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RESUMO: O cultivo de microalgas tem se destacado como uma alternativa para geracdo de bicombustiveis,
devido a sua alta produtividade por unidade de &rea, uso de terras ndo araveis e contribuir com a reducéo dos
efeitos do superaquecimento global. Varias espécies de microalgas também possuem a capacidade de
sobreviver em ambientes extremos, adaptando o seu metabolismo de acordo com a alteragdo das condigdes
ambientais. Desse modo, é importante analisar os parametros que influenciam seu crescimento, como pH e
luminosidade, a fim de definir as condi¢cbes que melhor favorecem seu desenvolvimento visando a
otimizagdo dos cultivos para uma maior producdo de biomassa. Dentre as microalgas, a Chlorella sp se
destaca devido a sua resisténcia e elevada produtividade de lipidios, o que potencializa a producéo de
biocombustiveis. Merece destacar o beneficio ambiental promovido pelo cultivo das microalgas, em especial
a Chlorella sp, em razdo da mitigacdo das emissfes de CO, e possivel biorremediacdo de aguas residudrias.
No presente estudo realizaram-se cultivos da Chlorella sp em pH variando de 5,5 a 8,5, e fornecimento de
luz variando de 6h a 24h, verificando-se que as condi¢es mais favoraveis para o cultivo da respectiva
microalga visando a producgdo de biocombustiveis foram pH 7,0 e 8,5 com 12h de luz, que promoveram 0s
maiores numeros de células alcangados, assim como as melhores velocidades especificas maximas de
crescimento e tempos de geragdo. Estas condi¢fes indicam que a Chlorella sp pode se adaptar facilmente em
efluentes industriais e domésticos que apresentam pH neutro ou alcalino.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

O cultivo de microalgas se mostra como uma op¢do em potencial para obtencdo de
biomassa visando a producdo de biocombustiveis, devido a sua alta produtividade por unidade de
area, uso de terras ndo araveis e sequestro de CO,, alem da capacidade de sobreviver em ambientes
extremos, adaptando o seu metabolismo de acordo com a alteragdo das condi¢cdes ambientais
(CHIRANJEEVI & MOHAN, 2016).

As microalgas de espécie Chlorella sp apresentam caracteristicas fundamentais para a
producdo de biocombustiveis: sdo verdes, simples, eucaridticas, esféricas, com alta eficiéncia
fotossintética, apresentam excelente produtividade lipidica e de biomassa, e a sua estrutura celular
simplifica o processamento dos biocombustiveis quando comparado com outras plantas complexas,
podendo substituir os recursos agricolas (VIEIRA, 2013). Geralmente sdo encontradas em tanques e
lagos.

De acordo com estudos taxonémicos e bioquimicos, o cultivo de microalgas pode ser
fotoautotrofico, heterotrofico, mixotrofico e fotoheterotrofico (ANGELO et al., 2015). Dentre eles,
o cultivo mixotrofico apresenta diversas vantagens, incluindo melhor reducdo de CO,, auséncia de
fotoinibicdo, maior crescimento celular e menor dificuldade para coleta de biomassa (CHANDRA
et al., 2014). Nesse tipo de cultivo, as microalgas utilizam carbono orgéanico e energia luminosa
para o seu desenvolvimento.

A luz desempenha um papel central na produtividade de microalgas uma vez que
fornece a energia necessaria para as reac6es fotossintéticas, promovendo a conversao de nutrientes
inorgénicos, dissolvidos no meio, em biomassa organica. A utilizacdo de luz é, portanto,
fundamental para o elevado rendimento da biomassa microalgal (SUTHERLAND et al., 2015).

O pH do meio de cultura é conhecido por ter grande influéncia no crescimento e na
producdo da biomassa de microalgas, uma vez que seu pH citosélico é neutro, ou ligeiramente
alcalino, e suas enzimas celulares sdo sensiveis ao pH e podem se tornar inativas em condicGes
acidas (TRIPATHI et al., 2015). O pH esta diretamente ligado com o bom funcionamento celular
das microalgas, por isso 0 seu controle é de vital importancia para o melhor desenvolvimento dos
cultivos.

Entdo, sabendo que as condi¢cGes ambientais estdo diretamente relacionadas com o
crescimento celular, a produtividade de biomassa e o acumulo de lipidios, este estudo analisou a
influéncia da luminosidade e do pH no crescimento da microalga Chlorella sp em cultivo
mixotrofico, buscando otimizar o seu desenvolvimento com vistas a producdo de biocombustiveis.

2. METODOLOGIA
2.1. Microalga e aclimatacéo dos cultivos

O presente estudo foi realizado no Laboratorio de Saneamento Ambiental do Centro de
Ciéncias e Tecnologia da Universidade Estadual da Paraiba utilizando cepas da microalga de
espécie Chlorella sp fornecidas pelo Laboratério de Biologia Marinha da Universidade Federal
Fluminense e pelo Laboratorio de Biotecnologia Alimentar da Universidade Federal de Santa
Catarina.

A espécie em estudo foi escolhida devido a sua predominancia nos meios aquaticos da
regido semiarida do nordeste brasileiro, onde foram realizados os experimentos, e devido a sua
resisténcia e elevada produtividade de lipidios, descritos em diversos estudos, favorecendo a
producdo de biocombustiveis.
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A aclimatacao dos cultivos foi realizada de modo a estabelecer um ambiente propicio
para a otimizacdo do crescimento da Chlorella sp. As culturas foram desenvolvidas em
Erlenmeyres, que foram utilizados como fotobioreatores e mantidos a temperatura de 26°C+2, com
agitacdo de ar comprimido para garantir a homogeneizacdo do meio, e expostos por um periodo de
12 horas a iluminacdo de lampadas fluorescentes de 40W.

A Figura 1 representa a fotomicrografia das cepas da microalga Chlorella sp e as
condicdes de aclimatacdo adotadas para o desenvolvimento das microalgas.
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Figura 1 — a) Fotomicrografia da microalga Chlorella sp; b) Aclimatacao dos cultivos
2.2. Estratégia de estudo

Para o cultivo da Chlorella sp foi utilizado o meio de cultura Bold’s Basal Medium
(BBM), desenvolvido por Stein (1973), sob diferentes condigdes de pH e luminosidade, onde
buscou-se analisar a influéncia de tais fatores no desenvolvimento da espécie em estudo.
Inicialmente, elaborou-se um cultivo-base onde néo se realizaram alteracbes no meio de
cultura e nas condicGes de aclimatacdo, objetivando uma melhor analise da influéncia do pH e da
luminosidade sobre o crescimento da Chlorella sp. Em seguida, desenvolveram-se cultivos da
respectiva microalga em meio de cultura BBM com variadas alteracdes em seu pH, mantendo-se as
condigOes originais de aclimatacdo (12h de luminosidade). Por fim, realizaram-se cultivos com
alteracdo nas horas de fornecimento de luz.

As Tabelas 1 e 2 apresentam as condi¢des de pH e luminosidade utilizados durante o
presente estudo.

Tabela 1 - Condic6es de pH utilizadas nos cultivos da microalga Chlorella sp

Valores de pH conferidos ao meio de cultura BBM para o cultivo da Chlorella sp

5,5 6,5 7,5 8,5

Tabela 2 - Condic6es de luminosidade utilizadas nos cultivos da Chlorella sp

Quantidade de horas de luz fornecidas aos cultivos de Chlorella sp em meio BBM

6,0 12,0 18,0 24,0
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2.3. Avaliacdo do crescimento

Com o auxilio da microscopia 6ptica foi possivel determinar o crescimento das
microalgas avaliando-se a densidade celular em funcdo do tempo de cultivo em cada uma das
unidades experimentais. As amostras foram retiradas ao inicio dos cultivos e depois a cada 24h,
para contagem de células em cdmara de Neubauer, determinando, desse modo, a densidade celular
expressa em nimero de células por mililitro de cultivo (células.mL™).

A contagem de células foi realizada em triplicata. O nimero de células corresponde a
média geométrica das trés contagens. O tempo de cultivo foi expresso pela quantidade de dias
decorridos desde o inicio da inoculacéo (periodo de adaptacdo — fase lag) até o alcance maximo da
densidade celular (fase estacionaria). Os graficos de dispersdo foram plotados para representar as
curvas de crescimento da Chlorella sp, onde o eixo das abscissas corresponde ao o tempo de cultivo
em dias e o eixo das ordenadas ao nimero de células.mL™.

2.4. Avaliacdo da cinética de crescimento algal

A velocidade de crescimento é diretamente proporcional a concentracdo de
microrganismos em um dado instante. A fracdo pela qual a populagdo cresce na unidade de tempo é
dada por pma, que representa a velocidade especifica de crescimento e tem unidade de tempo h™.
Na fase exponencial (ou logaritmica) a velocidade especifica de crescimento é constante e maxima,
sendo pix igual a pumax. A velocidade de crescimento foi calculada através da Equacéo (1).

In (X) = tmax - (t-t) +1In(x) Q

A representacdo de In(x) versus o tempo de cultivo, na fase exponencial, resulta em uma
reta com coeficiente angular igual a velocidade especifica maxima de crescimento pmsx. A fase
exponencial também é caracterizada pelo tempo de geragdo (t;), que € o tempo necessario para
dobrar o valor da concentragdo celular (x = 2x;). O tempo de geracdo foi calculado através da
Equacao (2).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Chlorella sp em meio BBM sob diversas condi¢fes de pH

Servindo de base para o estudo, elaborou-se um cultivo de Chlorella sp em meio BBM
onde ndo se realizou ajuste de pH (pH do BBM = 7) nem alteracdo na disponibilidade de luz. A
Figura 3 apresenta a curva de crescimento da microalga nas respectivas condicdes, onde o cultivo
iniciou com uma concentragdo de 2,16x10° células.mL™ e alcancou a concentragdo méaxima de
1,80x10" células.mL™.

A fim de verificar a influéncia que a variagdo de pH exerceu sobre o crescimento da
microalga Chlorella sp, foram elaborados cultivos variando-se o pH do meio de cultura BBM numa
faixa de 5,5 a 8,5, mantendo-se as aclimataces fisicas estabelecidas inicialmente. A Figura 4 ilustra
as curvas de crescimento da respectiva microalga sob diversas condi¢des de pH. Todos os cultivos
iniciaram com uma concentracdo de células na ordem de 10° e, apesar da variacdo de pH,
alcangaram quantidades semelhantes de nimero de células.
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Figura 3 — Curva de crescimento da Chlorella sp em meio BBM
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Figura 4 — Curvas de crescimento da Chlorella sp sob diversas condi¢des de pH
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Dentre os cultivos de Chlorella sp, o de pH 8,5 foi 0 que desenvolveu o maior nimero
de células, assim como os melhores resultados de velocidade especifica maxima de crescimento e
tempo de geracdo, apresentados na Tabela 3. Comparando-se esse cultivo com o cultivo-base (pH
7,0), verificou-se pouca diferenca entre os valores de numero maximo de células alcangado,
velocidade especifica maxima de crescimento e tempo de geracdo, indicando que os meios de
cultura em pH neutro ou alcalino promoveram melhor adaptacdo e crescimento da respectiva
microalga.

Tabela 3 — Velocidades especificas maximas e tempos de geracdo dos cultivos de Chlorella sp em
meio BBM sob diversas condic¢des de pH

pH do meio de cultura  Velocidade especifica pmax (h™) R2 Tempo de geracéo (h)

55 0,0293 0,9436 23,6519
6,5 0,0381 0,9851 18,1890
7,0 (cultivo-base) 0,0517 0,9707 13,4042
7,5 0,0470 0,9772 14,7447
8,5 0,0526 0,9048 13,1749

Os valores elevados do coeficiente de determinacdo (R?), também expressos na Tabela
3, indicam que houve um excelente ajuste amostral ao modelo de estudo utilizado.

Tripathi et al. (2015) cultivaram Scenedesmus sp em meio de cultura BG-11, com pH
7,4 e 18 h de luz, e analisou a influéncia do pH alterando-o numa faixa entre 7 e 10, onde a
microalga obteve sua maior produtividade em pH 8, apresentando melhor crescimento em meio
alcalino. Chiranjeevi e Mohan (2016) também verificaram maior producdo de biomassa em pH
alcalino (8,5), que em pH &cido (6). Fato analogo ao do presente estudo, onde a microalga Chlorella
sp apresentou melhor cinética de crescimento em decorréncia do aumento do pH.

Sutherland et al. (2015) investigaram os efeitos da adicdo de CO, no cultivo de
microalgas em &guas residudrias, ao longo de um gradiente de pH, e observaram melhor eficiéncia
fotossintética quando o pH das culturas foram reduzidos para 8 e 6,5, onde o pH 6,5 promoveu 0
melhor rendimento de biomassa das microalgas Micractinium bornhemiense e Pediastrum
boryanum, porém reduziu de forma significativa a eficiéncia na absorcdo de nutrientes. I1sso mostra
que, para o tratamento de aguas residuarias, o pH alcalino favorece a remoc¢édo de nutrientes, de
modo que a microalga Chlorella sp, ao desenvolver melhor cinética de crescimento em pH 8,5, é
uma forte candidata para remediacéo de efluentes alcalinos.

3.2. Chlorella sp em meio BBM sob diferentes condigdes de luminosidade

A Figura 5 ilustra as curvas de crescimento da microalga Chlorella sp em 6h, 18h e 24h
de luz, juntamente com a do cultivo de 12h de luz, ja apresentada na Figura 3 (cultivo-base). Os
cultivos foram realizados sem alteracdo de pH do meio de cultura e iniciaram com uma
concentragdo de células na ordem de 10°.

Verificou-se que os cultivos com menor luminosidade apresentaram uma maior fase lag,
0 que corresponde a um lento crescimento nos primeiros dias apds o indculo. Ja os cultivos com
maior disponibilidade de luz rapidamente chegaram a fase exponencial, apresentando acelerado
crescimento ja no segundo dia ap6s o indculo.
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Figura 5 — Curvas de crescimento da microalga Chlorella sp em meio BBM (sem alteracdo de pH)
com variagéo na disponibilidade de luz

Para uma melhor anélise da influéncia da radiagdo luminosa sobre a microalga Chlorella
sp, a Tabela 4 apresenta os dados de velocidade especifica maxima de crescimento e tempo de
geracéo dos cultivos com 6h, 12h, 18h e 24h de iluminagé&o.

Tabela 4 — Velocidades especificas méaximas e tempos de geracao dos cultivos de Chlorella sp sob
diversas condi¢6es de luminosidade

Horas de luz (h) Velocidade especifica pmay (™) R2 Tempo de geracéo (h)
6,0 0,0227 0,9626 30,5286
12,0 0,0517 0,9707 13,4042
18,0 0,0436 0,9804 15,8945
24,0 0,0464 0,9831 14,9353

Observou-se que a baixa disponibilidade de luz reduziu o desempenho da microalga, que
apresentou menor cinética de crescimento em decorréncia da iluminacdo de 6h. Fato comprovado
em estudos realizados por Chiranjeevi e Mohan (2016), que mostraram uma maior produtividade de
biomassa de microalgas na presenga de luz que na auséncia.
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Han et al. (2015) estudaram a influéncia da luz no crescimento da Chlorella sp,
fornecendo energia com intensidade na faixa de 2.000-10.000 lux, e observaram que a taxa de
crescimento e o rendimento de biomassa seca melhoravam a medida que se aumentava a
intensidade luminosa, porém, 6.000 lux satisfez completamente a necessidade das microalgas.
Comparando-se com o atual estudo, verifica-se que um fornecimento de luz intermediario é
suficiente para as necessidades microalgais, pois promoveu a melhor cinética de crescimento. Além
disso, em larga escala se pretende simular as condi¢cfes externas do meio ambiente, o que reforca o
a utilizacdo do tempo de luminosidade de 12h para o cultivo de Chlorella sp.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Através do estudo da microalga Chlorella sp sob diversas condicdes de pH e tempos de
iluminacdo, visando a producdo de biocombustiveis, pdde-se concluir:

e Valores de pH do meio de cultura BBM entre a faixa 5,5-8,5 proporcionaram um bom
desenvolvimento da microalga Chlorella sp, que desenvolveu melhores velocidades
especificas de crescimento e tempos de geracdo em pH neutro (7) e alcalino (8,5).

e A disponibilidade de luz se apresentou como fator essencial para o desenvolvimento da
microalga em estudo, sendo o tempo de 12h de luz definido como condicdo ideal para o
cultivo em larga escala, uma vez que promoveu melhor cinética de crescimento microalgal e
possibilita o aproveitamento da energia solar, dispensando a iluminacao artificial.
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