
vencer as propriedades fisicas, como densidade e viscosidade, do meio para se
manterem em suspensdo na coluna d'agua para a obtengdo de luz como
evidenciado por Esteves (2011), uma vez que em cultivo a luminosidade chega a
todo o erlenmeyer. Também se notou células mais arredondadas que o normal,
assim como colonias com tamanhos muito diferentes entre si. A colonia de
Tetrastrum heteracanthum normalmente com 4 células, se apresentou na forma de
grandes aglomerados e colonias com até 5 células. Algumas células apresentaram
projecBes na parede celular, indicando um possivel estagio reprodutivo. Também
foramencontradas células flageladas, indicando a possivel reproducéo por zo6sporo,
fato inédito na biologia da microalga estudada, uma vez que ndo existe qualquer

registro a respeito (Figuras 10 e 11).
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Figura 10 — Aspecto microscopico culturas, microfotografia em microscopio Optico
com aumento de 1000x. A — Células em processo de divisdo; b — Col6énia formando
aglomerados de células; ¢ e d — células com tamanhos anormais.

Fonte: Arquivo proprio.

Figura 11 — Aspecto macroscopico da cultura, dia 45 de cultivo.

> 4 L

Fonte: Arquivo proprio.
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4.1.2 Lipideos totais
O Tratamento B, que recebeu iluminagdo a uma intensidade luminosa de 1200 lux,
produziu mais lipideos em mL/100mL que os outros que receberam iluminagdo mais

elevada. Sendo este o equivalente a 17 mL/100mL de cultura (Figura 12).

Figura 12 - Quantidade de lipideos totais nos diferentes tratamentos.
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Fonte: Elaboracao propria.

A maior producado de lipideos totais ocorreu no tratamento B, que recebeu menor
incidéncia luminosa. Porém, quando comparados estatisticamente pelo teste

ANOVA os resultados ndo apresentaram diferenca significativa.

4.1.3 Peso seco

A Figura 13 mostra a relacéo linear estabelecida entre o peso seco e os valores de
células por mL, obtidos através do método de contagem direta, correspondentes
aosdias 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 do cultivo, dias estes em que se determinou o

peso seco das estirpes de Tetrastrum heteracanthum nos diferentes tratamentos.
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Figura 13 — Relacéo linear entre peso seco e Cel.mL™ dos trés tratamentos, A (3800
lux), B (1200 lux) e C (7300 lux).
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Fonte: Elaboragéo propria.
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Os valores de R? foram de 0.969, 0.9921 e 0.9855 para os tratamentos A, B e C
respectivamente. Os dados obtidos mostram a linearidade entre os valores de peso
seco e os valores de células/mL, uma vez que os valores de R? foram todos acima
de 0.95, mostrando a relagdo de que quanto maior a quantidade de células/mL maior
seré o peso seco (Figura 14).

Figura 14 — Curva de crescimento baseada no peso seco por dias de cultivo.
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Fonte: Elaboragéo proépria.

4.1.4 Analise do perfil de acidos graxos

Os ésteres com maior representatividade na constituicdo lipidica da microalga
Tetrastrum heteracanthum (Figura 15) sé@o os &cidos oleico (C18:1 c¢9), representado
pela letra O, com um teor de 33%, seguido pelo acido linoleico (C18:2 c9,12),
representado pela letra L, com seu teor chegando a 25.9%, o acido palmitico
(C16:0), o qual é representado pela letra P, também teve seu teor significativo na
composicado da microalga estudada, sendo de 24,6% e por fim o acido linolénico

(C18:3 ¢9,12,15) com teor de 6,4%, representado pelas letras Ln.
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Figura 15 — Cromatograma apresentando os principais acidos graxos constituintes
da microalga Tetrastrum heteracanthum. Onde P, O, L e Ln representam os acidos
graxos palmitico, oleico, linoleico e linolénico, respectivamente.
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Fonte: Laboratério de Métodos de Extracdo e Separacdo (2013c).

Tempo de retencéo (min)

Todos os acidos graxos que constituem a microalga estudada estao relacionados na

Tabela 03.

Tabela 03 — Perfil de acidos graxos da microalga T. heteracanthum.

Tempo de

Ester Metilico do Acido

Notacéo

Retencdo (min) Simbolo Graxo Taquigréafica Teor (%)
12,6 M Miristico C14.0 0,6
12,9 Mo Miristoléico Ci14:1 0,3
14,5 P Palmitico C16:0 24,6
14,7 Po Palmitoléico C16:1 c9 0,3
14,9 7,10-Hexadecadiendico C16:2 c7,10 2,4
15,5 Monoinsaturado 0,4
15,8 Poliinsaturado 2,4
16,2 7,10,13-Hexadecatriendico C16:3 ¢7,10,13 0,2
16,6 S Esteérico C18:0 1,6
16,7 (@] Oléico C18:1 ¢c9 33,0
16,8 Y Vacénico Cl18:1cl1 15
17,2 L Linoléico C18:2 ¢9,12 25,9
17,4 y-Ln Gama-Linolénico C18:3 ¢6,9,12 0,4
17,8 Ln Linolénico C18:3¢9,12,15 6,4

Fonte: Laboratério de Métodos de Extracdo e Separacao (2013d).
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A partir da Tabela 03, apresentada acima, pode-se conhecer a composicéo lipidica
da microalga e o teor em porcentagem dos mesmos na constituicdo da microalga.
Com isso foi calculado o teor total dos &cidos graxos saturados (SFA),
monoinsaturados (MUFA), di-insaturados (DUFA), tri-insaturados (TUFA) e poli-
insaturados (PUFA) que constituem a microalga estudada, e esses valores séo

apresentados na Tabela 04.

Tabela 04 - Teores totais de acidos graxos saturados.

Microalga Acido Graxo Sigla Teor Total (%)
Saturados SFA 26,8
Monoinsaturados MUFA 35,5
Tetrastrum Di-insaturados DUFA 28,3
heteracanthum Tri-insaturados TUFA 7,0
Poli-insaturados PUFA 2,4

Fonte: Elaboracéo propria.

Para calcular a massa de 6leo obtida pela transesterificacdo direta da microalga, foi
necessario somar as areas dos ésteres de cada amostra e substituir na equacéao
apresentada no item 3.11.1 (Curva de quantificacdo dos ésteres) da metodologia.
Esses valores foram comparados com a massa de Oleo de soja obtidos pela

transesterificacdo direta da microalga (Tabela 05).

Tabela 05 — Massa de 6leo da microalga Tetrastrum heteracanthum em comparacao

com a soja.
0 . Somatdria da Area dos Picos de Esteres Massa correspondente a
rganismo ' _
(A) 6leo de soja (X - em mg)
Tetrastrum
heteracanthum 3180,6 34,0

Fonte: Laboratério de Métodos de Extracdo e Separacdo (2013e).

O rendimento em 6leo pode ser calculado relacionando a massa de 6leo obtido com
a massa de biomassa pesada. Assim, tém-se na Tabela 06 os valores do percentual
de oOleo por grama de biomassa microalgal obtidos pela microalga Tetrastrum

heteracanthum.



Tabela 06 - Rendimento em 6leo na microalga.
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) Massa biomassa pesada Rendimento (mg de 6leo/ g de Rendimento
Microalga .
(mg) biomassa) (%)
Tetrastrum
heteracanthum 100,1 339,9 3,4

Fonte: Laborat6rio de Métodos de Extragdo e Separacéo (2013f).

A andlise do perfil de acidos graxos do 6leo de soja (Glicime max) também foram

determinados por meio da transesterificacdo direta e cromatografia gasosa (GC-

FID), em parceria com a Universidade Federal de Goids (UFG) pela mestranda

Dayane Cristina Costa do Laboratério de Métodos de Extracdo e Separacdo —

LAMES sob coordenacéo do professor Doutor Nelson Roberto Antoniosi Filho. Os

resultados podem ser observados na Tabela 07 a seguir.

Tabela 07 - Perfil de acidos graxos do 6leo de soja.

Tempo de Retencao . Ester Metilico do Acido Notacédo Teor
. Simbolo SR

(min) Graxo Taquigréfica (%)

9,8 P Palmitico C16:0 10,3

11,8 S Estearico C18:0 2,2

11,9 (0] Oleico C18:1 ¢c9 17,1

12,2 L Linoleico C18:2 c9,12 59,7

12,8 Ln Linolénico C18:3 ¢9,12,15 10,7

Fonte: Laboratério de Métodos de Extracdo e Separacao (20139).

4.2 DISCUSSAO

Os tratamentos cultivados sob intensidades luminosas mais altas, 7300 lux e 3800

lux, tratamentos C e A respectivamente, obtiveram um maior rendimento em

biomassa quando comparado com o tratamento B cultivado em intensidade luminosa

menor de 1200 lux.

Estudos comparando diferentes intensidades luminosas ndo estdo disponiveis em

literatura para a microalga aqui estudada (Tetrastrum heteracanthum). Portanto,
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para discutir seus dados, os mesmos serdao comparados com estudos similares

realizados com outras Chlorophyceae e algas das demais Classes.

A fase de indug&o ao crescimento ao cultivo para os trés tratamentos realizados
pode ser considerada longa, cinco dias para o tratamento C e onze dias para o0s
tratamentos A e B, quando comparada a outros trabalhos como o de Sebastien e
Granja (2006), que cultivando a microalga Scenedesmus acuminatus, uma
Chlorophyceae da familia Scenedesmaceae, observaram uma fase lag de apenas 3
dias de duracédo. Por outro lado Arcas e Andrade (2008) cultivando Dunaliella salina,
uma Chlorophyceae da familia Dunaliellaceae, ndo observou fase de inducdo ao

crescimento.

s

Essa fase é caracterizada por um periodo de adaptacdo das células ao novo
ambiente, ao meio recém-preparado e inoculado. O aumento de biomassa é
imperceptivel ou acontece com poucas variacdes na densidade celular
(LOURENCO, 2006). Sua duracéo depende da idade do inoculo, das condi¢bes do
Nnovo meio, uma vez que quanto mais proximas forem as condigdes entre o cultivo
inéculo e 0 novo cultivo mais adaptada estara a microalga e mais rapida sera a fase
de inducéo (LOURENCO, 2006). Diferencas na concentracdo e disponibilidade dos
nutrientes nos diferentes meios de cultura podem influenciar na duracdo da fase de
inducdo, no presente experimento foi utilizado o meio liquido ASM1 enquanto que

Sebastien e Granja (2006) utilizaram o meio CHU;o em sua pesquisa.

A fase de crescimento exponencial de todos os tratamentos se manteve até o final
desta pesquisa, evidenciando o crescimento lento da microalga estudada, sendo que
no tratamento C ela teve inicio no 6° dia e nos tratamentos A e B a partir do 12° dia.
Contrastando com o estudo de Sebastien e Granja (2006) onde a fase exponencial
durou apenas seis dias no cultivo de Scenedesmus acuminatus, assim como no
trabalho de Krettle (2011) para a mesma microalga. Ja Arcas e Andrade (2008), no

cultivo de Dunaliella salina, observou fase log com duracéo de cinco dias.

Essa fase é caracterizada por um crescimento continuo e aumento exponencial da
densidade celular. Diversos fatores podem influenciar na duracdo desta fase como:
idade do inoculo, temperatura, luminosidade, pH do cultivo e concentracdo de
nutrientes (LOURENCO, 2006). Acredita-se que a idade e a densidade celular inicial

do in6culo sejam os fatores determinantesque favoreceram a longa duracdo de
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ambas as fases de crescimento registradas, uma vez que o in6culo inicial continha
apenas 107.727,00 Cel.mL"".

Diversos trabalhos demonstram que o cultivo em fotoperiodo integral apresenta
melhores resultados quanto ao crescimento das algas. Santose outros (2009)
demonstraram que Chlorella vulgaris alcan¢ou no 8° dia densidade méaxima de 2500
x 10* Cel.mL™ com fotoperiodo 12/12h de luz/escuro, e em 24h de luz, sem
fotoperiodo, atingiu quase o quadruplo do valor (9432 x 10* Cel.mL™) no nono dia.
Sendo ambos cultivados a 25 °C em meio Conway modificado, diferente do presente
estudo onde foi utilizado o meio ASM1. Nas mesmas condi¢gdes de cultivo
Vasconcelos e outros (2009) utilizando fotoperiodo integral em cultivo de Chlorella
vulgaris, registraram densidade celular igual a 533,86 x 10* Cel.mL™.

Apesar de ter sido realizado em fotoperiodo integral com 24 horas de luz, os valores
de rendimento maximo obtidos no presente trabalho foram baixos quando
comparados com os de outras espécies de microalgas e os trabalhos supracitados.
A maior densidade celular se deu no tratamento C (7300 lux), 293,5 x 10* Cel.mL™.
Em comparacéo, Loera-Quezada, Angeles e Olguin (2011) registraram densidade
celular méaxima igual a 410 x 10" Cel.mL™, cultivando a Chlorophyceae Neochloris
oleoabundans em intensidade luminosa de 136 pmol m?s™ (7344 lux) em
fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro a 33 °C no meio BBM. Arcos e
Andrade (2008) registraram um valor de 814 x 10* Cel.mL'para o cultivo de
Dunaliella salina a uma intensidade luminosa de 10000 lux, temperatura de 25 °C e

fotoperiodo de 12 horas de luz e escuro.

Os valores obtidos para as taxas de crescimento dos tratamentos A (0.0613), B
(0.0580) e C (0.0618) mostram que a microalga T. heteracanthum apresenta um
crescimento lento que aumenta com a elevacdo da intensidade luminosa, porem
sem muita variacdo a partir de 3800 lux, fator este que pode ser influenciado pelo
tamanho das col6nias. Bouterfas, Belkoura e Dauta (2006) trabalhando com as
microalgas verdes Selenastrum minutum, Coelastrum microporum, todas da Classe
Chlorophyceae, e Cosmarium  subprotumidum pertencente a Classe
Conjugatophyceae, em intensidades luminosas entre 30 e 456 pmol m? s™* (ou 1620
e 24624 lux) e fotoperiodo de 15 horas de luz e 9 horas de noite, obteve valores
maximos da taxa de crescimento em 1,36 para S. minutum, 1,16 para C. microporum

e 0,74 para C. subprotumidum. O autor atribuiu o baixo crescimento de C.
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subprotumidum ao seu tamanho, mostrando uma relacdo alométrica entre a taxa de
crescimento e o tamanho da célula, na qual microalgas menores, S. minutum,
crescem mais rapido que microalgas maiores, C. subprotumidum. Esta relacéo
também foi observada por Foy e Smith (1980). Isso porque as células menores
assimilam mais rapido os nutrientes e incorporam o carbono de forma mais eficiente
(REYNOLDS, 1984). Estudos realizados por Santos e outros (2009) com a microalga
verde Chlorella vulgaris, com temperatura de 25 °C e intensidade luminosa de
aproximadamente 3500 Ilux registraram taxa de crescimento de 0,81 para
fotoperiodo integral e 0,55 para fotoperiodo com 12 horas de luz e escuro.

O tempo de duplicacdo registrado neste experimento para Tetrastrum
heteracanthum foi igual a 11.20670078 para o tratamento C, 11.292895 no
tratamento A e 11.942539 no tratamento B. O que indica que o C demora menos
tempo para duplicar o numero de células no cultivo, seguido por A e B,
respectivamente. Os valores aqui registrados s&o considerados altos quando
comparados aos de outras Chlorophyceae. Arcos e Andrade (2008) registraram para
Dunaliella salina tempo de duplicacéo de 3,03 enquanto que Krettle (2011) observou

para Scenedesmus acuminatus um valor de tempo de duplicacéo igual a 2,15.

Quevedo, Morales e Acosta (2008) cultivando Scenedesmus sp. em meio Estandarl,
fotoperiodo de 12 horas de luz e escuro, intensidade luminosa igual @ 12 ymol m? s™*
(648 lux) a 25 °C obteve valores maximos de massa seca equivalente a 0,408 g/L de
cultivo. Um valor préximo foi observado no presente experimento onde ao final do
45° dia foi registrado para o tratamento C (7300 lux) um valor de massa seca de
0,404 g/L. Fatores como tamanho e peso das colbnias, além da densidade celular do

cultivo, influenciaram no peso final.

A temperatura a qual o experimento foi conduzido foi de 27 °C + 2, temperatura essa
gue se encontra dentro da faixa considerada 6tima,25 a 30 °C, para o crescimento
de Chlorophyceae em geral (BOUTERFAS; BELKOURA; DAUTA, 2006).

A importancia de se relacionar a temperatura com a intensidade luminosa esta
evidenciada nos trabalhos de Sorokin e Krauss (1958), que ao aumentar a
temperatura do cultivo da microalga verde Chlorella pyrenoidosa de 25°C para 39°C

observou aumento na luminosidade de saturacdo de 500 para 1400 footcandles
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(5380 e 15064 lux, aproximadamente), o que significa que a cultura em maior

temperatura se desenvolveu muito melhor em maior luminosidade.

Molejon e outros (1996) em seu experimento com a cloroficea Tetraselmis tetrathele,
testando quatro luminosidades (2000, 3000, 4000 e 12000 lux) em quatro diferentes
temperaturas (25°C, 30°C, 35°C e 40°C), demonstrou que a 40°C ndo houve
crescimento em nenhuma luminosidade, a 35°C houve melhor crescimento nas
menores intensidades luminosas 2000 e 3000 lux, e a 25°C e 30°C houve melhor
crescimento em 12000 lux, atingindo, nessas condicdes, a maior densidade de todos
os tratamentos do seu experimento, 250 x 10* Cel.mL™.

A extracdo de lipideos totais dos diferentes tratamentos mostrou que houve, apesar
de nao significante, uma reducdo na quantidade de lipideos extraidos nos
tratamentos de maior intensidade luminosa, 16 mL/100mL de cultura em ambos os
tratamentos 7300 lux e 3800 lux, quando comparados com o tratamento cultivado
em 1200 lux com 17 mL/100mL de cultura. Este mesmo resultado, reducdo da
concentracdo de lipideos em intensidades mais altas, foi observado por Tahiri e
outros (2000), que cultivando a microalga verde Scenedesmus abundans em trés
diferentes intensidades luminosas 75, 150 e 300 pmol m? s™* (ou 4050, 8100 e 16200
lux) a 35 °C e fotoperiodo de 15L/9E, constatou reducéo de 23% na concentracao

de lipideos na cultura de 300 umol m? s™* para a cultivada em 75 pmol m? s™*.

Uma possivel explicacdo pode ser dada pelo fato da luz ser um dos fatores que age
diretamente na obtencdo de compostos organicos pela microalga via processo
fotossintético (ERIKSEN; GEEST; IVERSEN, 1996; JORGE et al., 1999). Com a
reducdo da luminosidade, este fator se torna um estresse para a alga e a mesma
produz uma maior quantidade de substancia de reserva, no caso os lipideos
(ESTEVES, 2011).

O fato de néo ter ocorrido fotoinibicdo na intensidade luminosa mais alta (7300 lux) e
um baixo crescimento na menor intensidade luminosa (1200 lux), indica que a
espécie é sensivel a baixas luminosidades e tem seu crescimento favorecido quando
em luminosidades mais elevadas, corroborando com os valores de Cel.mL™ estdo os
dados de peso seco, onde se € possivel observar uma maior biomassa nos

tratamentos A e C, quando comparados com o tratamento B.
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Porém néo foram testados valores superiores a 7300 lux, ndo podendo afirmar a
preferéncia da microalga estudada por luminosidades muito altas, por outro lado é
possivel afirmar que a mesma se desenvolve melhor em intensidades luminosas
acima de 1200 lux. A intensidade luminosa desse experimento foi medida
externamente aos erlenmeyers. A iluminacgao lateral acarreta maior reflexdo da luz,
pois o erlenmeyer gera angulos predominantemente obliquos de incidéncia em sua
superficie, portanto, a luminosidade que chega a cultura é provavelmente menor do
qgue a aferida (LOURENCO, 2006). Outro fator importante € conhecido como auto
sombreamento, ocasionado pelo aumento na densidade celular e na concentracao
de pigmentos fotossintetizantes tornando a luz um fator limitante ao cultivo
(LOURENGCO, 2006). Este problema foi resolvido com aeragdo manual duas vezes
ao dia.

Sorokin e Krauss (1958) demonstraram ocorrer fotoinibicgho em Scenedesmus
obliquus, o ponto de saturacédo da luz para essa alga foi de 500 footcandles, que
corresponde a aproximadamente 5382 lux, nesse ponto S. obliquusatingiu uma taxa
de crescimento de 2,2. O crescimento caiu pela metade quando a intensidade
luminosa passou para 4500 footcandles ou 48437 lux aproximadamente, quando

ocorreu a fotoinibi¢ao.

No experimento de Bouterfas, Belkoura e Dauta (2006), que trabalharam com as
microalgas verdes Selenastrum minutum, Coelastrum microporum e Cosmarium
subprotumidum, uma Desmidiaceae, em intensidades luminosas entre 30 e 456
umol m? s (ou 1620 e 24624 lux) em duas temperaturas diferentes, 25°C e 35°C e
observaram fotoinibicdo do crescimento ap0s uma intensidade luminosa O6tima,
sendo 365, 390 e 360 pmol m? s™! para Selenastrum minutum, Coelastrum
microporum e Cosmarium subprotumidum, respectivamente, através do decréscimo
dos valores da taxa de crescimento mais ou menos rapidamente, dependendo da

temperatura.

A microalga Tetrastrum heteracanthum apresentou um rendimento total de ésteres
metilicos de acidos graxos de 339,9 mg de 6leo por grama de biomassa (Tabela 06),
obtidos por meio da transesterificacdo direta, o que é 73% maior do que O
rendimento obtido pela transesterificacao direta do 6leo de soja, com 196,9 mg de
Oleo por grama de biomassa. Comparando com o trabalho de Menezes e outros

(2013), onde através da transesterificacdo direta da microalga identificada por
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Choricystis sp. (A), apontada pelo autor como uma potencial fonte de extracado de
triglicerideos para a producdo de biodiesel, obteve-se um rendimento total em
ésteres metilicos de acidos graxos de 422,9 mg de 6leo por grama de biomassa,
115% maior que o obtido pela soja e apenas 24% maior que o rendimento obtido
pela microalga Tetrastrum heteracanthum. Entretanto, o rendimento obtido pela
Tetrastrum heteracanthum foi maior que o apresentado pelas outras cinco
microalgas estudadas por Menezes e outros (2013): Choricystis sp. (B) (252,2),
Monoraphidium komarkovae (239,9), Tetranephris brasiliensis (230,8), Kirchneriella
lunares (202,2) e Kirchneriella irregulares (198,1).

Como pode ser observada em uma comparacdo entre as Tabelas 03 e 07, a
composicao lipidica da microalga Tetrastrum heteracanthum é bem mais complexa e
diversificada em relacéo a soja se levada em consideracdo a quantidade de acidos
graxos que a compde, 0S quais variam em seu teor, 0 que permite uma gama de
possiveis usos e aplicagcdes comerciais. O Oleo de soja é composto em sua maioria
de acidos graxos di-insaturados (59,7%), representado pelo éster metilico de acido
graxo linoleico, e monoinsaturados com 17,1%de &cido graxo oleico. Os outros
esteres metilicos que constituem o perfil lipidico da soja sédo o estearico, palmitico e
linolénico. Esses &cidos graxos também estdo presentes na microalga Tetrastrum

heteracanthum.

A predominancia dos acidos graxos oleico, linoleico, palmitico e linolénico na
composicao da Chlorophyceae T. heteracanthum também foi observada em outras
microalgas que tiveram sua composicdo de acidos graxos estudadas. Mandal e
Mallick (2009) cultivaram a microalga verde Scenedesmus obliquus e através da
cromatografia gasosa desta microalga revelou que ela € composta principalmente
pelo acido palmitico (38,8%) e pelo acido oleico (35,4%) que juntos correspondem a
guase 75% do total de FAMESs, seguidos pelos acidos linoleico e acido linolénico
com 10,8% e 15%, respectivamente. Ja Menezes e outros (2013) demonstraram que
a microalga Choricystis sp. (A), é constituida principalmente por acidos graxos
palmitico (28,1%), palmitoleico (10,2%), o qual teve baixa representatividade na
microalga estuda nesta pesquisa (0,3%), e oleico (12,7%); a microalga Choricystis
sp. (B) constituida em sua maioria pelos acidos graxos palmitico (37,1%), oleico
(5,2%), palmitoleico (4,3%) e apresentou ainda alta concentracdo do acido graxo

eicosapentaenoico (9,6%) EPA (C20:5 cis5, cis8, cisll, cisl4, cisl7), importante
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para o sistema cardiovascular e muito utilizado pela industria farmacéutica
(MENEZES et al.,, 2013), o &cido graxo EPA ndo ocorre em Tetrastrum

heteracanthum.

O biodiesel extraido e produzido a partir do 6leo de microalgas €, provavelmente, a
Unica fonte capaz de substituir o diesel derivado do petréleo e suprir sua demanda
no ramo do transporte (CHISTI, 2007). Porém para se tornar viavel o uso de
biodiesel derivado de microalgas no lugar do biodiesel derivado do petréleo, o
mesmo precisa cumprir algumas exigéncias, apesar de no Brasil ndo existir
nenhuma legislagdo que determine qual deva ser a composi¢do do biodiesel. Nos
Estados Unidos da América (EUA) a norma vigente é a ASTM Biodiesel Standard D
6751e na Unido Europeia as normas sao estabelecidas para o biodiesel destinado
ao uso nos transportes (Norma EN 14214), em vigor desde 2003, e como Oleo de
aquecimento (Norma EN 14213) (KNOTHE, 2006a). Os acidos graxos sao avaliados
principalmente com relagdo aos teores de acidos insaturados. A norma EN
14214estipula que o limite maximo aceitavel para o teor de acido linolénico (Ln),
correspondente ao teor de acidos graxos tri-insaturados (TUFA), é de 12% (mol); e é
de 1% o teor maximo admitido para acidos graxos com mais de trés duplas ligacdes,
poli-insaturados (PUFA), para as duas normativas européias. Além desses fatores,
as normas EN 14214 e EN 14213 exigem que o valor de iodo do biodiesel ndo pode

exceder 120 e 130 gramas de iodine por 100 gramas de biodiesel, respectivamente

(KNOTHE, 20064).

A composicao lipidica da microalga Tetrastrum heteracanthum, a qual € composta
majoritariamente pelos acidos graxos palmitico (24,6%), oleico (33,0%), linoleico
(25,9%) e linolénico (6,4%), se mostrou bastante promissora para utilizacdo como
possivel fonte de extracdo de triglicerideos para a producdo de biodiesel. De acordo
com os dados obtidos, e relacionados na Tabela 04, a microalga estudada é
constituida em sua maioria por acidos graxos monoinsaturados (35,5%) seguidos
dos &cidos graxos di-insaturados (28,3%), acidos graxos saturados (26,8%), acidos

graxos tri-insaturados (7,0%) e os acidos graxos poli-insaturados com apenas 2,4%.

Desta forma, com base nestes limites estabelecidos, a microalga Tetrastrum

heteracanthum atende as normativas da unido europeia supracitadas, que
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determinam um teor total de no maximo 12% para o acido graxo com mais de trés

duplas ligacdes, representado em sua maioria pelo acido graxo Linolénico.

Porém, a quantidade encontrada de fatty acid methyl esters (FAME) com quatro ou
mais duplas ligagbes (PUFA) foi de 2,4%, acima do que € exigido por ambas as
normativas vigentes na unido europe€ia, que estipulam um teor de, no maximo, 1%
destes FAMEs na composicéo lipidica do biodiesel. Acidos graxos com mais de
quatro duplas ligacdes sao sensiveis aauto-oxidacdo e, portanto ndo podem ser
armazenados por um longo periodo de tempo, o que reduz sua aceitabilidade como
constituinte de um biodiesel (KNOTHE, 2006c; CHISTI, 2007). A auto-oxidacao dos
FAMEs acontece em taxas diferentes, dependendo da quantidade de duplas
ligacBes presentes (KNOTHE, 2006c), quanto maior sua quantidade, mais sensivel
aauto-oxidacdo se torna o éster e consequentemente o biodiesel. Outros fatores
como alta temperatura, presenca de ar, iluminacdo e de metais aumentam a
estabilidade oxidativa do biodiesel quando armazenado por longo periodo de tempo
(KNOTHE, 2006c; LIRA et al.,, 2012). Porém, a presenca de &cidos graxos poli-
insaturados aumenta a resisténcia ao congelamento do biodiesel, uma vez que estes
acidos graxos possuem um menor ponto de congelamento quando comparados aos
acidos graxos monoinsaturados e saturados, melhorando e garantindo o
funcionamento do biodiesel em regides de baixa temperatura (DUNN, 2006; VIEIRA

et al., 2010; LIRA et al., 2012), propriedade essa conhecida como ponto de fluidez.

A reducao do teor total de PUFA para menos de 1% e o aumento do teor total de
acidos graxos pode ser realizada, por exemplo, por meio de pesquisas que estudem
o perfil lipidico da microalga em diferentes concentracdes de nitrogénio, ou outros
constituintes importantes dos meios de cultura como a fonte de carbono inorganico.
No trabalho de Morais e Costa (2008) no qual foi estudado o conteudo lipidico e o
perfil dos acidos graxos das Chlorophyceae: Scenedesmus obliquus, Chlorella
kesslerie Chlorella vulgaris e da Cyanophyceae Spirulina sp., quando cultivadas em
diferentes concentracfes de diéxido de carbono e de bicarbonato de sédio em
intensidade luminosa de 3200 lux, temperatura de 30°C e fotoperiodo de 12 horas
de luz e escuro durante 20 dias. Foi possivel observar que com a reducdo das
concentracfes de dioxido de carbono e a adicdo de bicarbonato de sodio as
concentragcbes de PUFA diminuiam. A cianobactéria filamentosa Spirulina sp.,

guando cultivada em 0,038% de CO2 sem adi¢édo de bicarbonato de sodio tinha seu
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teor de PUFA em 8,9% e j& quando cultivada em 0,038% de CO2 e 16,8% de
NaHCO3 seus teores de PUFA reduziram para 0%. A microalga verde Scenedesmus
obliquus também apresentou menores teores de PUFA quando cultivada em
menores concentragdes de didéxido de carbono, enquanto que as demais microalgas
estudadas tiveram seu menor teor de PUFA registrado quando cultivadas em

concentracdes de dioxido de carbono iguais a 12%.

A viscosidade, medida de resisténcia de um liquidoao fluxo, é outra propriedade
fisica importante dos combustiveis a base de petréleo, assim como para o diesel a
base de biomassa, pois esta diretamente relacionado com a formacéo de depdsitos
no motor, e 0 aumento da viscosidade potencializa tais formac¢des diminuindo a vida
util destes equipamentos (KNOTHE, 2006d). A viscosidade acresce com 0 aumento
do comprimento da cadeia carbonica e reduz com a presenca de duplas ligacoes
(KNOTHE, 2006d; VIEIRA et al., 2010).

A presenca dos acidos graxos palmitico e oleico em grandes concentracbes na
constituicdo lipidica da microalga Tetrastrum heteracanthum contribuem para o
aumento da viscosidade (MENEZES et al., 2013), pois estes sdo acidos graxos
saturado e monoinsaturado de cadeias consideras de média a longa com 16 e 18
carbonos, respectivamente, um fator negativo visto que o aumento da viscosidade
do diesel prejudica o funcionamento do motor de inje¢cdo  por
compressdo(PARENTE, 2003), atravées de complicacbes como entupimento
edeposicao de particulas no motor, diminuindo, dessa forma, o desempenho e vida
atil do mesmo (PONTES et al., 2010). A microalga estudada apresenta ainda em sua
composicdo o0s acidosgraxos monoinsaturados Estearico e Miristico, e o0s

monoinsaturados Miristoleico, Palmitoleico e Vacénico em baixas concentracdes.

Por outro lado, diferente do estudo realizado por Menezes e outros (2013), no qual
os autores determinaram o perfil de acidos graxos de seis microalgas dulcicolas,
dentre elas a microalga Choricystis sp. (A) que apresentou grandes concentracdes
dos acidos graxos monoinsaturados oleico e palmitoleico e baixa concentracdo de
di, tri e poli-insaturados favorecendo o aumento da viscosidade, no presente estudo
a microalga Tetrastrum heteracanthum também apresentou boas concentracdes de
acidos graxos di, tri e poli-insaturados, constituindo juntos 37,7% do teor lipidico da

microalga, possivelmente diminuindo a viscosidade do biodiesel obtido através desta
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espécie. Fatores externos como a diminuicdo da temperatura também contribui para
0 aumento da viscosidade (KNOTHE, 2006d).

Outra propriedade relevante para se determinar a qualidade do biodiesel produzido é
o indice de cetano. Este indice determina a qualidade da queima do biodiesel
associado com a velocidade de igni¢do, quanto maior o indice melhor € a combustéo
do biodiesel, o funcionamento do motor e menor € seu grau de poluicdo
(PARENTE,2003; KNOTHE, 2006b; MENEZES et al., 2013). O fato da espécie
estudada na presente pesquisa ter em sua composicao 26,8% de acidos graxos
saturadosaumentao indice de cetano do biodiesel produzido. Uma vez que este
indice é diretamente influenciado pela presenca de acidos graxos saturados de
cadeia longa (KNOTHE, 2006b).

Tabela 08 — Comparacdo entre Teores totais de acidos graxos entre a
Chlorophyceae Tetrastrum heteracanthum e outras sete espécies.

MUFA DUFA TUFA PUFA

. o =
Microalgas SFA (%) (%) (%) (%) (%) REFERENCIA
Tetrastrum Presente

heteracanthum 26,8 35,5 28,3 7,0 2,4 estudo
Scenedesmus Mandal e
obliquus 38,8 354 10,8 15,0 . Mallick (2007)
Choricystis sp.
Menezes e
A) 44,7 39,0 8,1 3,9 4,3 outros (2013)
Choricystis sp.
®) 621 227 2.4 3.2 96 outres (2013)
Kirchneriella Menezes e
irregulares 53,9 41,3 2,9 0.6 L3 Gutros (2013)
Campos,
Chlorella 38,0 26,3 7,5 24,1 1,9 Barbarino e
minutissima Lc()uren&);o
2010
Campos,
Dur_laliella 41,8 22,0 17,1 16,7 9,7 Barbarino e
tertiolecta L(();(;eg;,:o
1
Campos,
Tetraselmis Barbarino e
gracilis 37.3 156 4.4 147 22,95 Lourenco
(2010)

Fonte: Elaboracgéo propria.

Quando comparada com demais microalgas testadas como potenciais fontes de
biodiesel, a microalga Tetrastrum heteracanthum foi a que apresentou menor teor de

acidos graxos monoinsaturados, tais dados - utilizando como base os trabalho de
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Menezes e outros (2013) nos quais foram analisadas a composicao lipidica de seis
microalgas dulciaquicolas, o trabalho de Mandal e Mallick (2007), que determinaram
o perfil lipidico da microalga Scenedesmus obliquus, e o trabalho de Campos,
Barbarino e Lourenco (2010) que identificaram o perfil dos acidos graxos de dez
espécies potenciais microalgas marinhas - foram compilados e podem ser

visualizados na Tabela 08.

Conforme evidenciado todas as microalgas, relacionadas na Tabela 08, estdo com
seus valores de PUFA acima do valor determinado pela norma da unido europeia
del%. A microalga Tetrastrum heteracanthum apresenta menor teor total de acidos
graxos com mais de quatro duplas ligacdes (2,4%) em relacdo a microalga
Choricystis sp. (A) que, apesar de ser considerada potencial para a producao de
biodiesel, tem seu teor de PUFA de 4,3%, ambos acima do teor considerado ideal.
Tal composicao ndo se torna uma limitacao significativa, uma vez que o teor lipidico
da microalga pode ser moldado alterando-se as condigbes do cultivo através de
testes preliminares (CHISTI, 2007). Outra forma de se resolver esta questdo €
através da hidrogenacéao catalitica parcial do 6leo, processo que reduz facilmente o
teor de insaturacdes e de acidos gordos com mais de quatro duplas ligacdes do
biodiesel (JANG; JUNG; MIN, 2005).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com este experimento provou-se que Tetrastrum heteracanthum cresce melhor em
intensidades luminosas mais altas. Em relacdo ao aumento de biomassa da

microalga estudada em maiores intensidades luminosas a hipotese foi aceita.

Com isso conclui-se que a melhor intensidade luminosa para incremento de
biomassa em menor periodo de tempo para Tetrastrum heteracanthum é a de 3800
lux visando a economia de energia, uma vez que as taxas calculadas néao
apresentaram variagao significativa com o tratamento de maior luminosidade, 7300

lux.

A microalga Tetrastrum heteracanthum se mostrou uma boa produtora de lipideos,
chegando a um maximo de 17 mL/100mL de cultivo na intensidade luminosa de
1200 lux (tratamento B).

Conclui-se também, com a caracterizacdo do perfil dos acidos graxos da microalga
Tetrastrum heteracanthum, que esta microalga € uma potencial fonte de extracéo de
triglicerideos para a producdo de biocombustiveis, pois possui um perfil de acidos
graxos adequado. Porém de acordo com a norma EN14214, os valores de acidos
graxos poli-insaturados (PUFA) devem ser reduzidos abaixo de 1%, tais reducbes
podem ser feitas modificando as condi¢des nas quais a microalga foi cultivada, como

por exemplo, a reducdo de CO..

Com relacdo ao aumento na producdo de lipideos, a hipotese foi rejeitada, pois
guando comparados os valores obtidos entre os diferentes tratamentos 0s mesmos
nao tiveram diferenca significativa. Logo, a utilizacdo do aumento da intensidade
luminosa para amplificar a produtividade lipidica desta microalga ndo é efetiva,
porém, como pode ser notado, a diminuicdo da radiacdo causou um aumento,

mesmo que nao significativo, do teor de lipideos totais.

Dessa maneira, o estudo de microalgas em cultivo é uma importante ferramenta
para se conhecer a biologia das espécies e no estado do Espirito Santo mais
estudos precisam ser realizados, testando outras variaveis, a relacdo entre
diferentes variaveis e com novas espécies. Assim como novos testes devem ser
realizados a fim de aperfeicoar a producao e o perfil de acidos graxos da microalga

Tetrastrum heteracanthum.



76



77

REFERENCIAS

AHLSTROM, E. H.; TIFFANY, L. H. The algal genus Tetrastrum. American Journal
of Botany 21: 499-507, 1934.

ARCAS, A. P.; ANDRADE, C. G. Influencia de La intensidad luminosa sobre El
crecimiento de dos cepas de Dunaliella salina isoladas de salinas
venezolanas. Tecnociéncia, Cuman4, v.10, n. 1, p.73-84, 2008.

AZEREDO, V. B. S. Producao de biodiesel a partir do cultivo de microalgas:
estimativa de custos e perspectivas para o brasil. 2012. 171 f. Dissertacéo
(Mestrado) - Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

BECKER, W. Microalgae in human and animal nutrition. In: Richmond, A. (Ed).
Handbook of microalgal culture: biotechnology and applied phycology. London:
Blackwell Science, 566p. 2004.

BERTOLDI, F. C.; SANT'ANNA, E.; OLIVEIRA, J. L. B. Teor de clorofila e perfil de
sais minerais de Chlorella vulgaris cultivada em solucéo hidroponica residual.
Ciéncia Rural, v.38, n.1, 2008.

BICUDO, C.E.M.; MENEZES, M. Géneros de algas de aguas continentais do
brasil: Chave para identificacédo e descricdes. 2. ed. Sdo Carlos: Rima, 2006.

BLIGH, E. G.; DYER, W. J. A rapid method of total lipid extraction and
purification.Can. J. Biochem. Physiol., 37:911-917, 1959.

BOLD, H. C.; WYNNE, M. J. Introduction to the algae: Structure and
reproduction, Ed. Prentice-Hall, 720p., 1985.

BOUTERFAS, R.; BELKOURA, M,; DAUTA, A. The effects of irradiance and
photoperiod on the growth rate of three freshwater green algae isolated from a
eutrophic lake. Limnetica, Espanha, v. 25, n. 3, p. 647-656, 2006.

BRASIL, MINISTERIO DA CIENCIA E TECNOLOGIA. Plano Nacional de
Agroenergia. 4. ed. Brasilia, 114p. 2006.

BRASIL, MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA. Programa Nacional de Producéo e
uso do Biodiesel. Disponivel em: <http://www.mme.gov.br/programas/biodiesel/-
menu/biodiesel/pnpb.html>. Acesso em: 30 de maio 2013.

CAMACHO, R. F.; GARCIA, C. F.; FERNANDEZ S. J. M.; CHISTI, Y.; MOLINA,
G.E. A mechanistic model of photosynthesis in microalgae. Biotechnol. Bioeng.,
81:459-73. 2003.

CAMPOS, V. B.; BARBARINO, E.; LOURENCO, S. de O. Crescimento e composi¢ao
guimica de dez espécies de microalgas marinhas em cultivos estanques. Ciéncia
Rural, Santa Maria, v. 40, n. 2, p.339-347, 01 fev. 2010.



78

CAROLINO, L. R. V. Cultivo de microalgas unicelulares para determinacao da
producdo lipidica e sequestro de carbono. 2011. 91 f. Dissertacdo (Mestrado) -
Departamento de Biologia Vegetal, Universidade de Lisboa, Lisboa, 2011.

CHIARANDA, M.; ANDRADE J.; MARTINS, A.; OLIVEIRA, G. T. A producéao do
biodiesel e aspectos do PNPB. Sao Paulo: USP; ESALQ, 2005.

CHISTI, Y. Biodiesel from microalgae.Biotechnology Advances, Palmerston North,
v. 25, p.294-307, fev. 2007.

DEMIRBAS, A. Progress and recent trends in biodiesel fuels. Elsevier, Trabzon,
p.14-34, jan. 2009.

DERNER, R. B.; OHSE, S.; VILLELA, M. Microalgas, produtos e aplicacdes. Ciéncia
Rural, Santa Maria, v. 36, n. 6, p.1959-1967, 2006.

DUNN, R. O. Cold Weather Properties and Performance of Biodiesel. In: KNOTHE,
Gerhard; GERPEN, Jon Van; KRAHL, Jirgen. The Biodiesel
Handbook. Champaign, lllinois: Aocs Press, 2006. p. 91-129.

ERIKSEN, N.T.; GEEST, T.; IVERSEN, J. J. L., Phototrophic growthin the Lumostat:
a photo-bioreactor with on-line optimization of light intensity. ApplPhycol, v. 8, p.
345-352, 1996.

ESTEVES, F.A., Fundamentos em Limnologia. Rio de Janeiro: Interciéncia, 545p.
1998.

ESTEVES, F. de A. Fundamento de limnologia. 22 Edicdo. Rio de Janeiro:
Interciéncia, 791 p. 2011.

FERRARI, R.A.; OLIVEIRA, V.S.; SCABIO, A. Biodiesel de soja — taxa de conversao
em ésteres etilicos, caracterizacao fisicoquimica e consumo em gerador de energia.
Quimica Nova, Ponta Grossa, v. 28, n. 1, p.19-23, 23 nov. 2005.

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

FOTT, B. Algenkunde. 2 ed. Hufttgar: Gustav Fischer Verlag. 581p. 1971.

FOY, R. H.; SMITH, R. Y. The role of carbohydrate accumulation in the growth of
planktonic Oscillatoria species. British Phycological Journal, London, p.139-150, 2
jun. 1980.

GODINHO, L.R.; GONZALEZ, A.A.C.; BICUDO, C.E.M. Criptdgamos do Parque
Estadual das Fontes do Ipiranga, Séo Paulo, SP. Algas, 30: Chlorophyceae (Familia
Scenedesmaceae). Hoehnea, Séo Paulo, p.513-533, 05 ago. 2010.

GONCALVES, M. A. B.; NOGUEIRA, R. G. O efeito estufa pode ser reduzido com a
producdo e a utilizacdo do biodiesel? Processos Quimicos, Goiania, v.1, n. 2, p.51-
59, jul./dez. 2007.



79

GORHAM, P. R.; MCLACHLAN, R. W.; HAMMER, U. T. Isolation and culture of
toxic strains of Anabaena, flos-aquaeBreb.Int. Ver. Theor. Angew.Limnol.Verh., v.
19, p. 796-804, 1964.

GUILLARD, R.R.L.; MORTON, S.L. Culture Methods.In: Manual on Harmful Marine
Microalgae. UNESCO, Paris, p. 77-97, 2003.

HINO, K. Andlise qualitativa e quantitativa do microfitoplancton da Represa do
Lobo (Broa), S&o Carlos/SP. Tese de mestrado apresentado ao DCB/UFSCar, S&o
Carlos, SP. 119p. 1979.

HIRAYAMA, S.; UEDA, R.; SUGATA, K. Evaluation of active oxygen effect on
photosynthesis of Chlorella vulgaris.Free Radical Research, v.25, n.3, p.247-257,
1996.

HU, Q. Industrial production of microalgal cell-mass and secondary products major
industrial species: Arthrospira (Spirulina) platensis. In: RICHMOND, A.

(Ed). Handbook of microalgal culture: biotechnology and applied phycology.
Oxford: Blackwell Science, p.264-272, 2004.

HUTCHINSON, G. E.A Treatise on Limnology: Introduction to lake biology and
their limnoplankton. New York: John Wiley & Sons, 1967.2 v.

JANG, E. S.; JUNG, M.Y.; MIN, D. B. Hydrogenation for Low Trans and High
Conjugated Fatty Acids. Comprehensive Reviews In Food Science And Food
Safety, Ohio, v. 1, p.22-30, 2005.

JORGE, R.R; MORIOKA, L.R.; RIBEIRO, M. L. L.; PINOTTI, M. H. P. Cultivo de
Nostoc sp em diferentes luminosidades para producdo de biomassa e
ficobiliproteinas. Semina: Ci Biol. Saude, Londrina, v. 20/21, n. 2, p. 67-71, 1999.

KNOTHE, G. Analytical Methods for Biodiesel.In: KNOTHE, Gerhard; GERPEN, Jon
Van; KRAHL, Jiurgen. The Biodiesel Handbook. Champaign, Illinois: Aocs Press,
2006a. p. 70-83.

KNOTHE, G. Fuel Properties: Cetane Numbers—Heat of Combustion—Why Vegetable
Oils and Their Derivatives Are Suitable as a Diesel Fuel. In: KNOTHE, Gerhard;
GERPEN, Jon Van; KRAHL, Jurgen. The Biodiesel Handbook. Champaign, lllinois:
Aocs Press, 2006b. p. 84-88.

KNOTHE, G. Fuel Properties: Oxidative Stability of Biodiesel. In: KNOTHE, Gerhard;
GERPEN, Jon Van; KRAHL, Jurgen. The Biodiesel Handbook. Champaign, lllinois:
Aocs Press, 2006c. p. 130-134.

KNOTHE, G. Fuel Properties: Viscosity of Biodiesel. In: KNOTHE, Gerhard;
GERPEN, Jon Van; KRAHL, Jurgen. The Biodiesel Handbook. Champaign, lllinois:
Aocs Press, 2006d. p. 89-90.



80

KOWALSKI, S. C. Analise da viabilidade técnica econdmica do cultivo de
microalgas para producéo de biodiesel estudo de caso paranagua — estado do
parana. 2010. 93 f. Dissertacdo (Mestrado em desenvolvimento de tecnologias) -
Instituto De Engenharia Do Parand, Curitiba, 2010.

KRETTLE, R. Avaliagao dos efeitos de diferentes intensidades luminosas no
crescimento de Scenedesmus acuminatus (Lagerheim) Chodat var.
acuminatus. 2011. 41 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em
Ciéncias Biologicas) — Departamento de Ciéncias Biolégicas do Centro de Ciéncias
Humanas e Naturais, Universidade Federal do Espirito Santo, Vitéria, 2011.

LABORATORIO DE METODOS DE EXTRACAO E SEPARACAO. Andlise dos
teores de ésteres e do perfil de acidos graxos em microalgas da UFES. Goiania:
UFG, 2013a.

LABORATORIO DE METODOS DE EXTRACAO E SEPARACAO.Curva de
guantificacdo para ésteres metilicos de acidos graxos do dleo de soja. Goiania:
UFG, 2013b.

LABORATORIO DE METODOS DE EXTRACAO E SEPARACAO.Cromatograma
apresentando os principais acidos graxos constituintes da microalga
Tetrastrum heteracanthum. Onde P, O, L e Ln representam os 4cidos graxos
palmitico, oleico, linoleico e linolénico, respectivamente. Goiania: UFG, 2013c.

LABORATORIO DE METODOS DE EXTRACAO E SEPARACAO.Perfil de acidos
graxos da microalga T. heteracanthum. Goiania: UFG, 2013d.

LABORATORIO DE METODOS DE EXTRACAO E SEPARACAO.Massa de 6leo da
microalga Tetrastrum heteracanthum em comparacdo com a soja. Goiania:
UFG, 2013e.

LABORATORIO DE METODOS DE EXTRACAO E SEPARACAO.Rendimento em
0leo na microalga. Goiania: UFG, 2013f.

LABORATORIO DE METODOS DE EXTRACAO E SEPARACAO.Perfil de acidos
graxos do Oleo de soja. Goiania: UFG, 2013g.

LIRA, R. de A.; MARTINS, M. A.; MACHADO, M. F.; CORREDO, L. de P.; MATOS,
A. T. As microalgas como alternativa a producéo de biocombustiveis. Reveng,
Vicosa, v. 20, n. 5, p.389-403, 27 ago. 2012.

LOERA-QUEZADA, M. M.;: ANGELES, G.; OLGUIN, E. J. Effect of irradiance on the
cell density, size and lipid accumulation of Neochloris oleoabundans. Rer. Latinoam.
Biotecnol. Amb. Algal, Veracruz, p.81-92, 2011.

LOURENCO, S. O. Cultivo de Microalgas Marinhas: Principios e aplicacdes. Sao
Carlos: RiMa, 2006.

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



81

MANDAL, S.; MALLICK, N. Microalga Scenedesmus obliquus as a potential source
for biodiesel production. Appl. Microbiol. Biotechnol., West Bengal, p.281-291,
2009.

MENEZES, R. S.; LELES, M. I. G.; SOARES, A. T.; FRANCO, P. I. B. M.;
ANTONIOSSI-FILHO, N. R.; SANT'ANNA, C. L.; VIEIRA, A. A. H. Avaliacao da
potencialidade de microalgas dulcicolas como fonte de matéria-prima graxa para a
producdo de biodiesel. Quimica Nova, Goiania, v. 36, n. 1, p.10-15, 2013.

MOLEJON, O. G. H.; ALVAREZ-LAJONCHERE, L.; GONZALES, A. C.; ALMEIDA,
V. M. Efectos de la temperatura y lailuminacién sobre El crecimiento de dos
microalgas: Nannochloropsis gaditana Lubiam 1982 y Tetroselmia tetrathele (West)
Butchu, 1959. Hidrobioldgica, Cienfuegos, v. 2, n. 1, p.43-47, jun. 1996.

MONTEIRO, R. T. T. Analise de Ciclo de Vida do Biodiesel — Aplicacéao a
Realidade Nacional. 2009. 157 f. Dissertacao (Mestrado em engenharia mecanica) -
Departamento de Engenharia Mecénica, Universidade de Aveiro, Aveiro, 2009.

MORAIS, M. G.; COSTA, J. A. V. Perfil de acidos graxos de microalgas cultivadas
com dioéxido de carbono. Ciénc. Agrotec., Lavras, v. 32, n. 4, p. 1245-1251,
jul./ago., 2008.

OHSE, S.; DERNER, R. B.; OZORIO, R. A.; BRAGA, M. V. C.; CUNHA, P.;
LAMARCA, C. P.; SANTOS, M. E. Crescimento de microalgas em sistema
autotrofico estacionario. Biotemas, v. 21, n. 2, p. 7-18, 2007.

OLAIZOLA, M.; DUERR, E. O. Effects of light intensity and quality on the growth rate
and photosynthetic pigment content of Spirulina platensis. Journal of Applied
Phycology, v.2, n.2, p.97-104, 1990.

OLIVEIRA, L. B.; FERNANDES, V. O. Diagnostico limnologico em uma lagoa
costeira tropical (lagoa Juara, Serra/ES, Brasil). Acta Limnologica Brasiliensia.
(em prep.). 2011.

OLIVEIRA, O. S. B. C. Optimizacao da produtividade lipidica da microalga
Arthrospira platensis como matéria-prima para biocombustiveis. 2009. 96 f.
Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Nova De Lisboa, Lisboa, 2009.

OSAKI, M.; BATALHA, M. O. Producao de biodiesel e 6leo vegetal no Brasil:
realidade e desafio. Organizacdes Rurais & Agroindustriais, Lavras, v. 13, n. 2,
p.227-242, 2011.

PARENTE, E. J. de S. Biodiesel: uma aventura tecnolégica num pais engracado.
Fortaleza: Tecbio, 2003. 68 p.

PAULILLO, L. C. M. S.; JATOBA, F. H. P.; CECHINEL, C. A. Biodiesel: Eficiéncia
energética e impacto ambiental. Didlogos & Ciéncia —Revista da Rede de Ensino
FTC. Ano lll. n. 11. 2009.



82

PONTES, A. S. G. C.; SANTOS, I. M. G.; FILHO, J. R. C.; SOUSA, A. G. Influéncia
da temperatura nas propriedades das blendas diesel/biodiesel de 6leo de peixe. In:
IV Congresso brasileiro de mamona e | simpésio internacional de oleaginosas
energeéticas, 4, 2010, Jodo Pessoa, Paraiba. Inclusdo Social e Energia:

Anais. Jodo Pessoa, Paraiba: Embrapa Algodéo, 2010. p. 122-127.

QUEVEDO, C.; MORALES, S.P.; ACOSTA, A. Crecimiento de Scenedesmus sp en
diferentes medios de cultivo para la produccion de proteina microalgal. Revista De
La Facultad De Quimica Farmacéutica, Medellin, v. 1, n. 15, p.25-31, 04 mar.
2008.

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

REYNOLDS, C.S. The ecology of freshwater phytoplankton. Cambridge
University Press, London: 384 p., 1984.

REYNOLDS, C.S. The ecology of phytoplankton. Cambridge: Cambridge
University Press.535p. 2006

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

RICHMOND, A. Microalga biotechnology at the turn of the millennium: a personal
view. Applied Phycology., 12: p.441-451, 2000.

SANTOS, L. B. G.; CALAZANS, N. K. F.; MARINHO, Y. F. M.; SANTOS, A. P. F;
NASCIMENTO, R. D. M.; VASCONCELOS, R. F. L.; DANTAS, D. M. M.; GALVEZ,
A. O.Influéncia do fotoperiodo no crescimento da Chlorella vulgaris (Chlorophyceae)
visando producéao de biodiesel. In: IX JORNADA DE ENSINO PESQUISA E
EXTENSAO, 2009, Recife. Anais da IX Jornada de Ensino Pesquisa e Extens&o.
Recife: UFRPE, 2009.

SEBASTIEN, N. Y.; GRANJA, R. P. Cultivo de Scenedesmus: alimento vivo para a
manutencao de organismos plancténicos e implementacao na dieta humana.
Revista Varia Scientia, v. 05, n. 10, p. 113-121, 2006.

SERVICO BRASILEIRO DE APOIO AS MICRO E PEQUENAS EMPRESAS.
Cartilha Biodiesel. Disponivel em:
<http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/Repositorio/NT00035116 000gihb7tn102wx5
okO5vadrlszzvy3n.pdf>. Acesso em: 20 de abril de 2013.

SILVA, L. L. F. lluminacao publica no Brasil: aspectos energéticos e
institucionais. 2006. 161 f. Dissertacdo (Mestrado em planejamento energético) -
Universidade Federal Do Rio De Janeiro, Rio de Janeiro, 2006.

SOROKIN, C.; KRAUSS, R. W.The effects of light intensity on the growth rates of
green algae. Plantphysiology, v. 33, p.109-113, 1958.



83

TAHIRI, M.; BENIDER, A.; BELKOURA, M.; DAUTA, A. Caractérisation biochimique
de l'algue verte Scenedesmus abundans: influence des conditions de

culture. Annales de Limnologie - International Journal Of Limnology, Francga, p.
3-12, jan. 2000.

TEIXEIRA, C.M.; MORALES, M. E. Microalga como matéria-prima para a producao
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.

VASCONCELOS, R. F. L.; SANTOS, A. P. F.; MARINHO, Y. F. M.; SANTOS, L. B.
G.; CALAZANS, N. K. F.; NASCIMENTO, R. D. M.; DANTAS, D. M. M.; COSTA, W.
M.; GALVEZ, A. O. Avaliac&o do crescimento de trés microalgas: Isochrysis galbana,
Chaetoceros calcitranse Chlorella vulgaris, visando a utilizagdo como
biocombustiveis. In: IX Jornada de Ensino Pesquisa e Extenséo, 2009, RECIFE.
Anais da IX Jornada de Ensino Pesquisa e Extenséo. Recife: UFRPE, 20009.

VIDOTTI, E. C.; ROLLEMBERG, M. C. E. Algas: da economia nos ambientes
aquaticos a bioremediacéo e a quimica analitica. Quimica Nova, Maringa, v. 27, n.
1, p.139-145, 01 jan. 2004.

VIEIRA, A. C.; VASCONCELOQS, V. M.; SILVA, P. C. G. da; OLIVEIRA, R.da P. S;
SILVA, G. F. da. Winterizac&o do 0leo de soja associado a degomagem para
producao de biodiesel. In: Congresso brasileiro de mamona e | simpdsio
internacional de oleaginosas energéticas, 4, 2010, Jodo Pessoa, Paraiba. Inclusao
Social e Energia: Anais. Jodo Pessoa, Paraiba: Embrapa Algodéo, 2010. p. 1933 -
1938.



