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RESUMO

Atualmente os combustiveis fosseis vém sendo substituidos por outros menos
poluentes e renovaveis, as microalgas tem se destacado como excelentes matérias
prima para producdo de biocombustiveis, devido crescerem rapidamente, serem
fontes de altas concentracdes de lipideos e ndo exigirem areas agricultaveis. As
microalgas apresentam elevadissima produtividade em biomassa, sendo
influenciadas principalmente pela concentragdo dos nutrientes essenciais. Sendo
assim o presente estudo visa avaliar os efeitos de diferentes meios de cultura no
crescimento da Tetrastrum heteracanthum (Nordstedt) Chodat com intuito de explora
— las bioquimicamente e metabolicamente como base para a producdo de
biocombustiveis. A microalga T. heteracanthum foi isolada de amostras da lagoa
Juara (Serra- ES), por meio da técnica de pipetagem e diluicbes sucessivas e
mantidas em estufa incubadora. A cepa foi exposta a trés meios de culturas ASM1,
BBM e CHU totalizando nove inoculos, onde os mesmos foram mantidos, a uma
temperatura de 22 + °C, fotoperiodo de 12h de claro/escuro e uma intensidade
luminosidade de aproximadamente (3500 lux) e pH no inicio no experimento em
torno de 7,0 sendo cultivadas durante 45 dias. O método de densidade Optica
consiste em avaliar o crescimento da cultura por meio da obstrucao fisica da luz
pelas células a partir de um aparelho denominado espectrofotdmetro. Foram
realizadas coletas diarias de 10 mL em todas as trés unidades experimentais e
leituras das amostras a fim de obter- se valores de absorbancia de cada um dos
tratamentos. Paralelo a este método foram feitas coletas de 10 mL em todas as
amostras testadas, onde as mesmas foram filtradas em filtros de fibra de vidro a
cada 5 dias, com intuito de se obter o a massa seca de cada tratamento. A extracao
de lipideos totais foi realizada pela técnica de Bligh e Dyer (1959) e o perfil de acidos
graxos e teores de ésteres foram tracados a partir das analises cromatograficas do
Oleo extraido da soja. A partir dos métodos de densidade Optica e peso seco foi
possivel obter uma curva de crescimento de cada tratamento (ASM1, BBM e CHU)
gue a alga T. heteracanthum foi submetida, apresentado como resultado um maior
crescimento no meio CHU. Quanto aos resultados de ésteres por biomassa seca, T.
heteracanthum registrou 339,9 mg por grama de biomassa, enquanto que a soja
apresenta 196,9 mg por grama de biomassa seca. Os valores de TUFA obtidos a

parti das analises desta microalga mostram um teor de 7% valor este em
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concordancia com que e estabelecido pela EN 12214. Entretanto os valores de
PUFA de T. heteracanthum mostrou-se alto 2,4%, esta mesma norma determina que
teores maximos de poli insaturados ndo deve ultrapassar 1%. Portanto a microalga
T. heteracanthum mostrou-se promissora para a producdo de biodiesel, pois
apresenta um bom rendimento em 6leo em relagédo aos resultados registrados pelo
Oleo de soja. Porém os valores de PUFA precisam ser reduzidos para que o 6leo
figue em conformidade, de acordo com que e estabelecido pela norma EN 12214.

Palavras chaves: T. heteracanthum. meios de cultura. Soja. PUFA.



ABSTRACT

Fossil fuels are being replaced, slowly, by less polluting and renewable energy
sources. In this context, microalgae has emerged as an excellent raw material for
biofuel production, due to fast growth in laboratory conditions and the capacity to
produce high lipids concentrations, without requiring arable land. Microalgae can
reach high mass productivity, being mainly influenced by the concentration of
essential nutrients or different culture mediums. This study aims to evaluate the
effects of different culture medium on the Tetrastrum heteracanthum (Nordstedt)
Chodat growth and lipid production, giving important informations about the T.
heteracanthum biochemistry and metabolism, focused in production of biofuels. T.
heteracanthum were isolated from Juara Lagoon (Serra- ES) samples, by pipetting
and sucessive dilutions techniqgue and maintained in incubation chambers. The strain
was cultivated in three culture mediums: ASM1, BBM e CHU. Each treatment were
triplicated and maintained at 22 ° C, with 12 h light / dark photoperiod, 3500 lux light
intensity and initial pH about 7,0. The experiment was performed in 45 days. 10mL
samples were obtained every day from all the cultures and their cell densities were
measured by a spectrophotometer. Another 10mL sample were obtained in a 5 days-
gap and fitered with a glass fiber filter to measure the dry weight of each treatment.
The total lipids extraction was performed by Bligh and Dyer (1959) methodology and
the fatty acids profile and esters concentrations were obtained from a comparison
with the chromatographic analysis of the soybean oil. The growth curves for each
treatment (ASM1, BBM e CHU) were obtained based on cell density data. The better
growth of T. heteracanthum was regstered in CHU treatment. Regarding the results
of esters by dry biomass, T. heteracanthum recorded 339,9 mg per gram of biomass,
while the soybean has 196,9 mg per gram of dry biomass. The values of TUFA
obtained from the analysis of this microalgae showed a content of 7% in agreement
with this value which is set by EN 12214. However the values of PUFA from T.
heteracanthum were high (2,4%). This same legislation provides that maximum
levels of polyunsaturated must not exceed 1%. Therefore, T. heteracanthum showed
potenciallity for the biodiesel production, with a good oil yield compared to soybean

oil. However, PUFA values need to be reduced.

Keywords:T. heteracanthum. culture medium. Soybean.PUFA.
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1 INTRODUCAO

Microalgas fitoplanctonicas sédo seres microscopicos, fotossintéticos que vivem em
ambientes aquaticos que apresentam grande quantidade de matéria orgéanica, luz
solar e dioxido de carbono.Esses locais sdo propicios para uma alta taxa de
crescimento e desenvolvimento de organismos algaceos (PEQUENO; 2010). Esses
organismos sao 0s principais responsaveis pela producdo primaria, sendo assim o
fitoplancton € importante na manutencdo e no desenvolvimento da vida aquatica
(REYNOLDS, 2006).

A Classe Chlorophyceae esta entre as mais frequentes Classes de microalgas que
constituem o fitoplancton e estdo presentes em ambientes lacustres, principalmente
lagos mesotroficos ou eutréficos, com ocorréncia em todo o mundo (ESTEVES,
1998). Os organismos dessa Classe, também conhecidos como “algas verdes”, sdo
dotadas de pelo menos um cloroplasto fotossintetizante, o qual apresenta
concentracbes de carotenoides que nao excedem as concentracdes de clorofila
(RAVEN, 2007) sendo estd uma das divisdes mais visadas para a extracao de oleo
algaceo, devido ao seu rapido crescimento e facil adaptacdo as variacdes
ambientais (TEIXEIRA; MORALES 2006).

O cultivo de microalgas tem sido utilizado como ferramenta para exemplificar os
diversos aspectos da variabilidade morfologica, fisioldgica e o ciclo de vida desses
organismos, colaborando com o aumento do conhecimento a respeito da ecologia e
da taxonomia das algas (LOURENCO, 2006).Cultivar microalgas passou a ser mais
relevante ndo s6 sob o ponto de vista biologico e ambiental, mas também devido a
capacidade desses organismos produzirem compostos de interesse comercial como
proteinas, carboidratos e acidos graxos (DERNER; OHSE; VILLELA, 2006;
LOURENCO, 2006).

Atualmente o desenvolvimento de biocombustiveis biolégicos sdo umas das
melhores alternativas para reduzir a quantidade de CO, emitida para a atmosfera
vista a preocupacdo por formas de energia limpa ou menos degradaveis. Sendo
assim vé-se a corrida de varias empresas privadas e instituicdes publicas em busca
de uma fonte de energia biolégica que cause menos impactos ao ambiente. O
governo brasileiro iniciou suas pesquisas ao lancar os programas Proalcool e depois

o Programa de Producéo e Uso Nacional do Biodiesel (PNPB), atingindo uma marca
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de cerca de dois bilhdes de litros ao ano de biocombustiveis produzidos no ano de
2010 (CARVALHO, 2010).

O biodiesel é uma fonte de energia limpa no qual o governo brasileiro passou a
realizar investimentos, devido esta ser uma forma de energia alternativa e que emite
menos poluentes como, por exemplo, didxido de carbono para a atmosfera. Para a
sua producdo € necessario, quantidades exacerbadas de matrizes ricas em lipideos
gue podem ser originadas de plantas oleaginosas, como a mamona, a soja, a cana
de acucar ou pode provir de outras fontes ricas em biomassa como, por exemplo, as
microalgas (TAVARES, 2009).

As microalgas s&o fontes potenciais para a producdo do biodiesel e sua
produtividade supera a de qualquer vegetal oleaginoso (CAROLINO, 2011). Porém
para o cultivo de microalgas ser promissor € necessario a diminuicdo dos custos de
producdo de biodiesel em relagcdo as plantas oleaginosas e ao isolamento de

espécies promissoras com elevada acumulo de lipideos (LOURENCO, 2006).

O desenvolvimento das microalgas pode ser afetado por fatores bidticos (taxa de
crescimento e herbivoria) e abioticos (incidéncia de luz, concentracdes de nutrientes,
pH e temperatura). Dentre os fatores abidticos a concentracdo de nutrientes € um
fator determinante no desenvolvimento desses organismos uma vez que afetam o

processo fotossintético e o ciclo de vida das mesmas (ESTEVES, 2011).

Estudos referentes a nutricdo de microalgas possibilita avaliar a acdo de varios
elementos quimicos no crescimento e produtividade das mesmas. Alem disso, € por
meio desses trabalhos que € possivel definir quais componentes devem ser
acrescentados no meio de cultura em maiores ou menores quantidades.
Tambémpermite identificar certos componentes desnecessarios ou inibitorios para
certas espécies podendo assim serem removidos do meio de cultura, permitindo
uma economia ao cultivador e ndo causando prejuizos nutricionais as microalgas
(LOURENCO, 2006) .

Apesar de existirem varios meios de cultura com constitui¢cdes distintas, na escolha
de qualquer um destes deve ter-se em consideracdo os seguintes fatores: (1) a
concentragdo salina, visto que, este fator depende do habitat original da microalga;
(2) fonte de carbono, uma vez que este elemento constitui todas as substancias

sintetizadas pela célula, porem este elemento pode ser fornecido por através da
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adicdo de aeracdo; (3) fontes de amdnia ou nitrato, ja que este elemento quimico
compde diversas substancias do metabolismo priméario da microalga; (4) pH 6timo;
(5) existéncia de elementos vestigiais e o (6) uso do EDTA para solubilizar alguns
desses elementos. Os meios de cultura podem ser completamente sintéticos (meios
de cultura definidos), dguas naturais enriquecidas com minerais (meios de cultura
semi definidos) e aguas residuais (LOURENCO, 2006; RUSSO, 2011).

Existe um numero limitado de nutrientes considerados essenciais e foi por meio de
estudos como estes que se pode formular meios de cultura definidos, que apresente
uma composicdo quimica adequada para o crescimento algaceo. A deficiéncia de
um nutriente essencial no meio pode inviabilizar o crescimento e o desenvolvimento
da alga (LOURENCO, 2006).

Este trabalho foi elaborado com o intuito de identificar o melhor meio de cultura para
0 crescimento da microalga Tetrastrum heteracanthum (Nordstedt) Chodat
1895pertencente a Classe Chlorophyceae visto que as algas pertencentes a esta
Classe séo potenciais produtoras de 6leo, uma vez que 0s meios de cultura tem um
papel essencial no cultivo, pois proporciona nutrientes esséncias para o

desenvolvimento e incremento de biomassa algal.

Por ndo haver em literaturas especificas o0 melhor meio de cultura para cada espécie
de microalga, esta pesquisa com diferentes meios de cultura visa estabelecer qual
dos trés meios testados rendera a maior biomassa em menor tempo para Tetrastrum
heteracanthum que sera coletada da lagoa Juara, uma vez que de acordo com 0s
estudos de Oliveira (2011), este ecossistema apresenta uma grande diversidade de

taxons.

A Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) participa, através do Laboratorio
de Taxonomia e Ecologia de Algas Continentais (LATEAC) do Departamento de
Ciéncias Biologicas/CCHN, do projeto intitulado “MICROALGAS - Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovacdo em Tecnologia para Producdo e uso de Biodieseis
Derivados de Oleos de Microalgas’, aprovado pela Financiadora de Estudos e
Projetos( FINEP) e Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT). Este projeto tem como
objetivo estudar espécies locais de varias regides do Brasil, visto que uma grande

variedade de microalgas ainda nao foi explorada bioquimica e metabolicamente.
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O LATEAC (UFES), coordenado pela Prof. Dra. Valéria de Oliveira Fernandes,
convidou a Faculdade Catolica Salesiana do Espirito Santo (FCSES) a integrar o
projeto intitulado “MICROALGAS”, com a patrticipacdo do Prof. Msc. Danilo Camargo
Santos e alguns alunos do curso de graduacdo em Ciéncias Bioldgicas, permitindo
assim uma ampla contribuicdo para formacdo dos alunos envolvidos e
estabelecendo uma parceria de grande valia para o enriquecimento técnico-
cientifico das instituicbes. A partir desse projeto o LATEAC iniciou pesquisas
relacionadas ao cultivo de cloroficeas isoladas de ambientes capixabas, e passou a
testa-las em diferentes condicbes de modo, a otimizar ou induzir a producdo de

maiores concentracfes deacidos graxos.

A deficiéncia de algum elemento essencial no meio de cultura pode inviabilizar o
crescimento algal bem como o seu ciclo de vida. Na literatura 0s mesmos sao
divididos em macronutrientes (Carbono, Hidrogénio, Oxigénio, Nitrogénio, Fosforo,
Enxofre, Potassio, Magneésio, Silica e Ferro) e micronutrientes (Manganés, Cobre,
Zinco, Molibdénio, Vanadio, Boro, Cobalto, Calcio, Sodio, Selénio, Niquel), sendo
gue dependendo das concentracdes que esses elementos estédo disponiveis no meio
de cultura, esses nutrientes podem se tornar fatores limitantes, o0 que pode
desempenhar algum tipo de estresse durante o desenvolvimento do cultivo
(ESTEVES, 2011; PEQUENO, 2010).

As concentracdes de lipideos presentes nas microalgas estédo sujeitas as variacoes
de acordo com as condicfes de estresse que esses organismos enfrentam durante o
periodo de cultivo, ja que as células das microalgas que produzem e armazenam 0s
lipideos, sdo as mesmas que sao responsaveis pela realizacdo da fotossintese
(AZEREDO, 2012; LOURENCO, 2006).

Desta forma um dos grandes desafios atuais para o cultivo de microalgas associa-se
a uma diminuicdo dos custos de producdo de biodiesel em relacdo as plantas
oleaginosas e ao isolamento e selecdo de espécies promissoras de elevada
acumulacdo de lipideos para que se tornar conveniente o consumo de
biocombustiveis (CAROLINO, 2011).

Tendo em vista a tematica supracitada acima apresentada, o objetivo geral deste
trabalho é avaliar os efeitos de diferentes meios nutricionais no crescimento de
Tetrastrum heteracanthum pertencente a Classe Chlorophyceae, no intuito de

melhorar as condi¢des de cultivo. E como objetivos especificos este trabalho visa (1)
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Testar o cultivo de Tetrastrum heteracanthumem diferentes meios de cultura (ASM1,
BBM e CHU) a fim de obter o melhor desenvolvimento algal; (2) Comparar as
condi¢gdes que permitiram 0 maior crescimento em menor tempo das culturas nos
trés diferentes meios nutricionais; (3) Estimar a quantidade de lipideos totais
produzidos pelas estirpes ap0s serem expostas aos trés tratamentos e (4) Analisar o
perfil de acidos graxos da alga selecionada.

Os dados obtidos com esse trabalho poderao servir de base para o desenvolvimento
de tecnologias viaveis para o cultivo de microalgas em larga escala, para a producéo

de biocombustiveis ou outros fins.

A hipétese deste trabalho é de que a microalga T. heteracanthum apresente 6timos
resultados no que se refere a um rapido crescimento, em menor tempo, somente
nos meios de cultura que, de acordo com a literatura, sao proprios para microalgas

da Classe Chlorophyceae, isto €, os meios BBM e CHU.



24



25

2 REFERENCIAL TEORICO

O século XIX foi marcado pela Revolucdo Industrial que culminou na queda da
producédo artesanal e no aumento da produgcdo em massa de produtos
industrializados (industrias téxteis e férricas), o que foi proporcionado pelas
maquinas a vapor que utilizavam como fonte de energia, por exemplo, o carvédo
mineral. Portanto, a queima desse combustivel j& era uma das principais
responsaveis pela liberacéo de gases do efeito estufa (GEE) (KOWALSKI, 2010).
Com o aumento do trabalho em série (Fordismo e Taylorismo) e a producdo em
larga escala, a utilizacdo de combustiveis fésseis como matriz energética se tornou
cada vez mais evidente, no abastecimento a industria, nos setores de transportes e
aos paises emergentes, devido a necessidade de expansédo do mercado econémico.
(OLIVEIRA, 2009).

A primeira grande demanda por biocombustiveis ocorreu durante a Segunda Guerra
Mundial. Ao termino dos combates, o petroleo, que provinha do Oriente Médio, teve
seus custos barateados e passou a ser a principal base energética de diversos
paises (AZEREDO, 2012). Entretanto, na década de 70, devido a emissdo de GEE
provenientes da exacerbada busca pelo poder econémico, a instabilidade energética
de zonas politicas conflituosas e as reservas de combustiveis fosseis limitadas eram
razdes suficientes para diversos paises passarem a investir em fontes alternativas
de energia como os bicombustiveis (AZEREDO, 2012; MORAIS, 2011).

Biocombustivel € uma biomassa renovavel que pode ser derivada de matéria
organica morta nao fossilizada ou ainda de metabolitos de organismos vivos como,
por exemplo, Oleos vegetais e gordura animal (DERMIBAS, 2009; OSAKI,
BATALHA, 2011).

O uso de biocombustiveis como fonte energética data de 1900 quando o inventor
alemao Rudolph Diesel expbés um motor com um novo sistema de funcionamento
denominado ciclo diesel, movido a 6leo de amendoim. Porém com a abundancia na
oferta do petrdleo e seu preco acessivel, os 6leos vegetais passaram a ser utilizados
para outros fins (GONCALVES; NOGUEIRA, 2007; RAMOS et al., 2003;).

Outro fator que dificultou o uso de combustiveis provenientes de 6leos vegetais

nesse periodo foi a combustdo. Os 6leos de origem vegetal eram muito viscosos e
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deixavam depdsitos de carbono, o que requereria uma manutencdo constante apos

a utilizacdo desses combustiveis (KNOTHE, 2001).

Os problemas com a viscosidade excessiva dos 6leos foram melhorados apés a
descoberta da transesterificacdo queenvolvea quebra de &cidos graxos proveniente
de alguma biomassapor meio de um alcool, na presenca de catalisador, formando
ésteres e glicerina (Figura 01) (DERMIBAS, 2009; OSAKI; BATALHA, 2011,
KOWASLQUI, 2010).

Figura 01- Reacao de transesterificagdo empregada para producédo de biodiesel
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Fonte: Torres, Vargas, Mariano, ([20--]).

Durante a década de 30 os franceses também passaram a testar o 6leo de
amendoim como fonte energética, assim como varios outros paises, como a China e
a Bélgica, que passaram a realizar experimentos provenientes de outras fontes
vegetais, como a palma e o 6leo de dendé com esta finalidade (KOWALSKI, 2010).
Uma das maiores dificuldades encontradas pelos pesquisadores neste periodo foi 0
alto custo de producéo do biodiesel, o que fez com que as pesquisas com essas
matrizes energéticas alternativas fossem interrompidas (KOWALSKI, 2010;
KNOTHE, 2001).

Com o desenvolvimento tecnolégico e econdémico, somado ao aumento populacional
e a necessidade de energia para sustentar a inddstria, aliados a inseguranca

instalada apdés o desabastecimento do petr6leo com o fim da segunda guerra
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mundial, ficava cada vez mais evidente a necessidade de programar alternativas
economicamente viaveis de energia renovavel para continuar o ciclo do
desenvolvimento (KOWALSKI, 2010).

A partir deste momento varios paises retomaram suas pesquisas a fim de investir em
combustiveis alternativos ao petréleo (AZEREDO, 2012). Em meados da década de
70 o governo brasileiro investiu em projetos para obtencdo de novas matrizes
energéticas devido a crise do petréleo. Assim, programas como o Pro — alcool e
outros voltados para a obtencao de formas distintas de bicombustivel, com o intuito
de executar a substituicdo parcial aos derivados de petréleo, foram estimulados e
financiados pelo governo (CARVALHO, 2010).

Durante a implantacdo desses projetos foi elaborada uma Comissdo Nacional de
Energia, através da Resolucao n © 007, datada de 22 de outubro de 1980, que previa
uma mistura de 30% de 6leos vegetais ao diesel para uma posterior substituicio em
longo prazo (AZEREDO, 2012).

Porém, apesar dos bicombustiveis serem uma fonte de energia promissora,
programas de incentivo a este tipo de pesquisa foram abandonados devido a queda
de precos do petroleo e o elevado custo de producdo em relacdo ao diesel
(AZEREDO, 2012; OSAKI; BATALHA, 2011). Entretanto, em 1990, as pesquisas
foram retomadas baseadas em dois contextos: descarbonificacdo da atmosfera da
Terra (devido as mudancas climaticas) e seguranca energética (AZEREDO, 2012;
OSAKI; BATALHA, 2011).

Desde entdo o0s investimentos em bicombustiveis crescem a cada ano
principalmente devido ao apoio gorvenamental. No Brasil, a Lei 11.097 de 13 de
Janeiro de 2005 propde que cerca de 5% do biodiesel seja adicionada ao diesel
como forma de aproximar o consumidor a essa nova fonte de energia e minimizar os
custos com a exportacdo do petréleo e seus derivados (AGENCIA NACIONAL DE
ENERGIA ELETRICA, 2005;MORAIS, 2011).

Além disso, esta lei prevé que: (1) os biocombustiveis devem apresentar
caracteristicas relevantes para uma melhor producédo, com um alto teor de 6leo; (2)
seu custo beneficio deve ser menor ou igual ao diesel para os casos de producéo de

biodiesel; (3) o seu uso ndo deve danificar o motor e (4) o subproduto da extracéo
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deve ser sempre que possivel reaproveitado (AGENCIA NACIONAL DE ENERGIA
ELETRICA, 2005; TEIXEIRA; MORALES 2006).

Parametros como viscosidade, ponto de fulgor, nivel de cetano, quantidade maxima
de fésforo e enxofre entre outras, sdo requesitos que medem a qualidade do
biodiesel e devem ser seguidos de acordo com as resolugbes ANP 07/2008 e EN
14214(LOBO; PEREIRA; CRUZ, 2009).

De acordo com a resolucdo ANP 07/2008 o conteudo de fosforo maximo permitindo
no Oleo biodiesel e de 10 mg/kg. Os fosfolipidios, presentes nos 6leos vegetais,
necessitam passar por um processo denominado degomagem, onde os fosfolipidios
e outras ascorosidades como ceras, substancias coloidais e ions metalicos, sdo
removidos através da limpeza do Oleo aquecido com agua. Esse processo e
importante, pois permite um alto rendimento de ésteres (LOBO; PEREIRA; CRUZ,
20009).

Assim como o fosforo, o enxofre também € um tipico veneno de catalisadores. A
presenca deste composto no diesel mineral permite a emissao desse material, na
atmosfera ocasionado problemas a saude e promovendo a chuva acida. Além disso,
a oxidacdo do combustivel promove a corrosdo de partes do motor devido a
presenca dos acidos sulfarico e sulfénico(LOBO; PEREIRA; CRUZ, 2009).

Mediante a esses impactos o teor de enxofre passou a ser reduzido no combustivel
diesel. Entretanto essa reducdo causa uma perda de lubricidade no combustivel. O
biodiesel, por outro lado, apresenta baixas quantidades de enxofre e boa lubricidade,
podendo ser utilizado sem causar nenhum tipo de dano entre o atrito das pecas
(LOBO; PEREIRA; CRUZ, 2009).

Parametros como viscosidade, estabilidade oxidativa e nivel de cetano estédo
diretamente relacionados quanto ao comprimento da cadeia carbbnica. A
viscosidade do biodiesel aumenta de acordo com o tamanho do ésteres metilicos e
devido ao grau de saturacdo. Esta propriedade ocasiona um acumulo de residuos
levando ao entupimento de partes internas do motor. A estabilidade oxidativa esta
relacionada com a presenca de &cidos graxos insaturadose tamanho das cadeias
carbbnicas, bem como a posicao de duplas ligacdes. Sendo assim, quanto maior for
0 numero de insaturacfes, mais exposta estd molécula fica a degradacdo e

oxidacdo e, a partir deste processo, a formacdo de produtos insollveis fica
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iminente,ocasionando depdsitos de produto no motor (LOBO; PEREIRA; CRUZ,
2009; MENEZES et al., 2013).

O numero de cetano esta relacionado com a velocidade de ignicdo do combustivel,
sendo que o alto indice de cetano indica um bom funcionamento do motor. Menezes
e outros (2013) em um experimento com a microalga Kirchneriella lunaris e
Choricystissp. ambas microalgas pertencente a Classe Chlorophyceae obteve 6timo
resultado com relacéo ao nivel de cetano. Essa propriedade € influenciada pelo grau
de saturacdo e comprimento da cadeia carbdnica, ou seja, um biodiesel que
apresenta acidos graxos com uma cadeia carbonica longa e saturacbes tende a
apresentar um alto indice de cetano, sendo considerado um biocombustivel de boa
gualidade (MENEZES et al., 2013).

Os bicombustiveis atualmente produzidos em larga escala séo derivados de plantas
oleaginosas como a soja, girassol, colza, canola, mamona e palma (DERMIDAS,
2009; GONCALVES; NOGUEIRA, 2007; OSAKI; BATALHA, 2011). Entretanto,
devido ao aumento no consumo desses combustiveis de origem vegetal, aliados ao
aumento de monoculturas para suprir essa demanda, surgiram certos
guestionamentos em relacdo a competicdo por areas que atendam a producdo de
alimentos e biocombustiveis. As plantas oleaginosas vém sendo alvo de criticas
devido a sustentarem o mercado energético ao invés de eliminarem a escassez
alimentar (AZEREDO, 2012; DERMIDAS, 2009).

Por isso, fontes alternativas para a extracéo de 6leos para a producédo de biodiesel
vém sendo estudadas e dentre elas destacam — se o cultivo de microalgas
(AZEREDO, 2012; MONTEIRO, 2009; PAULILLO; JATOBA; CECHINEL, 20009).

O uso de microalgas para a producdo de biodiesel tem sido uma boa alternativa,
tendo em vista que algumas espécies apresentam uma taxa rapida de crescimento,
produzem grande quantidade de 6leo, crescem em regides com extremas condi¢des
climaticas, fazendo com que o uso de terras araveis seja destinado apenas para
culturas voltadas para a alimentacdo, alem de ocuparem espacos menores em
relacdo as grandes plantacdes (PAULILLO; JATOBA; CECHINEL, 2009). O cultivo
de linhagens de microalgas permite uma homogeneidade da cultura, jA que esses
organismos irdo apresentar a mesma CcoOmposicdo genética e bioquimica
(LOURENCO, 2006). Sendo assim, quando sdo estressadas, as células de uma

mesma linhagem se comportam igualitariamente e, se forem corretamente induzidas,
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podem aumentar a producdo de alguns compostos metabdlicos de alto valor
comercial como, por exemplo, proteinas, lipideos e carboidratos (OHSE, 2007;
BERTOLDI, 2008).

As algas estdo inseridas entre 0s seres vivos mais antigos da terra, os registros
fésseis indicam que organismos semelhantes as algas atuais datam ha mais de trés
bilhdes e meio de anos (BOLD; WYNNE, 1985). Lineu, 1753 propds alga como
carater taxondmico uma variedade de organismos de dificil descricdo, devido
apresentarem grande variabilidade morfolégica, diversas formas de reproducao,
ecologia e processos fisiolégicos. Atualmente este termo ndo exibe valor taxondmico
(BICUDO; MENEZES 2006; LOURENCO 20086).

Algas fitoplanctonicas sdo seres microscopicos fotossintetizantes que vivem em
ambientes aquaticos que apresentam grande quantidade de matéria organica,
disponibilidade de luz solar e dioxido de carbono, sendo de origem marinha, salobra
ou dulcicola que vivem ao sabor das correntes (ESTEVES, 1998; PEQUENO 2010).
Por serem autotréficos, sdo a base da cadeia alimentar, sendo as principais
responsaveis pela producdo primaria desses ambiente aquaticos. Além disso,
apresentam um ciclo de vida curto sédo bioindicadoras da qualidade da agua,
normalmente apresentando uma rapida resposta as variacbes ambientais
(ESTEVES, 1998; REYNOLDS, 2006; VIDOTTI, 2004).

A Divisdo Chlorophyta € uma das mais ocorrentes na comunidade fitoplanctonica e
sdo conhecidas como “algas verdes”, devido sua coloragdo esverdeada e por
apresentar como pigmento principal a clorofila a e b, além de pigmentos acessoérios
como a xantofila e carotenoides. Sdo consideradas cosmopolitas e apresentam
cerca de 17000 espécies. Estas algas exibem uma enorme variabilidade morfolégica
gue compreende individuos unicelulares, coloniais ou filamentosos, além de formas
macroscopicas (LOURENCO, 2006; RAVEN, 2007).

A Classe Chlorophyceae, juntamente com as representantes das Classes
Zygnemaphyceae, Oedogoniophyceae pertencem a Divisdo Chlorophyta, sendo a
Classe Chlorophyceaeuma das mais abundantes em numero de espécies. Suas
representantes estdo presentes em ambientes lacustres, principalmente lagos
mesotroficos ou eutroficos, com ocorréncia em todo o mundo (ESTEVES, 1998;
RAVEN, 2007). E uma das Classes mais visadas devido aos seus produtos

metabdlicos que servem para serem aplicados na industria alimenticia, farmacéutica



31

e na extracdo de oleo algaceo, devido ao seu rapido crescimento e alta tolerancia
das condic¢des de cultivo (LOURENCO, 2006; TEIXEIRA; MORALES 2006).

O cultivo de microalgas tem sido uma ferramenta facilitadora de estudo, pois permite
explicar diversos aspectos da biologia das espécies como variabilidade morfoldgica,
ciclo de vida e caracteristicas bioquimicas (LOURENCO, 2006). Além disso, o cultivo
de organismos algaceos proporciona a realizacdo de testes como, por exemplo,
bioensaios que visa avaliar o crescimento populacional ap0s a exposicdo em
condicbes de estresse. Por exemplo, estes testes permitem avaliar quais 0s
impactos ambientais bioacumulativos podem ser gerados a partir de derrames de
algumas substancias nos ambientes aquéticos (VIDOTTI; ROLLEMBERG 2003).

O primeiro registro de cultivo de microalgas data do século XIX com os trabalhos de
Robert Koch, que realizava experimentos adotando materiais semelhantes aos que
eram aplicados nos trabalhos com bacteriologia como, por exemplo, o uso de meio
solido e a utilizacdo de vidrarias (erlenmeyer, baldes e pipetas). Posteriormente, o
pesquisador Georg Pringshein, em 1912, demonstrou a necessidade de substituir
algumas metodologias relacionadas ao cultivo de microalgas. Ele adotou a adi¢cdo de
agua destilada e quelantes durante o preparo dos meios de culturas (LOURENCO,
2006).

O cultivo de microalgas deslanchou no cenario cientifico a partir da década de 1930,
guando houve uma intensificacdo de diversos trabalhos relacionados ao cultivo de
microalgas aliados a ecologia, fisiologia e bioquimica em diversos paises, sendo
dificil determinar a partir desta fase a ordem cronoldgica dos trabalhos realizados
(LOURENCO, 2006).

Em alguns paises esta técnica ndo era mais uma novidade, entdo as microalgas
deixaram de ter um enfoque unicamente biolégico e passaram a ser produzidas em
escala comercial para abastecer a industria alimenticia ja que a biomassa gerada
tem um alto valor nutritivo (AZEREDO, 2012). O cultivo de microalgas foi empregado
em outras areas da industria, como a de farmacos, quimica, tratamentos residuais e
producéo de biodiesel (TEIXEIRA; MORALES 2006).

Paises como Franca, EUA e China cultivam algas dos géneros Spirulina sp. E
Chorella sp. com fins nutricionais (MORAIS, 2011; RICHMOND 2004). Estudos

recentes com a cianobacteria Spirulina sp. sugerem que a biomassa, além de ter
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alto teor de proteina, essa microalgas apresentam grande potencial farmacéutico. A
utilizacdo deste género como fonte nutricional pode trazes varios beneficios & salde
com, por exemplo, melhoramento do sistema imunoldgico, prevencdo contra o
desenvolvimento de alguns tumores e diminui¢do do colesterol (RICHMOND, 2004).
Outras algas como, por exemplo, Dunaliella salina sao utilizadas na indastria de
cosméticos para a obtencdo de betacaroteno uma vez que este pigmento
antioxidante previne radicais livres e o envelhecimento (MORAIS, 2011).

Silva (2006), em seu trabalho com Chlorella vulgaris, Tavares (2009) ao testar
Botryococcus braunni e Menezes e outros (2012) ao testar as microalgas
Monoraphidium komarkovae, Tetranephris brasiliensis e Kirchneriella irregularis
apresentou resultados satisfatério em relagdo ao conteudo lipidico que atualmente
vem sido visado com uma alternativa para a producdo de biodiesel. Segundo
Teixeira e Morales (2006) a composicao de acidos graxos que sao encontrados nas
microalgas possui substancias similares aos que s&o encontrados em plantas
oleaginosas. Microalgas podem ser consideradas potenciais matérias-primas para a
producdo do biodiesel, apresentando vantagens como: (1) custo baixo para
transporte; (2) podem ser cultivadas em terras ndo araveis, ndo havendo, portanto
competicdo por areas cultivaveis; (3) apresentam uma boa capacidade de fixacéo de
CO; e (4) também uma alta taxa de crescimento (PAULILLO; JATOBA; CECHINEL,
2009).

Culturas de microalgas em escala comercial para a producdo de biodiesel
atualmente apresenta um custo/beneficio baixo comparado a producdo atual de
petroleo. Desta forma o desafio atual para o cultivo de microalgas associa-se em
determinar o potencial maximo da taxa de crescimento, ao isolamento e triagem de
espécies promissoras de elevada acumulacdo de lipideos e também avaliar quais
sdo os fatores que influenciam no aumento ou diminuicdo durante a producao de
moléculas organicas com énfase em lipideos (AZEREDO, 2012; CAROLINO, 2011).

Segundo Azeredo (2012) os lipideos sédo substancias quimicas de composicao
variada, alem de desempenharem diversas funcdes, tais como o armazenamento de
energia na forma de gordura e acidos graxos, fazem parte da composicdo das
membranas celulares através dos fosfolipidios, e quando estdo presentes em
pequenas concentracoes, exercem funcdes como substancias auxiliares de

absorcédo de energia, cofatores enzimaticos e mensageiros intracelulares.
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As concentracdes de lipideos presentes nas microalgas estéo sujeitas as variacoes
de acordo com as condi¢des de crescimento e estresse Nnos quais esses organismos

se encontram durante o periodo de cultivo.

Além disso, as células das microalgas que produzem e armazenam os lipideos, sao
as mesmas que sao responsaveis pela realizacdo da fotossintese. Entretanto
geralmente a producdo de lipideos € inversamente proporcional a atividade
fotossintética que pode ser reduzida devido a diversos fatores (AZEREDO, 2012;
LOURENCO, 2006). Sendo assim segundo Pequeno (2010) o cultivo de microalgas
pode obter uma elevada producao de triacilglicerois, por meio de duas fases: (1)
associada ao crescimento exponencial da cultura sob condigBes 6timas ou (2) a

imposicdo de algum tipo de estresse na cultura algacea.

Ainda que a producao, composicdo e armazenamento de lipideos sejam espécie -
especifica, existem mecanismos intrinsecos a maioria das espécies de microalgas,
produtoras de lipidios que, quando sdo submetidas a estimulos ambientais, sejam
eles bidticos ou abidticos, atuam de forma sinergética para o aumento da producao
de lipideos (AZEREDO, 2012). Com relacao aos fatores bidticos que influenciam na
producdo lipidica estdoa taxa de crescimento e herbivora. Quanto aos fatores
abioticos que estdo relacionados a producdo de acidos graxos estdo a temperatura,
o pH, a intensidade luminosa e a disponibilidade de nutrientes (ESTEVES, 2011,
LOURENCO, 2006).

A concentracdo dos diferentes nutrientes tem papel fundamental na producao
primaria (ESTEVES, 1998). Sendo assim o cultivo em sua maioria utilizam a inducéo
artificial das condicdes troficas para viabilizar o rapido crescimento das culturas
algaceas, ja que as quantidades requeridas de nutrientes no meio variam entre as

espécies.

A composicdo quimica dos meios de cultura podem ser divididos em 3 classes
fundamentais: (1) meios de cultura definidos sdo aqueles que utilizam agua
destilada, deionizada ou ultrapura onde sdo adicionados 0s nutrientes que tem o
dever de enriguecer esta agua, aumentando o seu valor nutricional e viabilizando um
elevado crescimento desses organismos. Geralmente este tipo de meio de cultura é
aplicado quando se tem um interesse em extrair substancias especificas de valor
agregado; (2) meios de cultura semi definidos, sdo aqueles que utilizam como matriz

a adgua do mar, onde é enriquecida com nutrientes inorganicos e organicos. Os
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custos de preparagdo deste tipo de meio de cultura sdo baixos, favorecendo sua
aplicacdo para a realizacdo de pesquisas, 0s meios mais conhecidos que utilizam
esse processo sdo o Guillard e o Conway; (3) meios de cultura indefinidos séo
aqueles meios que utilizam a agua do mar e sdo adicionados a estd agua
substancias orgéanicas e inorgéanicas, onde ndo se tem uma precisdo de quanto foi
adicionado desses elementos quimicos e nem sua proporc¢des e (4) meios de cultura
sélidos, que sdo preparados a partir de qualquer meio de cultura liquido onde se
acrescenta agar (LOURENCO, 2006).

BN

Estudos referentes a nutricdo de microalgas permitem avaliar a acdo de varios
elementos no crescimento e produtividade das mesmas. Em cultivo, estudos como
estes definem quais e em que quantidade cada nutriente deve ser adicionada ao
meio de cultura. A deficiéncia de um nutriente essencial no meio pode inviabilizar o

crescimento e o desenvolvimento da alga (LOURENCO, 2006).

Ha um numero limitado de nutrientes que sdo considerados essenciais para as
microalgas. O cultivo de microalgas em diferentes meios de cultura foi uma
ferramenta importantissima na busca de certas composi¢des quimicas que
permitiram estabelecer quais eram as concentracdes ideias de certos elementos.
Entretanto ainda ndo se sabe quais sdo as quantidades ideais de elementos
essenciais (nutrientes) indispensaveis para cada espécie, iSSO porque as
guantidades de nutrientes variam de uma espécie para outra de acordo com as suas
exigéncias metabdlicas. Sendo assim os nutrientes foram divididos em duas

categorias micronutrientes e macronutrientes (LOURENCO, 2006).

s

O principal papel dos micronutrientes é participar da estrutura e da atividade de
diversas enzimas, assim como na estruturacdo de organelas e diferentes vias
metabdlicas. Os micronutrientes estdo dispostos em menor quantidade em torno de
ppb (partes por bilhdo) e ppm (partes por milhdo) (LOURENCO, 2006).

Os elementos que compdem esta categoria sdo: (1) Manganés (Mn) o qual é um
componente estrutural dos tilacéides dos cloroplastos, além de funcionar como co -
fator de enzimas que participam da sintese de acidos graxos; (2) Molibdénio
(Mo)que é constituinte de uma das principais enzimas das algas, a nitrato redutase,
gue atua na reducédo de nitrato para nitrito; (3) Cobalto (Co). Este elemento participa
nos processos de fixacdo de nitrogénio pela célula; (4) Boro (B). Este elemento faz

parte da composicdo de algumas enzimas utilizadas durante 0s processos
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metabdlicos das algas; (5) Vanadio (V) que, funciona como estimulante ao
crescimento de organismos algaceos dulcicolas; (6) Zinco (Zn) o qual, € utilizado
pelas algas como componente estrutural de enzimas e co — fator; (7) Cobre (Cu),
que participa no processo de transporte de elétrons na fotossintese; e (8) Selénio
(Se), o qual é um elemento essencial para o crescimento microalgal (LOURENCO,
2006).

Os macronutrientes sao nutrientes que desempenham funcdes essenciais ao longo
dos processos metabdlicos das algas como, por exemplo, serem constituintes
estruturais abundantes de biomoléculas e de membranas, por participarem de
processos de trocas gasosas e por regularem atividades metabdlicas dentre outras
funcbes relevantes e por isso devem esta dispostos em maior quantidade no meio
de cultura (LOURENCO, 2006).

Os elementos que compreendem esta categoria sédo: (1) Carbono (C), que € um
componente que esta relacionado a todas substancia organicas sintetizadas pelas
células, pode ser considerado um fator limitante em cultivos quando estes se
encontram densos, inviabilizando o crescimento satisfatorio da cultura. A aeracéo
com CO; € um meétodo que e empregado como forma de proporcionar fontes de
carbono ao cultivo; (2) Hidrogénio (H), o qual € um elemento que € adquirido por
meio da molécula de 4gua nas reacgdes primarias da fotossintese. Sendo assim nao
€ considerado um fator limitante; (3) Oxigénio (O), que é um elemento essencial
para as atividades respiratorias e processos que demandam energia; (4) Nitrogénio
(N), o qual é um constituinte estrutural de proteinas, acidos nucleicos e pigmentos
fotossintetizantes. Sendo assim o0 nitrogénio € um componente essencial do
metabolismo primario desses organismos; (5) Fosforo (P), que € um elemento que
estd associado a processos que envolvem trocas energéticas das células; (6)
Enxofre (S) o qual, € um importante componente estrutural de diversas enzimas e
também funciona como co — fator; (7) Potassio (K), este elemento tem a funcéo de
regulacdo osmotica, e controle de pH interno; (8) Magnésio (Mg), elemento
constituinte da molécula de clorofila e esta associado a ativacdo de varias enzimas;
(9) Silicio (Si), que é utilizado em altas concentracdes por diatomaceas ja que este
elemento € o componente principal de suas fristulas; e (10) Ferro (Fe), um elemento
importante, por participar de vias biossintéticas da clorofila e dos citocromos
(ESTEVES, 1998; LOURENCO, 2006).
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No cultivo de microalgas alguns elementos estdo sempre em circulacdo no meio de
cultura como, por exemplo, o carbono e o hidrogénio. Porém, elementos como o
fésforo e o nitrogénio podem ser tornar fatores limitantes ao crescimento das algas,
uma vez que a velocidade de crescimento da cultura diminui na auséncia destes
elementos (LOURENCO, 2006).

Varios estudos estdo sendo realizados associando os nutrientes limitantes e o
estresse que eles podem provocar no metabolismo das microalgas. Além disso,
esses trabalhos mostram quais sd0 as possiveis respostas que esses organismos
demonstram ao passar por certas perturbacbes e que tipos de componentes
especificos podem ser produzidos como, por exemplo, os lipideos, ap6s a sua
exposicdo em um meio de cultura que apresente a deficiéncia de algum nutriente
essencial (GREENE; GEIDER; FALKOWSKI, 1991; LOURENCO, 2006).

Estudos realizados por Santos, Macedo e Alegre (2003), Grant (2001), Alonso e
outros (2000) mostram que a diminuicdo de nitrogénio pode acarretar um aumento
no conteudo lipidico da microalga. Assim como trabalhos realizados por Lombardi,
Wangerski (1991) revelam que a deficiéncia de fésforo afeta a quantidade de
lipideos produzidos, uma vez que a limitacdo deste nutriente direciona o

metabolismo da microalga para a producéo de triglicerideos saturados.
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3 METODOLOGIA

3.1 ECOSSISTEMA DE ORIGEM

A Lagoa Juara faz parte da bacia hidrografica do rio Jacaraipe, localizada no
municipio da Serra (22°10’S e 40°13'W). Esta regido apresenta clima tropical quente
e umido com temperatura em torno de 24°C. Este ecossistema costeiro apresenta
grande importéncia socioecondmica regional e, por estar localizada em uma é&rea
urbana, vem sendo submetida a diferentes formas de impactos antropicos, como por
exemplo, lancamentos de efluentes domésticos “in natura” nos coOrregos
afluentes(OLIVEIRA, 2011).

Um estudo anteriormente realizado na lagoa Juara com a comunidade
fitoplanctonica (OLIVEIRA, 2011), evidencia que a lagoa apresenta uma grande
biodiversidade, havendo um destaque para a presenca constante de representantes
da Classe Chlorophyceae nas amostras, organismos potencialmente produtores de
lipideos.

Sendo assim, a partir do exposto acima, em setembro de 2012 foram coletadas
amostras de agua da lagoa Juara (Figura 02) para o isolamento de diversos
organismos algaceos para a realizacdo de testes, com o intuito de explora — las

bioquimicamente e metabolicamente, em prol de maior producao de lipideos.

Figura 02 — Lagoa Juara, Serra — ES.

Fonte:Google Maps, (2013).
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3.2 ISOLAMENTO

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 com o
objetivo de se obter uma amostra concentrada (BICUDO; MENEZES, 2006). As
amostras coletadas foram 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. Esta
técnica é imprescindivel para separar a alga do seu meio natural (LOURENCO,
2006). E consiste na analise de uma pequena aliquota da amostra coletada na lagoa
Juara em microscoépio 6ptico (Olympus CX-41).Com o auxilio de uma pipeta Pasteur
de vidro, previamente reduzida a um capilar, uma pequena quantidade da amostra
contendo a alga de interesse é transferida para outra gota contendo somente meio
de cultura (LOURENCO, 2006).

Esse processo deve ser realizado de forma sucessiva até que se tenha na gota
apenas um unico individuo da espécie de interesse (Figura 03). Por fim, o individuo
€ inoculado em um microtubo de plastico (eppendorf), com capacidade de 2 mL,

contendo 1mL de meio nutritivo previamente esterilizado (LOURENCO, 2006).

Figura 03 - Técnica de isolamento por diluicbes sucessivas.

Gota com apenas o individuo que sera inoculada
no tubo de ensaio com meio de cultura

Fonte: Vicius et al.,[ 20--].

Apds a inoculacdo da espécie isolada, realiza-se um periodo de incubacédo de
alguns dias ou semanas, em eppendorfs mantidos em estufas sob

condicbescontroladas (temperatura dex 22°C e intensidade luminosa de +3500 lux),
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tornando a multiplicagdo do individuo viavel e permitindo assim a confirmag¢éo do
isolamento (LOURENCO, 2006).

Esse método garante a formacdo de uma cultura unialgal, ou seja, todos os
individuos s@o geneticamente semelhantes entre si. Esse tipo de cultura € ideal, pois
todos os individuos devem se comportar de maneira semelhante a diferentes

condigdes gerando resultados mais homogéneos (LOURENCO, 2006).
3.3 MICROALGA ISOLADA

O taxon que foi isolado para a realizacdo deste experimento pertence ao género
TetrastrumChodat (1985) (Figura 04)que apresenta as seguintes caracteristicas:
Individuos coloniais, composta por quatro células dispostas de modo a formar um
guadrado ou um losango. As células podem ser elipsoidais, mais ou menos
triangulares ou cordiformes e possuem de um a quatro espinhos na parte livre. O
cloroplasto varia de um a varios e pode ou nao ter presenca de pirendides mais ou
menos centrais (BICUDO; MENEZES, 2006).

Figura 04 — Espécies pertencentes ao género Tetrastrum: 1. Tetrastrum elegans, 2-
4. Tetrastrum heteracanthum, 5. Tetrastrum komarekii, 6. Tetrastrum triangulare.

’|%2
b3
% |8

4 3 6

Fonte:Godinho, Gonzélez e Bicudo, (2010).
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A microalga isolada Tetrastrum heteracanthum (Nordstedt) Chodat 1895 (figura 5)é
uma espécie que se difere das demais espécies do género devido apresentar dois
espinhos de tamanhos diferentes dispostos na margem livre de cada uma das 4
células que formam o cendbio. Apresenta também um cloroplasto por célula e um
pirenoide central por cloroplasto, estrutura utlizada para armazenar amido
(GODINHO; GONZALES; BICUDO, 2010).

Figura 05 - Foto de Tetrastrum heteracanthum em microscépio 6ptico com aumento
de 1000X.

Fonte: Arquivo préprio.

3.4 CARACTERIZACAO DO MEIO DE CULTURA

Neste experimento todos os meios de cultura utilizados sdo considerados definido,
pois foram preparados a partir de agua destilada e foram adicionados constituintes
nutricionais (elementos quimicos) como modo de enriquecer a agua destilada, para

estimular o crescimento das microalgas (LOURENCO, 2006).

Para a realizacdo deste experimento foram utilizados trés meios de cultura
ASMl1(tratamento A), CHU (tratamento C) e BBM (tratamento B) (Tabela 1, 2 e 3),
sendo que os meios BBM e CHU sao considerados meios proprios para algas que
pertencam a Classe Chlorophyceae como e o caso de T. heteracanthum, uma vez

gue os mesmo apresentam concentracbes de diferentes componentes quimicos
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necessarios para um 6timo crescimento microalgal. J& o meio de cultura ASM1, de
acordo com a literatura, € um meio préprio para cianobactérias, Entretanto testes
gue expbem microalgas a este meio nutricional estdo obtendo resultados

satisfatorios.

Tabela 1- Composicéo e concentracao das solugbes-estoque do meio ASML1.

Solucéo Estoque A Peso (g) Para cada litro de ASM -1
NaNO3/NH,Cl, 1,70

MgCl,.6H,O 0,41 Completar para 200 mL 20 mL
MgS0O,.7H,0 0,49

CaCl,.2H,0 0,29

Solucéo Estoque B

K;HPO, 0,87 Completar para 100 mL 4 mL
Na,HPQO,.7H,0 1,33

Solucédo C

H3BO; 2,48

MnCl,.4H,0 1,39

FeCl;.6H,0 1,08 Completar para 100 mL 0,2mL
ZnCl, 0,335

CoCl,.6H,0 0,019

CuCl,.2H,0 0,0014

Solucédo D

EDTA. Na; 1,86 Completar para 100 mL 0,8 mL

Fonte: Modificado de Gorhan, Mclachlan e Hammer (1964)

Tabela 2 - Composicao e concentracao das solucdes-estoque do meio CHU.

Composicéo mg/ Litro
Agua destilada 1 litro
Ca(NO,)2 - 4H,0 20.0
KH,PO, 6.0
MgSO, - 7H,0 25.0
Na,COs 20.0
Na,SiO; 25.0
HCI (1mol/L 1) 0.25 ml
H3BO3 2.5
MnCl, - 4H,0 15
(NH,)6M07024 - 4H,0 1.0
Na,EDTA 2.0
FeCls - 6H,0 1.0

Fonte: Chu (1942).
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Tabela 3 — Composicéo e concentracao das solugdes-estoque do meio BBM

Estoque Solucéo estoque mL/ Litro
Solugdo 1 KH,PO, 8.75 g/500 ml 10ml
Solugéo 2 CaCl,.2H,0 1.25 g/500 ml 10 ml
Solucéo 3 MgS04.7H20 3.75 g/500 ml 10ml
Solugéo 4 NaNO; 12.5 g/500 ml 10 ml
Solucéo 5 K;HPO, 3.75 g/500 ml 10ml
Solugéo 6 NaCl 1.25 g/500 ml 10 ml
Solugéo 7 Na,EDTA 10 g/L 1ml
Solugéo 8 FeS04.7H20 4.98¢g/L 1ml
Solucédo 9 H2S04 iml
Elementos tracos
H3:BO3 2.86 9
Solugéo 10 MnCl,.4H,0 1.81¢ 1ml
ZnS0,4.7H,0 0.222 g
Na Mo0O,.5H,0 0.390 g
CuS0,.5H,0 0.079 ¢
Co(NO3)2.6H,0 0.0494 g
Solucéo 11 HsBO3; 5.75 g/500 ml 0.7 ml

Fonte:Stein (1973).

3.5 TIPOS DE CULTIVO

O cultivo realizado neste experimento € conhecido como cultivo em batelada ou
estanques. Neste tipo de cultivo as microalgas séo inoculadas ao meio de cultura e
apos a esse processo 0 mesmo nao recebe nenhum outro tipo de nutriente adicional
ao logo do crescimento da cultura. A partir do esgotamento dos nutrientes do meio
de cultura o cultivo para de crescer. Sendo assim a utilizacdo deste tipo de cultivo
permite observar as diferentes fases do crescimento como: a fase de
adaptacao(inducéo do crescimento, esta fase € marcada pela adaptacédo das células
a um cultivo preexistente), crescimento exponencial (maior taxa de crescimento em
curto periodo), reducdo do crescimento (durante esta fase ocorre um decréscimo
relativo da taxa de crescimento), estacionaria (nesta fase o cultivo atinge o
rendimento final maximo) e fase de declinio ou senescéncia (durante esta fase
ocorre a lise celular) (LOURENCO, 2006).
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3.6 DELINEAMENTOS EXPERIMENTAIS

Para a realizagdo dos tratamentos foi necessario submeter a cepa aos trés meios de
cultura (ASM1, BBM e CHU) que compdem este experimento. Esse processo foi
necessario, pois permitiu a exposicado da cepa aos novos parametros da cultura

fazendo com que a mesma habitue — se a sua nova condi¢éo (Figura 06).

Figura 06 - Esquema demonstrando 0s processos necessarios para a inoculacao da
cepa aos novos meios de cultura.

3 N
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Fonte: Elaboragéo proépria.

Apos esse processo foi possivel dar inicio a realizacdo do experimento, ja que as
cepas recém-inoculadas ja estavam habituadas a sua nova condi¢cdo. Sendo assim,
foi realizada a contagem direta das cepas em cada meio de cultura com o auxilio da
camera de Fuchs Rosenthal (Figura 07) por meio do microscépio oOptico, sendo
necessario contar no minimo 400 células a partir de um dos 16 quadrados que
compde a camara. Ao iniciar a contagem recomenda-se um curso continuo e regular
dentro de cada quadrado (Figura 07 — A), por exemplo, a contagem do primeiro
guadrado iniciou-se da esquerda para a direita, o segundo quadrado a ser
contabilizado também deve seguir deste mesmo modo. E necessario verificar se ao

final de cada contagem de um dos 16 quadrados o numero de 400 individuos foi
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atingido, pois e a partir destes valores que aplica - se um fator de multiplicacdo onde
se estima a densidade celular das culturas.

Figura 07 - Camara de Fuchs Rosenthal: A - Representacdo esquematica da area de
contagem da camara com 16 quadrados separados por trés linhas paralelas; B -
Representacédo do critério de contagem: contar as células que tocam a linha interna
na lateral esquerda e superior (bolas pretas) e ndo se deve contar as células que
tocam a linha interna direita e inferior (bolas brancas).

Fonte: Adaptado de Lourenco(2006).

Apos determinacéo da densidade celular das culturas foi inoculado cerca de cem mil
células a cada um dos meios nutritivos ASM1, BBM e CHU em erlenmeyers de 1L,
previamente esterilizados,todos em ftriplicata, totalizando nove cultivos que
correspondem as unidades experimentais deste estudo. O experimento durou 45
dias como forma de estabelecer as melhores respostas em relacdo ao aumento de
biomassa.

Para a realizacdo deste estudo foi necessério a utilizagdo de camara incubadora
gue se encontram no (LATEAC- UFES). Os indculos foram mantidos a uma
temperatura de 22 + °C, fotoperiodo de 12h de claro/escuro e uma intensidade
luminosidade de aproximadamente (3500 lux) e pH no inicio no experimento em
torno de 7,0 e 7,05 (Figura 08).
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Figura 08 — In6culos mantidos em condigfes controladas na cdmara incubadora.

Fonte: Arquivo proprio.

3.7 AVALIACOES DO CRESCIMENTO

Avaliacdo do crescimento das cepas nas diferentes unidades experimentais foi

realizada através da densidade 6ptica, peso seco.

3.7.1 Densidade 6ptica

A utilizacéo deste método baseia-se em avaliar o crescimento da biomassa por meio
da obstrucgéo fisica da luz pelas células. Sendo assim quanto maior for a quantidade
de células presentes na minha amostra maior sera a absorcdo de luz
(absorbancia).Para se mensurar a densidade celular por meio deste método utiliza —

se um equipamento denominado espectrofotdmetro (LOURENCO, 2006).
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3.7.1.1 Espectrofotometria

Devido as microalgas apresentarem pigmentos fotossintetizantes, para a utilizacao
deste método, com a finalidade de determinar a densidade celular nas unidades
experimentais, foi necessario utilizar o comprimento de onda de 570 nm, pois este
comprimento situa-se numa faixa distante de absorcdo maxima de luz por clorofilas
e carotenoides (LOURENCO, 2006).

A partir do dia zero foram realizadas coletas diarias de aliquotas de 10 mL em todas
as trés unidades experimentais. A leitura da amostra foi realizada em duplicata para
a obtencdo de uma média por meio do espectrofotbmetro que consiste na técnica de
avaliar o crescimento da microalga de acordo com a absorc¢éo de luz (LOURENCO,
2006).

Apesar de ser uma metodologia pratica para o cultivo, as informacdes sao limitadas,
pois células mortas ou fragmentadas exercem obstrucdo da luz da mesma forma
gue as células vivas, por isso é necessario somar a essa metodologia a contagem
direta por meio do microscoépio Optico utilizando a camara de Fuchs Rosenthal, que
permite quantificar o nimero de células algaceas presente em certa unidade de
volume (LOURENCO, 2006).

3.7.2 Peso Seco

A analise da massa seca é mais um método que determina o crescimento do cultivo
microalgal ao longo dos dias. Para se estimar o peso seco das culturas foi utilizado o
processo de filtracdo, que consiste na retencdo de células, por meio de uma
membrana porosa. Este processo permite determinar o volume equivalente do
cultivo a partir da biomassa concentrada no filtro (LOURENCO, 2006).

A cada cinco dias a partir do dia zero ao longo do estudo foram retirados uma
aliquota de 15 mL para posterior filtragem com a finalidade de determinar o peso

seco dos tratamentos testados durante os 45 dias.

Os 15mL retirados das trés unidades experimentais séao filtrados a vacuo através de
filtros de microfibra de vidro com diametro de 47 mm e poros de 0,7 um ( Figura 09).

Os filtros foram previamente secos em estufa a 60°C por 24 horas e
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antecipadamente pesados. Apos a filtracdo esses filtros foram secos novamente e
mantidos a mesma temperatura, de 60°C até estabilizacdo do peso. A massa seca
foi obtida por meio da subtracdo do peso final com o peso inicial do filtrosendo que

seus valores foram expressos em mg/L conforme descritos por Lourenco (2006).

PS=Pf-Pi/V

Onde:

PS: Peso seco; Pf: Peso final, Pi: Peso inicial e V: Volume filtrado.

Figura 09 -Processo de filtragem do peso seco. (A - Diferenca na coloragcéo dos
filtros apOs o processo de secagem e filtragem; Em B - materiais utilizados no
processo de filtragem: bomba a vacuo, kitassato e funil de Buchner; C - filtro no
interior no kitassato apoés a filtragem).

Fonte: Arquivo proprio.
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3.8 EXTRACAO DE LIPIDEOS TOTAIS

A extracdo de lipidios totais foi realizada com base no protocolo descrito
primariamente por Bligh e Dyer (1959). Onde foi retirada uma aliquota de 15 mL nas
trés unidades experimentais e posteriormente foi adicionado2 mL de metanol e 1mL
de cloroférmio, numa proporcédo de 2 : 1. A mistura foi agitada em um vortex por 2
minutos e mantida por 24 horas a uma temperatura de 22 °C. Passada as 24 horas
adicionou-se mais 6,666 mL de cloroférmio a mistura, sendo a mesma foi agitada em
vortex por mais 1 minuto. A utilizacédo do cloroférmio associado ao metanol permite a
formacéo de duas fases, onde o conteudo lipidico fica separado do resto da mistura
(Figura 10).

Figura 10 - Extracao de lipideos. (Em A - o cloroférmio sendo adicionado; B - mistura
sendo agitada; C - formacdo de um sistema bifasico).

Fonte: Arquivo proprio.
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3.9 CENTRIFUGACAO

No final da fase exponencial do crescimento, o cultivo passou por um processo
denominado centrifugacdo onde ocorre a separacdo das particulas em suspensao
(células) do meio de cultura. O impacto gerado nas células por meio da forca
centrifuga faz com que as particulas se deslocam para o fundo do frasco e
sedimentam ao fim deste processo (Figura 11). O produto deste procedimento € um
agregado de microalgas que foram depositadas em placas de petri mantidas
congeladas no ultra freezer com a finalidade de conservar a biomassa (LOURENCO,
2006).

Figura 11 - Processo de centrifugacéo. (A e B cubetas sendo levadas a centrifuga; C

- deposicao da cultura no fundo das cubetas apés a centrifugacéo).

| &

Fonte: Arquivo proprio.
3.10 LIOFILIZAC}AO

A liofilizacdo é um processo de conservacdo da biomassa para posterior andlise
quimica lipidica da amostra. Apds a centrifugacdo a biomassa passou por um
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processo de congelamento e posteriormente foi levado ao liofilizador (Solab, modelo
SL — 404 Figura 12). Por meio de um forte vacuo a agua € retirada das amostras
congeladas, pelo processo de sublimagao tornando — as, secas sem qualquer dano
as substancias contidas nas células (LOURENCO, 2006).

Ao término deste processo as microalgas assumem um formato de pd permitindo

assim analises quimicas do seu conteudo lipidico (LOURENCO, 2006).

Figura 12 - Liofilizador.

Fonte: Arquivo proprio.
3.11 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS E ANALISE DOS TEORES DE ESTERES

Durante a realizacdo deste experimento o Laboratério de Taxonomia e Ecologia de
Algas Continentais (LATEAC) e o prédio do setor Botanica, onde o laboratério esta
localizado, atravessou um processo de reforma estrutural. Sendo assim, para a
realizacdo deste experimento, foi necessario adotar o uso de incubadora para
controlar o fotoperiodo e a temperatura, uma vez que esses fatores sé&o

fundamentais para o crescimento das microalgas e o laboratério ndo teria como
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disponibilizar um local com esses parametros controlados por conta das obras.
Devido ao pouco espaco da incubadora para a realizagao deste experimento adotou-
se a utilizacdo de erlenmeyer de 1 litro para cada meio de cultura. Ao término do
experimento o volume que constava em cada erlenmeyer ndo era suficiente para
enviar, para o laboratério de Métodos e Extracdo e Separacao (LAMES) localizado
na Universidade Federal de Goias (UFG) uma vez que, para a andlise de lipideos e
necessario enviar no minimo cerca de 2,0 gramas de amostra liofilizada.Por isso, a
partir das informacgdes expressas acima, as analises em relacdo ao conteudo lipidico
de Tetrastrum heteracanthum (discutidas adiante) ao longo deste trabalho foram
obtidas através de uma amostra que foi cultivada somente em meio ASM1 onde o
volume de 5 litros, foi submetido ao processo de centrifugacdo e liofilizagcao,
resultando ao final deste processo 2,5 gramas, quantidade minima exigida para a
realizacdo das analises.

Apos a liofilizagdo da amostra, a mesma foi enviada para o laboratério, de métodos
de extracdo e separacao também participantes do projeto “Microalgas”, vinculado ao
MCT, sob a coordenacéo do professor Dr. Nelson Roberto Antoniosi Filho onde a
aluna mestranda Dayane Cristina Costa realizou as analises do perfil de acidos

graxos.

O célculo dos teores de ésteres das amostras baseou-se na curva de quantificacédo
obtida a partir da somatoéria da area dos picos de ésteres metilicos de acidos graxos

do dleo de soja.

O oleo de soja refinado foi submetido ao processo de transesterificacdo direta
adaptado para microescala, com massas correspondentes a 10 mg, 20 mg, 30 mg,
40 mg e 50mg pesadas em 5 tubos de ensaio autoclavavel. A trasesterificacdo direta
€ um método que e empregado para aumentar o rendimento de FAME (ésteres
metilicos de acidos gordos), este método tem a vantagem de eliminar etapas de
extracdo e purificacdo do oleo. Além disso, todos os lipidios de extremidade polar
sé@o convertidos a ésteres de &acidos graxos (LABORATORIO DE METODOS DE
EXTRACAO E SEPARACAO [20 -- a)).

Apos a realizacdo da cromatografia gasosa foi possivel determinar os acidos graxos
presentes na amostra. Posteriormente fez-se a somatdria das areas dos picos de
ésteres de cada cromatograma para a elaboracdo da curva. Por fim utilizou-se o

programa OriginPro 8 para a construcdo do gréfico relacionando a massa de 0leo
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de soja com sua respectiva somatdria das éareas dos ésteres obtidos por
transesterificacao direta (Figura 13)

Figura 13 — Correlacéo entre a massa de 6leo de soja e a area dos picos de FAME.
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Fonte: Laborat6rio de métodos de extracdo e separacéo [20 -- b].

Assim, obteve-se uma funcdo matematica que relaciona a massa de Oleo da
biomassa das microalgas com a somatoria da area dos ésteres fornecidos por esta

biomassa via transesterificacdo direta. A equacao gerada pela reta esta descrita
abaixo:

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

Onde:

A=Y Area dos Esteres

X= Massa de 6leo (mg)

O valor de massa de 0leo obtido pela transesterificacdo direta (TD) das microalgas

e obtida a partir da formula acima, onde, foi necessario somar as areas dos ésteres
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de cada amostra e substituir na equacado. A partir do valor de massa de 6leo foi

possivel calcular o rendimento (mg de 6leo/ g de biomassa).

3.12 INTERPRETACOES DOS RESULTADOS

Por meio dos resultados obtidos através da densidade celular foi possivel produzir
uma curva de crescimento para cada tratamento. Além de, viabilizar as taxas de
crescimento, tempo de duplicacdo e rendimento maximo das cepas.

A taxa de crescimento (n) e tempo médio de duplicacdo (G) foram calculadas
segundo as equacdes descritas por Fogg e Thake (1987). Os calculos das taxas de
crescimento utilizaram como base os valores compreendidos na fase exponencial do

crescimento dos tratamentos.

M= (In N2 -In Nl) (tz - tl)

Onde:

M = velocidade especifica do crescimento
Nie N2 = nimero de células nos tempos t;e t;

A partir do p € possivel calcular o tempo médio de duplicacao:

G:|n2/|.|

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

R:Rl - Ro

Onde:

R; = nidmero maximo de células/mL

Ro= nGmero inicial de células/mL
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4.13 ANALISES ESTATISTICAS

Para as analises estaticas foram aplicados os testes de normalidade e variancia,
ANOVA e em seguida o teste de Tukey com 5% de significancia. Sendo que o teste
de Tukey foi utilizado a partir dos resultados positivos obtidos no teste ANOVA.
Todas as anadlises foram feitas comparando os dias isoladamente de cultivo, e o
programa utilizado foi Statitisca 7.0.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

O crescimento de uma populacdo microalgal pode ser estimado através da curva de
crescimento. Sendo assim a curva de crescimento por meio do tempo de cultivo
permite observar o periodo em que se inicia 0 crescimento da cultura assim como,
sua biomassa maxima. Os trés meios nutritivos testados (ASM1, BBM e CHU) neste
experimento para a microalga T. heteracanthum apresentaram diferenca
significativas em suas curvas de crescimento.

O meio CHU (tratamento C) foi o que obteve o melhor resultado em relagédo ao
crescimento visto que as algas presentes neste meio cresceram mais rapido em

menor tempo, seguidos dos meios ASM1 (tratamento A) e BBM tratamento (B).

Os tratamentos C e B apresentaram fase lag (fase de adaptacdo) ate
aproximadamente o 6° dia enquanto o meio ASM1 permaneceu nesta fase até o 8°
dia de experimento (Figura 14).

Figura 14 - Curva de crescimento (Cél/mL) de Tetrastrum heteracanthum em
diferentes meios de cultura.
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Na fase lag pode ocorrer algum tipo de defasagem ao iniciar o crescimento, uma vez

gue € nesta fase que a cultura recém - inoculada se adapta ao novo ambiente.

Apesar das células do cultivo preexistente terem sido retiradas quando o seu
crescimento era considerado exponencial, para a realizagdo de um novo inoculo a
fase de inducdo neste experimento foi considerada longa quando comparadas aos
estudos de Vargas (2012) queobteve uma fase de inducdo quase imperceptivel
durando apenas 1 ° dia de experimento ao testar o crescimento de Monoraphidium
contortum no meio ASM 1. Entretanto, no presente trabalho, o tratamento A obteve
uma fase de inducédo de 8 dias e os tratamentos B e C apresentaram uma fase de
inducéo de aproximadamente 6 dias. Este mesmo resultando foi obtido por Tavares
(2009) ao realizar testes com Botryococcus braunii nos meios CHU e BBM.

A fase exponencial de crescimento (log) € iniciada ao termino da fase lag. Esta fase
€ caracterizada por sucessivas duplicacfes da biomassa. Dessa maneira, a taxa de
crescimento torna-se maior e constante por um curto periodo. Porém neste trabalho,
os tratamentos apresentam fase exponencial longa, uma vez que os tratamentos B e
C iniciaram a fase log a partir do 7 ° dia de experimento e esta fase durou ate os
dias 45 e 40 respectivamente. Este resultado e diferente do registrado por Carolino
(2011); Tavares, lbarra e Fioresi (2009) onde, ao testarem Scenedesmus sp. e
Ankistrodesmus fusiforme no meio BBM e Ankistrodesmus gracilis no meio CHU,
obtiveram um crescimento exponencial curto que durou do dia 6° ao 8 para as
microalgas que foram testadas no meio BBM, enquanto que no meio CHU A. gracilis
permaneceu nesta fase do dia 5 ao 11 ° dia de experimento. JA 0 experimento
realizado com Botryococcus braunii no meio BBM a fase exponencial durou em torno
de 40 dias, periodo equivalente ao experimento com T. heteracanthum ao ser
testada neste mesmo meio de cultura (TAVARES, 2009).

Vargas (2011), ao testar Monoraphidium contortum no meio ASM 1, conseguiu uma
fase log curta durando aproximadamente 10 dias. Entretanto, no presente
experimento Tetrasthum heteracanthum, ao ser testada no meio artificial ASM1,
apresentou fase exponencial longa, uma vez que o cultivo entrou nesta fase a partir

do 9° dia e se manteve em crescimento exponencial até o fim do experimento.

Os dados deste experimento foram considerados paramétricos, pelo teste de
normalidade e através do teste ANOVA seguido pelo teste de Tukey, foi possivel

determinar diferencas significativas entre os trés tratamentos, sendo que o
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Tratamento C variou de B a partir a partir do 6° dia e se manteve diferente deste,

sempre em maior concentracdo de células por mL, até o final do experimento.

Ente os tratamentos A e B a variacdo sé se tornou significativa a partir do 7 ° dia,
pois foi neste periodo que o tratamento B iniciou sua fase log. Porem entre os dia 19
ao dia 24 os tratamentos A e B nao obtiveram diferenca significativa, isso deve - se
ao fato de que durante este periodo ambos o0s meios estavam desenvolvendo

valores equivalente de crescimento algal.

A partir do dia 25 até o termino do experimento os tratamentos A e B voltaram a
apresentar diferenca significativa em relacdo ao crescimento de Tetrasthum
heteracanthum. Em relagéo aos tratamentos A e C a diferenca significativa iniciou a
partir do 5° dia e permaneceu até o fim deste trabalho.

Os célculos de taxa de crescimento, tempo de duplicacdo e rendimento maximo,
foram obtidos durante a fase exponencial de crescimento dos tratamentos A, B e C
(Tabela 4), onde a densidade celular maxima resulta do maior numero de
células/mL, assim como a velocidade de crescimento representa o numero de

divisdes celulares da populacéo por unidade de tempo (divisées por dia).

Tabela 4 - Valores da taxa de crescimento (i), tempo de duplicacdo (G) e
rendimento maximo (R) para a cultura de Tetrastrum heteracanthum submetido a
diferentes meios de cultura.. * Tratamentos com médias ndo seguidas pela mesma
letra diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

(1) (G) (R)

4
A 0,056408 a 1231084132 271,7 x 10%a
B 0,039519 b 17,563686 b 167,7 x 10%b
0,071541 ¢ 9,698291 ¢ .
C 292,0x 10°c

Fonte: Elaboragéo proépria.

O tratamento C apresentou a maior taxa de crescimento (1 = 0,071541), em relacéo
aos demais tratamentos, que apresentaram a taxa de crescimento de p = 0,056408 e
KM = 0,039519 para os tratamentos A e B respectivamente. Porém, Tavares (2009)

utilizando o meio CHU no cultivo de Botryococcus braunii, inicialmente obteve uma
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alta taxa de crescimento em relagdo ao meio BBM, mas a partir do 20° dia a taxa de
crescimento da estirpe que estava presente no tratamento CHU atenuou - se e
relagédo ao meio BBM.

As taxas de crescimento registradas durante este experimento mostram que a
microalga Tetrasthum heteracanthum apresenta um crescimento lento em relacao
aos resultados obtidos por Tavares, Ibarra e Fioresi (2009) e Santos (2011) onde ao
testarem A. gracilis e Ankistrodesmus sp. nos meios ASM1 e CHU apresentaram
taxas de crescimento de 0,40 e 0,26 respectivamente.

Quanto ao tempo de duplicacdo, o tratamento C apresentou o menor valor (G =
9,698291) do que os tratamentos A e C (G = 12,31984132 e 17,563686), ou seja, a
taxa de crescimento aumenta devido a interagdo da linhagem da microalga em
guestdo, com o meio de cultura, resultando entdo em mudancgas expressivas na

densidade celular a medida que o tempo de duplicagéo diminui.

Porém, os valores obtidos em relagdo ao tempo de duplicacdo para T.
heteracanthum s&o considerados altos, quando sdo comparados com os estudos de
Tavares, Ibarra e Fioresi (2009) que registraram um tempo de duplicacdo de 0,40
para A. gracilis, e Quevedo (2008) que apresentou um tempo de 0,492 para

Scenedesmus sp..

O tratamento C registrou os maiores valores de rendimento maximo, onde R = 292,0
x 10%cel/mL (valor obtido no ultimo dia de experimento), enquanto os tratamentos A
e B apresentaram R = 271,7 x 10* e 167,7 x 10 respectivamente ao final do

experimento.

Silva (2006) ao realizar ensaios com Chlorella vulgaris no meio BBM, obteve um
rendimento méaximo de 10,6x10° cels. mL™ em 7 dias de experimento. Bertoldi, Anna
e Oliveira (2008) que ao realizar experimentos com a mesma alga no meio BBM
registraram resultados similares (10,6x10° cél/mL™). A similaridade dos resultados
obtidos em ambos os experimentos deve-se provavelmente ao fato, dos mesmos
terem utilizados a mesma intensidade luminosa 11.100 lux com fotoperiodo de 24
hs. Da mesma maneira, Carolino (2011) que em seu experimento com A. fusiformes
e Scenedesmus sp. ambas cultivadas no meio BBM, sob uma intensidade luminosa
de 7.400 lux, e fotoperiodo continuo, a uma temperatura de 25+2 °C, obteve um

rendimento maximo de 1,01x10" cél mL™* e 3,57x107 cél mL™ respectivamente.
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T heteracanthum apresentou valores de rendimento maximo relativamente baixo
(167,7 x 10* cél mL™) quando comparados com esses trabalhos, uma vez que, esta
estirpe presente no meio BBM estava em condi¢des de cultivo com 3.500 lux e
fotoperiodo de 12/12 hs. Sendo assim, o rendimento baixo de T. heteracanthum
provavelmente pode estar envolvido com a intensidade luminosa e ao tempo de
exposicado da cepa ao fotoperiodo, uma vez que, os resultados registrados, pelos
outros trabalhos, obtiveram rendimentos superiores devido suas condi¢des de cultivo

apresentarem uma intensidade luminosa alta e fotoperiodo continuo .

Tavares, Ibarra e Fioresi (2009) em seu experimento com A. gracilis no meio CHU e
Santos (2011) com Ankistrodesmus sp. no meio ASM1 registraram um rendimento
méximo de 447,93 x 10 ° cél mL'e 14,3 X 10° cél mL™ respectivamente. Chlorella
vulgaris no experimento realizado por Ferreira (2012) com meio ASM1, obteve um
rendimento maximo de 6,0 x 10’ cél mL™ em quatro dias de experimento. Todos
esses trabalhos apresentaram rendimentos superiores aos testes realizados com T.
heteracanthum nos meios ASM1 e CHU, uma vez que ambos registram 271,7 x 10*

cél mL™ e 292,0 x 10* cel/mL respectivamente no ultimo dia de experimento.

Esses resultados alcancados por T heteracanthum, provavelmente se deve ao fato,
desta ter sido cultivada a uma intensidade luminosa de 3500 lux enquanto que
nesses outros trabalhos citados, a estipes ficaram expostas a uma intensidade
luminosa de 14800 lux, sendo assim a intensidade luminosa que os tratamentos A, B
e C estavam expostos em relacdo aos experimentos acima citados e cerca de 11800

lux de diferenca.

Santos (2011) em outro experimento, onde 0 mesmo testava as concentracdes de
fosfato (10 e 50 %) no meio ASM1 utilizando novamente Ankistrodesmussp.
registrou os seguintes resultados 6,85 X 10° cél mL* e 3,54 X 10° cél mL™

respectivamente.

Apesar das baixas concentracfes de fosfato adicionadas ao meio, o que implica em
mudancas fisiolégicas nas células do cultivo e, consequentemente na sua biomassa,
os resultados de rendimento maximo obtidos por Santos (2011) foram maiores dos
gue obtidos neste trabalho com T. heteracanthum este fato pode ser explicado por
diferencas no ciclo de vida e morfologia da alga citada. Li xin et al, (2010) ao testar
Scenedesmus sp. obteve o mesmo resultado que Santos, (2011) ao diminuir as

concentragdes de fésforo no meio de cultura.
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Quanto aos resultando obtidos por meio da extracdo de lipideos totais o tratamento
C apresentou 16 mL e os tratamentos A e B obtiveram 16 mL e 12 mL

respectivamente (Figura 15), ndo havendo diferengas significativas nos resultados
dos trés tratamentos testados.

Figura 15 - Gréafico mostrando a quantidade de lipideos totais nos diferentes

tratamentos.
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Fonte: Elaboracao propria.

Tavares (2009) no experimento com Botryococcus braunii obteve um rendimento de
lipideos totais de 36% no meio CHU e 18% no meio BBM. Entretanto neste
experimento todos os tratamentos ndo obtiveram diferencas significativas em
relacéo ao seu teor de lipideos totais.

O que se pode inferir é que, apesar dos diferentes tratamentos terem apresentado
guantidades distintas de células, ndo houve variacdo na quantidade de lipideos
totais extraido nas trés unidades experimentais ao término deste experimento. E
provavel que este resultado seria diferenciado se as células presentes nos meios
BBM e ASM — 1 chegassem a fase estacionaria, uma vez que esta fase é

caracterizada pelo aumento nas concentracdes de lipideos no interior das células.
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Figura 16 — Formato da col6nia durante a exposi¢cao nos meios de cultura ao longo
dos dias.

Fonte: Arquivo proprio.

Ao fim do experimento (DIA 45), nenhum tratamento chegou a fase de senescéncia,
somente as estirpes presentes no meio CHU préximo aos 40 dias de experimento,

demonstraram uma coloracdo mais amarelada em relacédo aos outros tratamentos.

O meio CHU é considerado um meio mais pobre em relacdo a disposicdo de
nitrogénio e, mas este meio apresenta em sua composi¢cdo amoénio elemento este
gue e absorvido facilmente pelos organismos algaceos devido ndo haver a
necessidade de ser reduzido para as demais formas quimicas do nitrogénio. Sendo
assim, o crescimento por parte das células que se encontram neste meio é favoravel
j& que o nitrogénio € um constituinte de diversas substancias do metabolismo
primario como, por exemplo, pigmentos fotossintetizantes que estdo relacionados

diretamente ao crescimento desses organismos (LOURENCO, 2006).

O meio BBM em relagdo ao meio CHU apresenta concentragbes de nitrogénio
maiores, sendo que este fica disposto na forma de sais de nitrato como forma de

fornecer nitrogénio a cultura. O nitrato diferentemente do aménio, necessita ser
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assimilado isto é sofrer redugcdo para as demais formas quimicas do nitrogénio,
sendo assim o resultado obtido por T. heteracanthum exposto a este meio de cultura
em relacdo a estirpe exposta ao tratamento C pode ter sido mais lento devido as

células presentes no tratamento B ter que assimilar este composto primeiro.

O tratamento C foi o Unico que ao final do experimento apresentou uma cor verde
amarelada, essa coloracdo pode estd associada a disposicdo do nutriente em
relacdo ao crescimento da cultura, umas vez que ao se torna um fator limitante as
células do cultivo passam a produzir mais teores de carotenoides enquanto as
concentragbes de clorofila tende a diminuir provocando uma mudanca de cor na

cultura que passa a ter um aspecto verde amarelado(LOURENCO, 2006).

De forma geral as culturas apresentaram-se saudaveis durante todo o experimento,
sendo observada uma coloracdo verde claro nos trés tratamentos no inicio do
ensaio, e com o passar dos dias houve uma mudanca gradual na tonalidade de
verde claro para escuro em todas as unidades experimentais. Possivelmente essa
alternancia na coloracao de verde claro para escuro pode estar ligada ao suprimento
abundante de nitrogénio ou também ao maior numero de células no meio e ao
aumento nas concentracdes de clorofila da célula, uma vez que com a diminui¢ao
deste componente na cultura, aumenta a quantidade decarotenoides e

consequentemente a cultura adquiri uma cor amarelada (LOURENCO, 2006).

As colbnias de T. heteracanthum apresentaram no inicio do experimento colonia
com 4 células, um pirenoide na maioria das células mais ou menos central e a
presenca de espinhos de tamanhos diferentes dispostos na margem livre de cada
uma das 4 células(GODINHO; GONZALES; BICUDO, 2010).Nos dias finais do
experimento foi observado que as células de T. heteracanthum apresentavam
formatos mais globulares em sua parede celular, perca dos espinhos e formavam

grandes aglomerados (Figura 16).

Em relacdo ao peso seco a Figura 17 representa similaridade entre os valores
obtidos de peso seco aos de valores de células / mL em todas as unidades

experimentais.

Os valores de R? foram 0,9713, 0,9634 e 0,9816 para os tratamentos A, B e C
respectivamente, deste modo os dados de peso seco em relacdo aos valores de

células / mL sdo lineares tal qual, o valor R?> menor que 0,95 evidenciando uma falta
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de linearidade uma a partir dos dados relacionados. Portanto a partir dos valores
obtidos de R? pode - se inferir que quanto maior for a quantidade de células/mL

maior serd o peso seco (Figura 17).

Figura 17- Relacdo linear entra peso seco e cél/mLdos trés meios de cultura ASM1
(A); BBM (B) e CHU (C).
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Fonte: Elaboragéo propria.
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O resultando obtido de peso seco é equivalente ao que foi encontrado na curva de
crescimento, sendo que o meio CHU obteve o maior resultado, seguido dos meios
ASM1 e BBM, como mostra a Figura 18.

Figura 18 - Gréafico mostrando a densidade celular em (g/L) de Tetrastrum
heteracanthum relacionando os diferentes meios de cultura em funcao dos dias.
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Fonte: Elaboragéo propria.

Tetrastrum heteracanthum cultivada no meio ASM1 obteve 0,19 g/ L de massa seca
em 45 dias de experimento, em compensacado Ankistrodesmussp. cultivada no meio
ASM1 apresentou uma massa seca de 0,78 g / L em 19 dias de
experimento(SANTOS, 2011). Carolino (2011) registrou peso seco maximo de 1 g /L
para A. fusiformis, alga esta pertencente ao mesmo género que Santos (2011)
testou de no meio BBM em 18 dias de experimento. J& T. heteracanthum em nossos

experimentos neste mesmo meio obteve um peso seco final de 0,15 g/ L.

Tavares (2009), ao testar Botryococcus braunii nos meios CHU e BBM, obteve 0,88
e 1,86 g/ L respectivamente. Diferentemente do trabalho de Tavares (2009) a estirpe
presente no meio CHU foi a que obteve os melhores resultados em relagcdo ao peso

seco, onde esta apresentou ao final do experimento 0,24 g/ L de massa seca. Além
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disso, Tavares (2009) observou em seu experimento que as estirpes presentes no
meio CHU passaram a apresentar uma cor mais amarelada ao iniciarem a fase
estacionaria. O mesmo aconteceu neste experimento, onde o tratamento C

apresentou uma coloracdo mais amarelada ao iniciar esta fase.

As coincidéncias de coloragdo em ambos o0s meios ao iniciar esta fase,
provavelmente podem estar envolvidas, devido o meio CHU ser um meio mais pobre
em nitrogénio, e apresentar em uma parte da sua composicao ions de aménio. Esta
forma i6nica é mais facilmente absorvida pelas células, pois ndo necessita ser

reduzida sendo, portanto, energeticamente mais econdmica (LOURENCO, 2006).

lllman e outros (2000) no seu estudo com Chlorella vulgaris em meios de macrofita
+ NPK e CHU 12 com teores de nitrato e nitrito reduzidos obteve ao fim do ensaio
um rendimento de lipidico de 50%.

O déficit de nitrogénio implica em uma menor divisdo celular, visto que a quantidade
de clorofila diminui, acarretando em uma menor biomassa. Entretanto varios autores
acreditam que uma grade demanda metabdlica para um elevado conteudo lipidico

requer crescimento lento.

Varias condi¢cbes sdo importantes para avaliar se determinada matéria — prima pode
ser utilizada para a producdo de biodiesel. No caso das microalgas avalia-se 0
rendimento obtido a partir da transesterificacao direta (teor de ésteres e os tipos de

acidos graxos) que compdem as amostras.

Para se obter o rendimento em 6leo por grama de biomassa microalgal € necessario
relacionar a massa de 6leo obtido pela massa de biomassa pesada. A partir deste
calculo obteve - se o rendimento ésteres metilicos de acidos graxos de T.
heteracanthum, que registrou 339,9 mg por grama de biomassa (Tabela 5).
Enquanto que a soja, a partir deste mesmo processo, apresenta 196,9 mg de

ésteres por grama de biomassa seca.

Menezes e outros (2012) ao testar Choricystis sp. ho meio WC sob intensidade
luminosa de 22,200 lux, em fotoperiodo de 12/12h e com temperatura em torno de
23° C obteve um rendimento de ésteres metilico de 422,9 mg por grama de
biomassa. Apesar do resultando registrado por Menezes e outros (2012) ter sido

maior do que o obtido por Tetrastrum heteracanthum, ambas as microalgas
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apresentaram um rendimento superior ao da soja a qual é a oleaginosa mais

utilizada para producéo de biodiesel no Brasil.

Tabela 5- Rendimento em 6leo de Tetrastrum heteracanthum.

Microalga Massa biomassa Rendimento (mg de 6leo/ g de  Rendimento
pesada (mgQ) biomassa) (%)
T.
heteracanthum 100,1 339,9 3,4
— ASM1

Fonte: Laboratério de Sintese e Andlise ([20—c]).

Com relacao aos teores de ésteres e composicao de acidos graxos é necessario que
este 6leo atenda os parametros exigidos nas normas internacionais, bem como aos
teores de &acidos insaturados, especialmente tri e poli insaturados. Além disso,
devem-se levar em consideracdo algumas propriedades fisicas do biodiesel a partir
do oleo de microalgas como, por exemplo, a combustédo, densidade, viscosidade, a

corrosividade, o ponto de fulgor e o nivel de cetano (MENEZES et al., 2012).

O perfil de acidos graxos, tanto da microalga T. heteracanthum quanto da soja

podem ser observados a partir da Figura 19.

O odleo de soja apresenta varias similaridades em relacdo a composicao do Oleo
extraido de T. heteracanthum (Figura 19). Porém as diferencas de ambos os 6leos
estdo associados ao tempo de retencao, no teor percentual dos acidos graxos e na

presenca de alguns ésteres metilicos na composicao do 6leo algaceo.
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Figura 19 — Cromatograma dos acidos graxos do 6leo da microalga T.
heteracanthume a soja.
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Fonte: Laboratério de métodos de extracao e separacéo ([20—d]).

Mediante as analises foi possivel gerar a Tabela 6 com a composi¢ao de ésteres e 0

tempo de retencdo do dleo extraido de T. heteracanthum e da soja respectivamente.
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Tabela 6 — Composicéo de ésteres metilicos a parti da extracdo do conteudo lipidico

de T. heteracanthum e da soja.

T heteracanthum

Tempo ?E Simbol Ester Metilico do Acido Notacdo Teor
Retengao o Graxo Taquigrafica (%)
(min)
126 M Miristico C14:0 06
12,9 Mo Miristoléico G141 0,3
14 5 P Palmitico C16:0 246
147 Po Palmitoléico C16:1¢c9 03
149 T.,10-Hexadecadiendico C16:2¢c7.10 24
155 Monoinsaturado 04
15,8 Poliinsaturado 24
16,2 7,10,13-Hexadecatriendico C16:3¢7. 1013 0,2
16,6 5 Estearico C18:0 16
16,7 0 Oléico C18:1c9 33,0
16,8 V Vacénico C181c¢ct1 15
172 L Linoléico C182¢9. 12 259
174 y-Ln Gama-Linolénico C18:3c69 12 04
17,8 Ln Linclénico C18:3¢9.1215 6,4
Soja
Relilzggijin) Simbolo  Ester Metilico do Acido Graxo Ta::::ga::ic‘:ca I;:;
a8 P Palmitico Cl16:0 103
11.8 5 Estedrico Cl18:0 22
11,9 O Oleico C18:1c9 17.1
122 L Linoleico Cl8:2e0,12 59.7
12.8 Ln Linolénico C183¢9,12,15 10.7

Fonte: Laboratério de métodos de extracdo e separacéo ([20—e]).

O o6leo de Tetrastrum heteracanthum é constituido basicamente pelo acido Palmitico
(teor de 24,6 %) e Estearico (1,6%) que sdo os acidos graxos saturados (SFA),
enquanto que a soja os teores desses mesmos acidos correspondem a 10,3% para
o Palmitico e 2,2% Estearico (Tabela 6). A soja apresenta cerda de 17,1% de teor de
acido oléico, enquanto T. heteracanthum exibiu um percentual 33,0% para este
mesmo acido. Ou seja, o teor lipidico deste acido e quase 16 % maior em relacéo a

soja. Quanto aos acidos graxos diinsaturados (DUFA) e triinsaturados (TUFA) T.
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heteracanthum apresenta cerca 25,9% que corresponde ao teor de acido Linoléico
(DUFA) e 6,4% para o acido linolénico (TUFA) enquanto que a soja apresenta para
0s respectivos acidos 59,7% e 10,7%. Por fim, os poliinsaturados (PUFA)
apresentam o teor de 2,4% na composicdo deste 6leo.

Menezes e outros (2012), ao analisar a composicdo de acidos graxos das
microalgas verdes Monoraphidium komarkovae, Tetranephris brasiliensis e
Kirchneriella irregular, observaram que essas microalgas apresentavam teores
elevados de acidos como, por exemplo, o palmitico, oleico e linolénico, enquanto
gue os acidos estearico e linoleico demonstraram menores propor¢cbes. Ja
Tetrastrum heteracanthum apresentou algumas similaridades em relacdo aos
resultados obtidos por Menezes e outros (2012). Entretanto, as menores propor¢cdes
de teores de acidos encontrados foram estearico e linoléico (Tabela 6), sendo que
este foi encontrado em maiores proporgdes na composi¢cao das algas citadas acima.
As diferencas na composicéo dos 6leos podem esta associadas tanto nas condi¢des
de cultivo onde as microalgas foram cultivadas, quanto a diferentes linhagens que
levam a producdo de 6leos com caracteristicas muito diversas (PEREIRA et al.,
2012).

Pequeno (2010), ao avaliar o teor de acidos graxos da cianobactéria Arthrospira
platensis e microalga verde Chlorella sp. obteve elevados teores de acidos
saturados como por exemplo o palmitico e palmitoléico. Tang e outros (2011), ao
testar a microalga verde Dunaliella tertiolecta e Menezes e outros (2012) ao testar as
microalgas Monoraphidium komarkovae, Tetranephris brasiliensis e Kirchneriella
irregulari obtiveram resultados semelhantes quanto ao teor de acidos saturados em
torno de 28,8 e 28,7% respectivamente. Tetrastrum heteracanthum, em relacédo ao
teor de saturacdo dos acidos estearicos, apresentou cerca de 26,8% (Tabela 6).
Todos os resultados obtidos em relacdo a saturacdo sdo relativamente altos, ou

seja, altos teores de (SFA) favorecem a estabilidade oxidativa do biocombustivel.

Em relacéo ao teor de acidos insaturados no experimento,Tang e outros (2011) em
seu trabalho com Dunaliella tertiolecta, obteve um total de instauracdes de37,4%ja
T. heteracanthum apresentou um total de 73,2% (Tabela 7). As insaturacdes
reduzem a viscosidade do biodiesel e estdo relacionadas ao desempenho do

biocombustivel a frio, uma vez que as insaturacfes dos ésteres provenientes do 6leo
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melhoram as propriedades de entupimento do filtro (LOPES et al., 2008 ; Menezes
etal., 2012).

Tabela 7 -Teores totais de acidos graxos saturados (SFA), monoinsaturados
(MUFA), diinsaturados (DUFA), triinsaturados (TUFA) e poliinsaturados (PUFA) de
Tetrastrum heteracanthum.

Microalga SFA (%) MUFA (%) DUFA (%) TUFA (%) PUFA (%)

26,8 35,5 28,3 7,0 2,4

Fonte: Laboratdrio de métodos de extragdo e separacéo ([20—f]).

Os valores obtidos dos teores de ésteres monoinsaturados por Menezes e outros
(2012) registraram em testes com Choricystis sp. 39,0%, Tetrastrum heteracanthum
apresentou valores proximos em relacdo a Choricystis sp, sendo que o percentual
encontrado de ésteres monoinsaturados para Tetrastrum heteracanthumfoi de 35,5
% (Tabela 7).

No experimento de Gouveia e Oliveira (2008) a microalga verdeScenedesmus
obliqguus obteve um bom valor de TUFA apresentando um percentual de 3,76%. Ja
T. heteracanthum apresentou um percentual de 7,0% quanto aos teores de TUFA
(Tabela 7), enquanto que no experimento de Menezes e outros (2012) as microalgas
M. komarkovae e T. brasiliensis registraram um teor de 14,7 e 15,6%
respectivamente. O resultado obtido por T. heteracanthum em relacdo ao teor de
TUFA estd em concordancia com o teor maximo estabelecido pela EN 14214, que

diz que os acidos triinsaturados devem apresentar teor maximo de 12%.

Em relacdo aos teores de (PUFA) K. lunaris no experimento de Menezes e outros
(2012) apresentou teor de 1,3%, enquanto T. heteracanthum obteve um teor de
2,4% (Tabela 7), sendo assim € necessario que T. heteracanthum tenha seus
valores de (PUFA) reduzidos, uma vez que os parametros estabelecidos pela horma
EN 14214 determina que o limite maximo de acidos graxos com mais de trés duplas
ligacBes (PUFA) seja de 1%, visto que os baixos teores de di, tri e poli-insaturados
favorecem algumas das propriedades fisicas do biodiesel, tais como o ponto de

entupimento e a viscosidade.

Os valores de PUFA encontrado nos 6leos das microalgas podem ser modificados a

parti de mudanca nas condi¢cdes de cultivo, uma vez que fatores como, nutrientes,
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temperatura e luminosidade levam a producdo de 6leos com caracteristicas muito
diversas. Hu e Gao (2006), ao cultivar Nannochloropsis oculata, sob diferentes
condicdes de cultivo obteve uma composicao lipidica diferenciada em detrimento
aos diversos parametros em que a alga foi testada.

E importante destacar que a maioria dos trabalhos com Chlorophyceae
apresentados nesta discusséo, incluindo este experimento, foram realizados, com
temperaturas entre 22° a 25°C, que € considerada 6tima para o crescimento dessas
microalgas. Meinerz e outros (2009) ao realizar um experimento com a microalga T.
weissflogii sob diferentes condicbes de temperatura observou que a absorcédo de
nutrientes esta diretamente relacionada com a temperatura que o cultivo fica
exposto. Esses fatores implicam na reducéo da taxa de crescimento e divisao celular

das cepas.

Portanto, a disponibilidade de nutrientes é apenas um entre varios fatores que
influenciam no conteudo lipidico, ou seja, por mais que 0s nutrientes dispostos no
meio seja um fator limitante, para um O&timo crescimento das microalgas é
interessante que esses fatores sejam comparados com outras variaveis como

temperatura e pH.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O meio CHU mostrou contemplar de forma abrangente as necessidades nutricionais

de Tetrastrum heteracanthum minimizando os custos para seu cultivo.

Com este experimento provou-se que o melhor meio de cultura para o crescimento
de Tetrastrum heteracanthum foi o meio CHU, pois este meio possibilitou um
crescimento mais r4pido em menor tempo da alga em questdo. Entretanto a
hip6tese de que somente nos meios proprios para cloréfitas elas teriam um melhor
crescimento foi contraposta tendo em vista que, as microalgas expostas no meio
ASM 1obteve melhor crescimento do que as estirpes expostas ao meio BBM que na
literatura e referenciado como um meio proprio para Chlorophyceae.

Com relagdo as analises lipidicas Tetrastrum heteracanthum mostrou ser uma
microalga promissora para a producdo de biodiesel uma vez que, obteve um bom
rendimento em 6leo, se comparado aos resultados registrados a partir do oleo de
soja atual planta utilizada como matéria prima para a producdo de biodiesel.
Entretanto e necessario que os valores de (PUFA) seja reduzido para que seu uso

esteja de acordo com as normas EN14214.

Sendo assim este estudo propde que Tetrastrum heteracanthum seja testada com
certas modificacbes no meio de cultura para que os valores de PUFA reduzam, e

seu perfil de acidos graxos se torneadequado para producédo de biodiesel.
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