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RESUMO

Considerando a crise energética causada pela grande demanda do mercado, as microalgas se apresentam
como umas das solugdes a serem implementadas na produgdo de biocombustiveis, uma vez que a
producdo de biomassa é satisfatoria e ocorre em curto espago de tempo; neste contexto, se destaca a
Chlorella vulgaris. Sendo a luz um dos principais fatores que interferem no desenvolvimento de seres
fotossintetizantes, podendo favorecer a produtividade de biomassa, avaliou-se o comportamento dessa
microalga em diferentes intervalos de exposi¢do luminosa para determinacdo de um fotoperiodo ideal.
Foram avaliados os periodos de 6, 12, 18 e 24 horas de exposi¢do durante 192 horas de cultivo em
Erlenmeyers de 1L acoplados em aeradores, sendo realizadas contagens diarias em cadmara de Neubauer
com auxilio de microscopio Optico para elaboragéo das curvas de crescimento. Também foram avaliados
parametros cinéticos como velocidade especifica de crescimento, tempo de geracéo e produtividade. Os
melhores resultados obtidos foram no fotoperiodo de 12 horas. Para a anélise de producdo lipidica,
estendeu-se o volume dos fotobiorreatores para obtencdo de 2g de biomassa seca utilizando a
metodologia de extracdo descrita por Folch, Lees e Sloane Stanley. Foi alcancada a produgdo lipidica
de 14,7%, sendo essa significativa para possivel produgdo de biocombustivel.
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INTRODUCAO

A crise energética ocasionada devido a demasiada utilizagdo dos combustiveis fosseis
tanto nos centros urbanos como na producdo industrial, atualmente, faz com que autoridades
globais busquem por biotecnologias que visem a geracdo de combustivel utilizando como
matéria-prima insumos que tenham um baixo ou nenhum grau de polui¢cdo para 0 meio
ambiente.

As microalgas estdo no topo das pesquisas biotecnolégicas em funcdo de suas
qualidades de elevada producdo de biomassa em curto periodo de tempo, além de apresentarem
teores lipidicos de interesse a producéo de energia e bioprodutos para industrias de alimentos,
quimica fina e farmacos em geral (SASSI, 2016).

Segundo Nascimento et al. (2016), as microalgas sdo microrganismos clorofilados,
capazes de converter fotossinteticamente didxido de carbono atmosférico em uma grande
variedade de metabolitos e produtos quimicos incluindo proteinas, polissacarideos e lipidios.

A Chlorella vulgaris é uma microalga unicelular microscépica, eucariotica, esférica e
com diametro variando entre 5-10 um, encontrada em tanques e lagos, com alta capacidade de
realizar fotossintese (COSTA et al., 2006). Possui 51-58% de proteinas, 12-17% de
carboidratos, 14 - 22% de lipidios e 5% de minerais (BECKER, 1994).

Além dos parametros biologicos, que variam de acordo com as espécies de microalgas,
fatores fisico-quimicos como luminosidade e potencial hidrogeni6nico (pH) sdo determinantes
para o desenvolvimento celular, que estd diretamente relacionado com o aumento ou
diminuicdo da producdo lipidica.

A luz é um fator primordial na produtividade das microalgas, uma vez que fornece a
energia necessaria para as reacdes fotossintéticas, promovendo a conversdo de nutrientes
inorgénicos dissolvidos no meio em biomassa organica que, em sua composi¢do, contém
lipidios com possivel utilizacdo para producdo de biocombustiveis. Com isso, avaliar o melhor
fotoperiodo, tempo de exposicdo a luminosidade, é fundamental para se obter um elevado
rendimento da biomassa microalgal (SUTHERLAND et al., 2015).

Neste contexto, foi avaliado o fotoperiodo mais adequado para o desenvolvimento da
Chlorella vulgaris e, posteriormente, o teor lipidico alcangado na condicao de luz determinada

como ideal.
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METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Referéncia em Tecnologia de
Aguas - LARTECA do Centro de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Estadual da Paraiba
- UEPB localizada em Campina Grande — PB. A espécie de microalga Chlorella vulgaris, foi
selecionada devido a sua elevada capacidade de producéo lipidica, descrita em diversos estudos,

assim como de biomassa, 0 que favorece a producdo de biocombustiveis.

Figura 1 — Microfotografia da Chlorella vulgaris
< r .
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O meio de cultura Bold’s Basal Medium (BBM), recomendado pelo Culture Collection
of Algae and Protozoa (CCAP) de Cambridge, foi adotado para o cultivo da Chlorella vulgaris
Sendo esses realizados em triplicata, fazendo uso de Erlenmeyers de 1L a temperatura de
26°C+2, acoplados a aeradores que permitem a homogeneizacdo do meio e também o
fornecimento de oxigénio. Utilizou-se a luminosidade fixa de 40W no ambiente, verificando-
se a influéncia da disponibilidade de luz nas culturas submetidas a intervalos de 6, 12, 18 e 24
horas.

O desenvolvimento da microalga foi analisado no periodo de 192 horas, através de
contagens didrias em cémaras de Neubauer com auxilio de microscépio 6ptico. Foram
determinados o ndmero de células, velocidade especifica maxima de crescimento (pmax —
Equacdo 1) e o tempo de geracdo que € 0 tempo necessario para que ocorra a duplicacdo da
concentragéo inicial de determinado microrganismo (tg — Equacgéo 2):
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In(x) = pmax(t = t;) + In(x;) (Equagao 1)

Onde:

x - Concentragdo celular (células.mL™);

umax - Velocidade especifica maxima de crescimento (h™);
ti - Tempo inicial referente a fase exponencial (h);

t - Tempo final referente a fase exponencial (h);

xi - Concentracdo celular inicial (células.mL™).

_In(2) 0,693 (Equacdo 2)

HUmax Hmax

9

Onde:
tg - Tempo de geracao (h);
umax - Velocidade especifica maxima de crescimento (h?).

Para as analises de produtividade da biomassa foram coletadas amostras no primeiro e
altimo dia de cultivo, isto é, apds 192 horas do inicio. Estas foram centrifugadas a uma
velocidade de 4000 rpm, no intuito de concentrar a biomassa em um pequeno volume de meio,
posteriormente e transferiu-se o concentrado para capsulas de evaporacdo previamente pesadas
e colocadas em estufa a 55°C para secar até atingir peso constante. A produtividade (g.L.d ™)

foi determinada por meio da Equacao 3:

biomassa secaginq — biomassa seca;njcia (Equacao 3)

Produtividade =
tempo de culturasing — tempo de cultura;piciar

O teor de lipidios contido na microalga estd diretamente associado a producdo de
biocombustiveis, portanto estendeu-se o volume dos fotobiorreatores para 10L, observando o
desenvolvimento algal e obtendo-se 2g de biomassa seca através dos processos de centrifugacao
e secagem descritos anteriormente para posterior utilizacdo no processo de extracao.

Os lipidios foram determinados por meio da metodologia descrita por Folch, Lees e
Sloane Stanley (1957), que consiste em submeter as amostras a extracdo por meio de uma

mistura de cloroférmio e metanol (2:1) seguida de evaporacao do solvente em estufa a 105°C.
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Devido a resisténcia da parede celular da microalga, a metodologia foi adaptada introduzindo-

se uma etapa de rompimento celular com o uso de banho ultrassonico durante 20 minutos.

O teor de lipidios foi determinado pela Equacéo 4:

volumesqge ing X (MASSAfing — MASSAiniciar) (Equacéo 4)
5xM

% Lipidio =

Onde:

volumerase inf — Volume do extrato da fase inferior;
massasina — Massa final do béquer com lipidio;
massainicial — Massa do béquer seco;

M — Massa da amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 ilustra as curvas de crescimento da Chlorella vulgaris para os intervalos de
6, 12, 18 e 24 horas de luz.

O cultivo exposto a 6 horas de iluminagdo ndo obteve um bom desempenho em termos
de numeros de células, ja os submetidos a 18 e 24 horas apresentaram pico de concentracdo
celular de 2,07x10’células.mL?. O fotoperiodo de 12 horas de luz mostrou a maior

concentragéo no tempo de 192 horas com 2,13x10’células.mL™.

Figura 2 — Curvas de crescimento da Chlorella vulgaris exposta a distintos intervalos de luz
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E observado que a microalga em estudo apresenta uma 6tima adaptacdo quanto ao seu

crescimento em maiores intervalos de luz. Em conjunto com o crescimento, também foram
avaliados os pardmetros cinéticos descritos na Tabela 1 para a determinacdo do fotoperiodo

ideal, levando em consideragéo a produtividade de biomassa.

Tabela 1 - Parametros cinéticos avaliados nos cultivos de Chlorella vulgaris em distintos
intervalos de luz

Horas de Iuz (h) Velocidade especifica Temeo de F_’rodutividade de
pmax (hY) geragdo (h) biomassa (g.L.d?)
6 0,0369 17,50 0,0707
12 0,0574 12,08 0,1266
18 0,0451 15,37 0,067
24 0,0480 14,44 0,06

Percebe-se que a microalga em estudo apresentou melhor produtividade no fotoperiodo
de 12h, assim como menor tempo de geracdo e maior velocidade especifica maxima de
crescimento quando comparados com os demais intervalos de luz analisados. Segundo
Chiranjeevi e Mohan (2016), as microalgas apresentam melhor produtividade de biomassa
quando cultivadas expostas a luz.

E favoréavel a utilizacio deste fotoperiodo em escala industrial pois a disponibilidade de
luz natural de alta intensidade que se tem durante o dia é suficiente para que a espécie se
desenvolva. Assim, 0s custos do processo sdo atenuados por ndo haver a necessidade de
incrementar luz artificial aos cultivos.

A baixa produtividade da Chlorella vulgaris quando submetida a longos periodos de
exposicdo a luminosidade acontece devido ao processo de fotoinibicdo, que € a perda de
capacidade fotossintética ocasionada pelo exacerbado desenvolvimento da microalga e alta
disponibilidade de matéria organica no meio, em conjunto, estes fatores elevam a turbidez do
cultivo e consequentemente, barram a penetracdo de luz para as camadas mais internas,
deixando de acontecer a conversao de energia luminosa em energia quimica (KIM, LEE e LU,
2015).

A partir das analises realizadas, verificou-se que a Chlorella vulgaris quando exposta ao
fotoperiodo de 12h/dia apresenta em sua composicao 14,7% de teor lipidico, fato que favorece

a utilizacdo da mesma para a producdo de biocombustivel. Asseverando este resultado, nos
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estudos realizados por Melo (2015), que analisou tal producdo em meio BBM modificado,

obteve teor de lipidios de 14,7%.

CONSIDERACOES FINAIS

Com os resultados obtidos no presente estudo conclui-se que:

e A melhor condicdo para o desenvolvimento da microalga Chlorella vulgaris foi no
tempo de 12 horas de iluminacéo diaria;

e O fotoperiodo de 12 horas de iluminacéo apresentou maior produtividade em termos de
biomassa microalgal (0,1266 g.L™.d™);

e Obteve-se o teor lipidico de 14,7% para a microalga cultivada no meio de cultura Bold’s
Basal Medium (BBM);

e Visando a viabilidade econémica, o cultivo com 12 horas de luz se mostra mais
adequado para aplicacdo em escala industrial sob condigfes ambientais naturais, tendo

em vista que ndo ha a necessidade de utilizacao de iluminacao artificial.
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