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RESUMO

As microalgas sao microrganismos unicelulares que podem crescer tanto em agua
doce como salgada. S&o clorofilados e estdo em praticamente todos os tipos de
agua do planeta. Seu cultivo vem cada vez mais despertando o interesse, ja que a
aplicabilidade vem sendo observada em varios segmentos tais como no tratamento
de agua, nutricdo e na geracdo de energia. A microalga Scenedesmus sp., €
clorofilada, unicelular e uninucleada e pertencem a familia Scenedesmaceae, género
Scenedesmus. Tal microalga € mais comum em agua doce, podendo ser encontrada
com menor freqiéncia em aguas salobras, com salinidade entre 0,05 e 3% de sais
(500 a 30000 ppm). Possuem forma elipsoidal, colbnias lineares e agrupadas em
nameros de 4, 8, 16 ou 32. Este trabalho teve como objetivo o estudo da cinética de
crescimento da microalga Scenedesmus sp. em meios salobros, através producdo
de dois meios de cultivo sintéticos com adicdo dos sais NaCl e MgClz, visando a
possibilidade de posteriores aproveitamentos de aguas salobras para a producédo de
microalgas. Foi verificado se a presenca dos sais tem influéncia no crescimento de
tais microrganismos. Analisando as curvas de crescimento microbiano da microalga
Scenedesmus sp., observou-se que nos meios contendo o cloreto de magnésio a
fase Lag ou de laténcia praticamente ndo ocorreu, com exce¢cdo do meio com
concentracdo de 8000 mg.L?, indicando que a microalga demorou menos tempo
para se adaptar ao meio com adicdo de MgClz, se comparado com 0S meios
contendo NaCl. Constatou-se também que a influéncia do ion cloreto no crescimento
da microalga foi diminuida devido a presenca dos ions sodio e magnésio, que séo
nutrientes importantes no metabolismo celular. Analisando os parametros cinéticos
calculados (velocidade maxima de crescimento, produtividade em biomassa e tempo
de geracéo), observou-se que os melhores resultados foram obtidos nos meios
contendo cloreto de magnésio, indicando uma melhor cinética de crescimento nestes
meios, se comparado com os que continham NaCl. Isto ocorreu devido ao fato de
gue o Mg é classificado como um macronutriente ou nutriente essencial, importante
para o metabolismo celular da microalga e o sédio um micronutriente (necessario em
menores quantidades), sendo mais observada a influéncia daquele ion no
crescimento da microalga do que dos ions de sodio. Baseado nos resultados
cinéticos obtidos, constatou-se a possibilidade de crescimento da microalga
Scenedesmus sp. em meios salobros.

Palavras-chave: Microalgas. Cinética. Microbiologia.



ABSTRACT

Microalgae are unicellular microorganisms that can grow in both freshwater and
saltwater. They are chlorophyll and are practically in all kinds of water on the planet.
Its cultivation is increasingly attracting interest since the applicability has been
observed in several segments, such as in the treatment of water, nutrition and energy
generation. The microalgae Scenedesmus sp. is chlorophyllated, unicellular and
uninucleate and belongs to Scenedesmaceae family, genus Scenedesmus. This
microalgae is more common in fresh water and can be found less frequently in
brackish water with salinity between 0.05 and 3% salts (500-30000 ppm). It has
ellipsoidal shape, linear colonies and grouped in numbers 4, 8, 16 or 32. This study
aimed growth kinetics study of microalgae Scenedesmus sp. in brackish means, by
producing two synthetic culture media with the addition of NaCl and MgCl2 salts, with
a view to possible subsequent utilizations of brackish water for the production of
microalgae. It has been found that the presence of salts influences the growth of
such microorganisms. Analyzing the microbial growth curves of the microalgae
Scenedesmus sp., it was noted that, in the means containing magnesium chloride,
the Lag phase or latency hardly occurred, with the exception of media with
concentration of 8000 mg.L™?, indicating that the microalgae took less time to adapt to
the medium with addition of MgClz, compared with media containing NaCl. It was
also found that the influence of chloride ion in the growth of microalgae was
decreased due to the presence of sodium and magnesium ions, nutrients that are
important in cellular metabolism. By analyzing the calculated kinetic parameters
(maximum growth rate, productivity of biomass and generation time), it was observed
that the best results were obtained in media containing magnesium chloride,
indicating a better growth kinetics in these media compared to those containing NaCl.
This was due to the fact that Mg is classified as a macronutrient or essential nutrient,
important for cell metabolism of microalgae, and sodium is classified as a
micronutrient (required in smaller amounts). The influence of that ion (Mg) in
microalgae growing has been more observed than sodium ions influence. Based on
the kinetic results, the possibility of the microalga Scenedesmus sp growth. in
brackish means has been verified.

Keywords: Microalgae. Kinetics. Microbiology.
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1. INTRODUCAO

No nordeste brasileiro a principal forma de obtencdo de agua potavel se da
através da captacdo de aguas subterraneas, que na maioria das vezes sdo aguas
salobras, e, por isso necessitam ser dessalinizadas, o0 que gera um rejeito
concentrado, que possui altas concentracdes de sais minerais. Um mal manejo
deste rejeito pode causar varios problemas ambientais, tais como a saliniza¢do do
solo e infertilidade da terra. Neste cenario as microalgas despontam como uma
alternativa na purificacdo destas aguas residuais, ja que tais microrganismos
assimilam o0s nutrientes presentes no rejeito salobro, incorporando-os em sua
biomassa, que posteriormente pode ser utilizada na producdo de biocombustiveis
(MORIOKA, et al., 2014)

A producdo de biomassa realizada pelas microalgas (polissacarideos,
proteinas, lipidios e hidrocarbonetos), também pode ser aplicada na alimentacao
humana e de animais, na producdo de determinados compostos quimicos e na
captacdo de dioxido de carbono na atmosfera. Na producédo de biocombustiveis este
microrganismos possuem grande potencial devido ao alto teor de lipideos
produzidos, que podem ser extraidos atravées de solventes organicos.

No ciclo de crescimento das microalgas pode-se destacar quatro fases, sendo
a primeira a fase lag, onde as células ainda nédo estdo se dividindo, e sim ainda
estdo na fase de sintetizacdo dos constituintes celulares. A ocorréncia desta fase
depende de fatores como idade e concentracdo do inoculo e das condi¢cdes de
incubacdo. A segunda fase é a de aceleracdo onde grande quantidade de células
esta se multiplicando. A terceira fase € chamada de exponencial, log ou logaritmica,
onde as células se duplicam de forma exponencial. Na fase de desaceleracdo uma
guantidade crescente de células ndo esta mais de multiplicando. Ja na fase
estacionaria a taxa de geracdo de células € a mesma da taxa de morte. Tal fase
ocorre devido a diminuicdo da disponibilidade dos nutrientes, a presenca de
componentes toxicos e mudancas ambientais. A Ultima fase ¢ a de morte onde a
quantidade de células que sao geradas sao bem inferiores as que estdo morrendo

E importante frisar que mudancas nas concentra¢cbes de sais afetam os

microrganismos no que envolve a perturbacdo osmotica a qual os mesmos sao



submetidos, afetando a quantidade de agua intracelular, o estresse causado pelo
aumento ou diminuicdo da concentracdo de ions dentro da célula e por ultimo afeta
a permeabilidade seletiva de ions da membrana celular. O termo ajuste osmatico é
utilizado para descrever as mudancas bioquimicas e fisiolégicas que ocorrem,
devido ao estresse causado pelo sal contido na agua, na estrutura celular das algas.

Uma quantidade finita de solutos organicos podem ser utilizados para o ajuste
da pressdo osmotica interna das microalgas quando ocorre mudanca na salinidade
externa, sendo os mais utilizados pelos organismos halotolerantes (que se adaptam
ao meio salino) o glicerol e a prolina. Além desses pode-se utilizar solutos
osmorregulatérios organicos ou ions inorganicos. A concentracdo maxima de sal que
a microalga suporta € funcéo da sua capacidade de manter 0s ions necessarios para
as funcbes metabodlicas. Sendo assim podem-se estipular valores maximos e
minimos de tolerdncia ao sal que ndo afetem a vida destes microrganismos. E
observado também que um aumento significativo na concentracdo de sais pode
ocasionar uma inibicdo na atividade fotossintética da microalga, diminuicdes bruscas
na quantidade de sais afetam a fotossintese das microalgas que possuem paredes
celulares fortes e as que possuem parede celular mais fraca se mostram mais
sensiveis as mudancas na salinidade da dgua (HELLEBUST, 1985).

O Laboratério de Referéncia em Dessalinizacdo — LABDES, localizado na
Universidade Federal de Campina Grande ¢é atual referéncia no estudo e
aprimoramento de tecnologias de reuso, purificacdo, dessalinizacdo da agua. Além
disso vem buscando por tecnologias alternativas no ambito bioldgico, procurando
sempre métodos alternativos de tratamento de efluentes, que visam a diminuicdo de
custos e impacto ambiental.

O presente trabalho procurou estudar a cinética de crescimento da microalga
Scenedesmus sp. em meio de cultivo com adicdo dos sais NaCl (cloreto de sédio) e
MgCl2 (cloreto de magnésio), avaliando a adaptacdo do microrganismo em tais
meios, bem como parametros cinéticos serdo observados e estudados, verificando
em que situacdo a microalga obteve melhor cinética de crescimento, visando o

cultivo de tal microalga em aguas salobras.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o potencial de producdo de biomassa da microalga Scenedesmus sp.

em meios salobros, através da cinética de crescimento, visando a possibilidade de

reaproveitamento futuro de aguas salobras.

2.2 Objetivos Especificos

A partir dos valores médios das concentracdes celulares analisar as
curvas de crescimento da microalga nos meios com a adicdo de sais,

comparando com o0 meio de controle (sem adi¢céo de sais).

Verificar em qual meio a microalga levou mais tempo para se adaptar

devido a adicao do NaCl e MgCl..

Estudar se, devido ao fato do magnésio ser um macronutriente e o sodio
um micronutriente, importantes para o crescimento celular, a presenca de
tais ions nos meios salobros vai proporcionar o crescimento da microalga,

diminuindo a influéncia dos ions cloreto presentes nos meios salobros.

Através dos dados obtidos realizar célculos cinéticos de velocidade
maxima de crescimento, produtividade em termos de biomassa e tempo

de geracéo.

Analisar a cinética de crescimento de cada meio, comparando sempre

com o meio de controle.

Verificar o desempenho da producdo de biomassa e realizar a
comparacao entre 0s meios com 0s sais cloreto de sodio e cloreto de

magneésio.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1Algas

Conforme afirma Delabary, (2012) as algas englobam uma enorme gama de
organismos, 0S quais apresentam estrutura celular interna eucariorticas (ou
eucariotas). As células eucaridticas apresentam estrutura celular mais complexa,
onde as organelas sdo delimitadas por membranas. Tais células apresentam um
tamanho maior, se comparadas com as procaridticas. Dentre as organelas celulares
pode-se destacar as mitocondrias e cloroplastos, 0s quais estdo presentes em
células fotossintetizantes. Estas organelas atuam em processos celulares que
produzem energia (através da respiracdo e fotossintese). A Figura 01 ilustra a

estrutura celular eucariotica.

Eucariotas
Mucleolo Mitocondria

Retlculo
Endosplasmatico

Figura 01 — llustracao célula eucarittica.
Fonte: http://denilsonbio.blogspot.com.br/2012/03/blog-post.html

De acordo com Lourenco, (2006) baseado em suas diferencas, as microalgas
recebem suas subdivisbes baseadas em: numero de células (unicelulares ou
pluricelulares), dimensao, recebendo a denominacdo de microalgas as algas que

apresentam dimensdes microscépicas e as macroalgas, as espécies que possuem
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dimensdes macroscopicas, as quais podem atingir altura superior a 30 metros para
espécies marinhas. Podem viver em coldnias ou vida livre e contém clorofila, dando
a coloracao verde na maioria dos casos e a depender do pigmento mais abundante

podem apresentar coloragdo marrom e vermelha.

3.1.1 Ambito Histérico

Russo, (2011) mostra que o interesse em se utilizar microalgas em escala
industrial ocorreu primeiramente na Alemanha, no periodo da Segunda Guerra
Mundial, sendo utilizada principalmente como uma alternativa barata para a
obtencdo de proteinas, ja que a principal fonte de tal nutriente, a carne animal,
estava escassa na época. Posteriormente muitos estudos foram realizados por parte
dos EUA e Japédo no sentido de aprimoramento das culturas, porém sem sucesso.
Na década de 70 os progressos ocorreram na utilizacao de culturas na producao de
pigmentos, suplementos alimentares e vitaminas no ramo da industria farmacéutica.
Nessa mesma década, em virtude das duas crises petroliferas de 1973 e 1979, o
Departamento de Energia dos EUA comecou a investigar o potencial das microalgas
na producdo dos bicombustiveis. Para isso, o National Renewable Energy
Laboratory (NREL) e o Departamento Americano de Energia comecaram a produzir
biodiesel a partir de microalgas, as quais eram cultivadas em tanques. A iniciativa de
tais 6rgaos ficou conhecida com Aquatic Species Program, contudo devido a falta de
financiamento a producao cessou no ano de 1996.

Com relacéo a utilizacdo atual das microalgas e suas aplicacdes Baumgartner
et al., (2013) afirmam que os usos dos cultivos de tais microrganismos sao inumeros
e a biomassa produzida é utilizada para os mais variados fins, podendo-se citar a
alimentacdo humana e animal por meio dos suplementos alimentares, industria de
cosmeticos, tratamento de aguas residuarias e na producdo de biocombustiveis.
Esse avanco observado na aplicabilidade e utilizacdo deste microrganismo se da
principalmente ao aumento das atividades, processos e aplicacdes que envolvem as
microalgas, ja que as substancias por elas produzidas, tais como acidos graxos poli-
insaturados, carotendides, ficobilinas, polissacarideos, vitaminas, esterois e varios

compostos bioativos naturais. Diante do exposto, o estudo mais aprofundado e o
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desenvolvimento de técnicas de melhoramento na produgcdo de biomassa tem se

mostrado uma grande possibilidade e revelado uma importancia primordial.

3.1.2 Microalgas

Schmitz, et al., (2012) destacam que as microalgas sdo um grupo bastante
diversificado de microrganismos. Tais seres sdo aquaticos, sendo na maioria das
vezes microscépicos e unicelulares, possuem a capacidade de formacao de colbnia,
nao acontecendo, porém com todos os tipos de microalgas e apresentam pouca ou
nenhuma diferenciacdo celular. O termo “microalga” consegue abranger os
microrganismos algais que possuem clorofila a bem como outros pigmentos que 0s
tornam capazes de realizar a fotossintese. Sendo assim, como definicdo geral pode-
se dizer que microalgas sdo seres fotossintetizantes que, com a combinacdo de
agua e dioxido de carbono do ar atmosférico, juntamente com luz solar sdo capazes
de produzir diversas formas de energia, produzindo assim biomassa, que Sao 0s
polissacarideos, proteinas, lipidios e hidrocarbonetos. Tais compostos podem ser
empregados na producgdo de biocombustiveis e suplementos alimentares e também
na absorcdo do dioxido de carbono da atmosfera, que é liberado através do
escapamento de veiculos, no setor industrial, entre outros (ANDRADE E COSTA,
2008).

As microalgas sdo microrganismos com estrutura celular eucariotica sendo
representadas pelas divisées Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta
(Prymnesiophyta), Heterokontophyta (Bacillariophyceae, Chrysophyceae,
Xantophyceae etc.), Cryptophyta e Dinophyta. Tais divisdes seguem alguns critérios,
sendo eles: os tipos de pigmentos, a natureza quimica dos produtos de reserva e 0s
constituintes da parede celular. Além destes também sdo observados parametros
celulares e morfologicos tais como presenca de flagelos nas células e sua estrutura,
0 modo como ocorre a divisdo celular e como séo formados os nucleos, bem como a
observacéo do envoltdrio presente nos cloroplastos. (TOMASELLI, 2004)

As principais linhagens de tais microrganismos sao descritas por Raven et al.,
(2005). Primeiramente as diatomaceas (Bacillariophyta), que contabilizam um

namero aproximado de 100.000 espécies e sao tidas como a espécie que domina o
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fitoplancton dos oceanos. Tais algas apresentam silica como constituinte da parede
celular e reservam o carboidrato através do 6leo ou polimeros de carboidrato, que
sdo chamados de crisolaminarina. As algas verdes (Chlorophyceae) abrangem cerca
de 17.000 espécies e sao encontradas em agua salgada ou doce. A producédo
energética desse tipo de microalga é feita principalmente em forma de amido. Outro
tipo sé@o as cianobactérias (Cyanophyta), que desempenham um importante papel na
atmosfera na captagédo do COz. Elas possuem cerca de 2.000 espécies e podem ser
encontradas nos mais diversos ambientes. Por ultimo pode-se destacar as algas
douradas (Chrysophyceae), tendo por volta de 1.000 espécies, sendo a sua maioria
de agua doce. Delabary, (2012) mostra na Tabela 01 os diferentes tipos de

microalgas e suas caracteristicas principais.

Tabela 01 — Tipos de algas e suas caracteristicas.

Grupo de . . Parede Principais
Algas Nome comum Morfologia Pigmentos Reserva Celular Habitats
Clorofila Agua doce,
Chlorophyta Algas verdes Unicelular Folhosa aeb Amido Celulose solos e
marinhos
. Unicelular Clorofila . Auséncia de Agua doce e
Euglenophyta Euglenoide Flagelada aeb Paramilo Parede marinhos
. . Unicelular Clorofila . Principalmente
Dinoflagellata  Dinoflagelados aec Amido Celulose .
Flagelada . marinhos
xantofila
Dois )
Clorofila componentes Agua doce,
Chrisophyta Diatomacea Unicelular aec Lipideos sobrepostos, solos e
compostos marinhos
por silica
Filamentosa/folhosa Clorofila
Phaeophyta Algas marrons . aec Lammarina Celulose Marinhos
pode ser macica .
xantofila
Clorofila a
Algas Unicelular ed Amido das
Rhodophyta 9 Filamentosa xantofila . Celulose Marinhos
vermelhas . florideas
Folhosa Ficocianina
Ficoeritrina

Fonte: DELABARY, (2012)

Observando o metabolismo energético das microalgas Satyanarayana et al.,
(2010) afirmam que a principal forma de obtencdo de energia de tais seres é a
autotrofica através da fotossintese, onde é utilizada a energia luminosa para o
processamento da reagdo entre o CO2 e a agua dando como produto o acgucar
CesH120s. A célula utiliza o carbono fixado como glucose para a sintese das outras

moléculas que desempenham um importante papel na célula. Tais moléculas podem
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ser produzidas por diferentes caminhos metabdlicos sendo eles a glicolise, ciclo de
Krebs, sintese de lipideos, sintese de aminoacidos, entre outros. Porém as
microalgas podem realizar a obtencdo de energia pelo processo heterotréfico de
fixacdo do carbono orgénico, ou também podem combinar os dois processos
(autotréfico e heterotréfico). Nesse caso o0 processo é chamado de mixotréfico, onde
se utiliza a energia luminosa para a realizacdo da fotossintese, bem como o carbono

organico para obtencéo de energia.

3.1.3 Divisao Chlorophyta

7

Delabary, (2012) discorre que a divisdo Chlorophyta, que € representada
pelas algas verdes compreendem organismos microscopicos e macroscopicos,
habitam naturalmente em ambientes de agua doce (dulcicolas), salobros e
marinhos. O numero aproximado de organimos desta divisdo € de 17.000, sendo
divididos nas seguintes classes: Micromonadophyceae, Charophyceae, Ulvophyceae
e Chlorophyceae. No grupo das algas Chlorophyta é observado uma grande
variedade morfoldgica, onde se observa que as algas possuem clorofilas a e b,
caroteno e xantofilas. A celulose participa da composicdo da parede celular e tais
microrganismos acumulam o amido (a-1,4-glicano) como sendo o carboidrato de
reserva. Como outra caracteristica destacam-se os cloroplastos que sdo envoltos
por duas membranas, atuando como um envelope. Estas estruturas ndo possuem
reticulo endoplasmatico e os trilacéides (sistema de membranas em forma de
vesiculas achatadas, onde se alocam as moléculas de clorofila, responsaveis pela
captacdo da energia luminosa utilizada no processo de fotossintese) sdo empilhados
(BONINI, 2012).

3.1.4 Género Scenedesmus

Bicudo & Menezes (2006) relatam que o total de divisbes e classes das
microalgas sdo onze e trinta, respectivamente. Dentro da divisdo Chlorophyta

encontra-se a classe Chlorophyceae, familia Cnedesmaceae e género

8



Scenedesmus. As microalgas que fazem parte do género Scenedesmus séo seres
clorofilados unicelulares e uninucleados que vivem em forma de colbnia, com o
namero de células variando entre 2, 8, 16 ou 32 e sao flutuantes na agua, tendo a
caracteristica de nutricdo para o zooplancton, podendo ser Gtil na aquicultura. Tais
microalgas sdo encontradas principalmente nos locais eutréficos, ou seja, com
grande concentracdo de nutrientes. Quanto a colonizacdo da microalga
Scenedesmus, a mesma se da por auto esporulacdo, onde um célula produz uma
colénia com um numero fixo de célula, sendo essas colonias chamadas de cendbio.
Quanto ao teor de lipideos encontrado nas células, este varia de espécie para
espécie (DZUMAN, 2013). A Tabela 2 mostra o teor de lipideos encontrados em
algumas espécies de microalgas do género Scenedesmus.

Tabela 02 — Teor de lipideos para espécies de microalgas do género Scenedesmus.

Microalga Teor Lipidico (%)
Scenedesmus obliquos 13,0
9,4
14,1
Scenedemus quadricauda 18,4
Scenedemus sp. F&M-M19 19,6
Scenedemus sp. DM 21,1

Fonte: Dzuman, (2013)

3.2  Metabolismo Energético

E necessaria uma fonte energética para o crescimento das microalgas, seja
essa fonte proveniente da energia luminosa, que esta relacionada com o
crescimento autotréfico ou proveniente de um composto organico para o
crescimento heterotrofico. A fonte de carbono no crescimento autotréfico € o CO2 do
ar atmosférico ou o HCOs" dissolvido na agua, bem como macronutrientes (NPK) e
0S micronutrientes, que sao 0s metais e em alguns casos as vitaminas. Dentre os
autotroficos Delabary, (2012) destaca que ha os seres fotoautotroficos, que captam
a energia unicamente da luz e os heteroautotréficos ou quimioautotréficos, que

através dos compostos inorganicos e ions conseguem absorver a energia



necesséaria ao seu metabolismo. Na realizacdo da fotossintese sdo produzidas as
biomoléculas necessarias a célula, sendo elas os polissacarideos, proteinas,
lipideos e acidos nucléicos. Ja no cultivo heterotrofico a fonte de energia e carbono
utilizados pela célula sdo compostos orgéanicos produzidos por outros organismos.
No cultivo mixotréfico séo utilizados a luz, compostos organicos e inorganicos como
fonte energética e de CO2. (FRANCO, 2013).

Referente ao mecanismo fotoautotréfico, mecanismo em que a energia
necessaria para o metabolismo celular é obtida através da luz, Delabary, 2012
mostra que no processo de fotossintese ha a conversdo da energia luminosa
(substrato) em energia quimica. Desse modo a atividade fotossintética ira influenciar
no crescimento microalgal, notando-se que maiores intensidades luminosas irdo
acarretar em maiores taxas especificas de crescimento. Porém Yan et al., (2011)
destacam a necessidade de se manter um equilibrio, pois uma baixa iluminacdo néo
fornece uma quantidade suficiente de energia para a realizacdo da fotossintese,
enquanto que uma alta luminosidade pode acarretar na fotoinibicdo, em que se
desestrutura fisiologicamente a célula ndo permitindo, assim, taxas satisfatorias de
atividade fotossintética.

Ja sobre o cultivo heterotréfico Lopes, (2014) comenta que 0S compostos
organicos que sao utilizados pelas microalgas como fonte de energia e carbono sao
o glicerol, glicose e acetato. Tal mecanismo apresenta vantagem em relacdo ao
autotrofico, jA que um maior controle no processo de cultivo dos microrganismos é
possivel, bem como baixo custo e uma maior concentracdo de biomassa obtida. No
processo mixotrofico é observada a utilizagdo das fontes de carbono tanto obtida
pelo ar atmosférico, através do CO2, como atraves de fontes organicas, tal como
ocorre no mecanismo heterotrofico, o0s dois processos acontecendo

simultaneamente.

3.2.1 Fotossintese

Os microganismos capazes de realizar a fotossintese sao os fotoautotréficos
e 0s mixotroficos. Tal processo é abordado por Alberts et al., (1997) como sendo a

conversdo de energia luminosa por parte dos organismos fotoautotréficos em
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energia quimica sob a forma de carboidratos. Azeredo, (2012) destaca que tal
processo, em células eucariéticas ocorre nos cloroplastos, que possuem camadas
lipoproteicas chamadas de tilacoides e uma fase aquosa, a qual € chamada de
estroma. A for¢ca motriz na fotossintese € a energia luminosa captada pela clorofila
ou outros pigmentos, que ird desencadear uma reagcdo de oxirreducdo, onde ha a
doacdo de elétrons pela molécula de &gua provocando a reducdo do CO:2 para
carboidratos, obtendo como produto o O2z. A reacao global da fotossintese pode ser
dividida em duas reacdes secundarias. A primeira depende da luz para a sua
ocorréncia, a chamada fase clara, e a segunda é independente da incidéncia de luz,
a chamada fase escura.

As reacdes de claro ocorrem nas membranas fotossintéticas, ou seja, nos
tilacoides, localizados nos cloroplastos. Nestas estruturas ocorre a conversao da
energia luminosa em NADPH: (Nicotinamida adenina dinucletideo fosfato mais dois
ions de H*) que atua como um redutor bioquimico e ATP (Adenosina Trifosfato), um
composto altamente energético (MASOJIDEK et al., 2004). As chamadas reacdes de
escuro sao as reacoes de fixacdo e reducdo do carbono a compostos organicos, na
maioria agucares, e ocorre a partir dos produtos da reacdo de claro (NADPH: e
ATP). As reacgdes ocorrem no estroma, que é a matriz fluida do cloroplasto, onde
estdo localizadas as enzimas que catalisam tais reagdes. O NADPH2 e ATP atuam
na sintese de carboidratos a partir de CO:z e 4gua (KLUGE et al., 2015). A Figura 02

mostra o esboco das reacdes intracelulares na fotossintese.

Reagdo Fotoquimica Reacdo Quimica

Luz H,0O

Estroma

rilacdide
NADP

Figura 02 — Esquema das Reac8es da Fotossintese.
Fonte: Dzuman, (2013)
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A reacdo global da fotossintese é escrita da seguinte forma:

6CO, +12H,0+luz - C,H,,0, +60,+6H,0 (@

A Figura 03 mostra o grafico da taxa de fotossintese em funcdo da
intensidade luminosa (AZEREDO, 2012). Levando-se em conta que um dos
produtos finais da fotossintese € o Oz, pode-se medir a eficiéncia fotossintética dos
microrganismos através a producdo de Oz em fungdo da intensidade luminosa,

mostrada através da Figura 03, sendo a inclinagéo inicial a =P, /1., onde Ik € a

saturacdo da irradiacdo e Pmax € a taxa maxima de fotossintese. Quando h& locais
com baixa intensidade de luz é observado que a fotossintese depende linearmente
da intensidade luminosa. Em contrapartida com o aumento desenfreado da
intensidade luminosa observa-se que o processo fotossintético torna-se cada vez
menos eficiente, verificando-se que o aumento na irradiagdo de luz ndo provoca

nenhum aumento na atividade fotossintética. Este fenbmeno é conhecido por

fotoinibic&o.
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Figura 03 - Comportamento da taxa de fotossintese em fungéo da intensidade luminosa.
Fonte: Azeredo, (2012).
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3.3Métodos de Cultivo

As microalgas podem ser cultivadas em sistemas abertos e fechados. Nos
abertos tais microrganismos sao produzidos em lagoas ou tanques ao ar livre em
regime de batelada. Nos sistemas fechados sao utilizados os chamados
fotobiorreatores que sao sistemas utilizados para o cultivo de células fotossintéticas
(as microalgas), os quais utilizam uma fonte luminosa natural ou artificial. (RUSSO,
2011)

Em relacao aos métodos de cultivo abertos Xu, et al., (2009) destacam que as
lagoas fotossintéticas sdo tanques abertos, com profundidade baixa, ndo mais que
35 cm, para que o CO2 presente no ar atmosférico penetre no meio de cultivo e para
iluminacdo uniforme das células. Apesar de ser um sistema de facil instalacdo e
manutencao as lagoas apresentam um grande risco de contaminacgao e variacdo das
condi¢cbes de cultivo, sendo elas a intensidade solar, temperatura, homogeneidade
de nutrientes, diluicdo do meio de cultivo devido a chuva, entre outros fatores. Desse
modo as microalgas cultivadas ficam sujeitas a variagbes no seu metabolismo,
diminuindo a producao de biomassa. A Figura 04 mostra uma imagem de uma lagoa

fotossintética.

Figura 04 — Lagoa Fotossintética.
Fonte: Miranda, (2011)
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Quanto ao método de cultivo fechado os fotobiorreatores se caracterizam pelo
processo continuo de producdo, possuindo regime de escoamento laminar ou
turbulento, com necessidade de controle de parametros como velocidade, vazéo,
concentracdo de nutrientes e temperatura (SOARES et al.,, 2011). Existem varios
tipos de fotobiorreatores fechados, os quais sdo implantados em grande escala e
oferecem vantagens e desvantagens, sendo a escolha de qual tipo utilizar funcéo de
fatores como o tipo de alga a ser cultivada e a eficiéncia atingida (XU, et al., 2009).

Um tipo de fotobiorreator utilizado € o de placas, que consiste de placas finas
verticais ou inclinadas, dependendo da localizagdo da fonte luminosa. Este
equipamento tem a vantagem da alta taxa de iluminacdo e baixo acumulo de
oxigénio dissolvido se comparado com outros fotobiorreatores, bem como a
facilidade de escalonamento. Porém é contraindicado para alguma espécies de
microalgas, pois as células aderem as paredes do reator, prejudicando a absor¢éo
de luz (XU, et al., 2009). A Figura 05 mostra o esquema de um reator tipo placas.

4

Figura 05 — Fotobiorreator tipo placas.
Fonte: Kochem, 2010.
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Outro tipo € o tubular (Figura 06), caracterizado por tubos transparentes, lado a
lado, com didametro maximo de 10 cm, para que nao haja diminuicdo da eficiéncia
fotossintética. As algas sdo movimentadas no interior dos tubos através de bombas
ou de sistemas tipo airlift, oferecendo menor cisalhamento, possibilitando que os
gases CO2 e O2 se mantenham em concentragBes equilibradas, devido a aeracao
(XU, et al., 2009).

From
degassing
column

Y North
»
7
A
5
South
> To degassing

i Y

Figura 06 — Fotobiorreator Tubular.
Fonte: Kochem, 2010.

3.4 Vantagens da producao de microalgas

Gris et al., (2010) destacam que as vantagens de se produzir microalgas nao
estdo somente relacionadas a producdo de biomassa e lipideos e a biofixacdo de
CO2. Outros fatores também se mostram determinantes para a producdo de tais
microrganismos, sendo eles: a possibilidade de se produzir microalgas durante todo
0 ano, bastando, somente ter disponibilidade de luz e temperatura apropriada,;
apesar de crescerem em meios aquosos ndo precisam de grande quantidade de
agua doce, como plantas terrestres, podendo até se desenvolverem em agua
salgada e salobra; os nutrientes que sdo fatores limitantes para o crescimento
(nitrogénio e fosforo) podem ser obtidos em aguas residuais, além do que é

fornecido no meio de cultivo, mostrando o potencial para o tratamento de agua; a
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depender do(s) produto(s) que se quer obter, pode-se variar as condi¢cdes
ambientais e os componentes do meio para obté-los.

Apesar das vantagens citadas Brennan & Owende, (2010) e Mata et al.,
(2010) defendem que pesquisas ainda devem ser feitas no sentido de tornar a
fixacdo de CO:z e a producdo de biomassa mais vidvel economicamente. Segundo
tais autores as pesquisas devem abordar 0s seguintes aspectos: alcancar uma
maior eficiéncia fotossintética desenvolvendo-se sistemas continuos de producéo,
buscar diminuir a evaporacdo da agua, bem como as perdas de CO: por difusdo e

realizar mais pesquisas em larga escala.

3.5 Fatores que afetam o crescimento das microalga s

Em se tratando do crescimento das microalgas, e consequente producéo de
biomassa € observada a necessidade da combinacao de fatores bioldgicos e fisico-
quimicos, bem como o controle rigoroso de tais parametros, sendo constatado que
um mau gerenciamento destes fatores acarreta em uma baixa produtividade de
biomassa. Os fatores biol6gicos observados sao as taxas metabdlicas da espécie ou
espécies do cultivo e os fisico-quimicos relacionam-se com a temperatura,
intensidade luminosa, mistura e aeracao, disponibilidade de nutrientes, bem como o
pH do meio (SOARES, 2010; MORAIS, 2011). Nos préximos sub-tépicos é
apresentada a discussao de alguns dos parametros que influenciam o crescimento

das microalgas.

3.5.1 Temperatura

Lourenco, (2006) observa que um dos fatores que mais afetam a producéo de
microalgas € a temperatura. O controle de tal fator deve ser feito baseado nas
necessidades de cada espécie de microalga e o fim para o qual esta se cultivando
estes microrganismos. O impacto da temperatura pode ser minimizado através da

aeracado do inoculo, o que aumenta a taxa de crescimento das microalgas.
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De acordo com Sutherland et al. (2015), quando estdo em seus habitats
naturais, as microalgas sdo submetidas tanto a variagbes de temperatura diérias
(com relacdo ao dia e noite), quanto a variacbes sazonais (inverno e verao),
causando impacto nas taxas de fotossintese e respiracdo das mesmas. A maioria
das espécies de microalgas possuem uma faixa de temperatura 6tima entre 15 e
25°C, em que a producao de biomassa é favorecida. Acima ou abaixo deste intervalo
0 crescimento de tais microrganismos é afetado, ja que quando se esta abaixo da
faixa Otima de temperatura a taxa de fotossintese € afetada e quando se esta acima
desta faixa de respiracdo também é afetada.

E observado que aumentos na temperatura aumentam o teor de proteinas e
diminuem o teor de carboidratos e lipideos das células. Outro efeito recorrente em
muitas espécies € a diminuicdo dos percentuais de acidos graxos insaturados e
aumento nos percentuais de &cidos graxos saturados da fracdo lipidica com o
aumento da temperatura. O percentual de acidos graxos insaturados tem relacéo
com a fluidez da camada fosfolipidica da membrana celular, que diminui com a
quantidade de insaturacdo na cadeia. Tal diminuicdo provoca a interrup¢cdo nos
processos de dessaturacdo das cadeias de &cidos graxos, quando em altas
temperaturas (SOARES, 2010).

3.5.2 Intensidade Luminosa

A luz se destaca como um dos fatores cruciais no crescimento das microalgas
fotoautotrdéficas, ja que a quantidade de luz que é absorvida pela célula ir4 provocar
uma maior fixagdo de carbono, acarretando em uma maior produgéo de biomassa e
maiores taxas de crescimento de microalgas (SOARES, 2010).

Suh e Lee, (2003) enfatizam que a faixa do espectro de luz que é absorvida
estd entre 400 e 700 nm. Tal absorcdo € realizada pelos pigmentos
fotossintetizantes presentes na célula, os quais sdo classificados em clorofilas,
carotendides e ficolibinas, tendo cada um diferente capacidade de absorcao de luz,
variando de comprimento de onda para comprimento de onda.

Uma vez fornecida em excesso, a luz pode provocar na célula da microalga

um estresse oxidativo e danos causados pelos excesso de luz, chamados de
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fotoinibicdo, diminuindo, assim a atividade fotossintética. E observado que quando a
célula absorve uma quantidade de luz maior do que a sua capacidade bioquimica, o
excedente é liberado na forma de calor ou fluorescéncia. Por outro lado, quando ha
uma deficiéncia na intensidade luminosa fornecida ao microrganismo ocorre um
aumento na concentracdo de pigmentos celulares relacionados a absorcédo de luz,
tais como a clorofila. Tal mecanismo pode levar ao auto sombreamento interno, que
€ chamado efeito de pacote, onde a eficiéncia da absor¢cdo da luz diminui com o
aumento da concentracao de clorofila (SUTHERLAND et al., 2015).

3.5.3 Mistura e Aeracgéo

A constante mistura do inéculo no cultivo de microalgas é importante devido a
diversos fatores, tais como o aumento da absor¢cao de luz por parte dos pigmentos
intracelulares, manter as células sempre em suspensdo, evitar a estratificacao
térmica, aumentar as trocas gasosas, bem como a disponibilidade de nutrientes. A
combinacdo de tais fatores ira influenciar na producdo de biomassa (SUH; LEE,
2003).

Com relacdo aos sistemas de mistura e aeracdo Soares, (2010) mostra que
qguando o cultivo de microalgas é realizado em escala de laboratério, pode-se utilizar
da aeracgdo, através de pequenas bombas, que, além de injetar uma quantidade de
ar contendo CO:2 (nutriente necessario para a producdo de biomassa), promove
também a mistura da suspensao, mantendo assim, as células sempre suspensas no
meio. Tal processo € feito através de mangueiras colocadas dentro do frasco onde
estdo sendo cultivadas as microalgas. Na produgcdo em maior escala que a de
laborat6rio, em tanques pequenos, por exemplo, também pode ser utilizada a
aeracdo para agitacdo do meio. Porém em tanques grandes € necessaria a
utilizacdo de pas giratdrias ou recirculacdo da cultura por bombeamento para uma

distribuicdo uniforme das células seja feita.
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3.5.4 Disponibilidade de Nutrientes

Segundo Choi e Lee, (2015) para a realizacdo da fotossintese além de luz é
necesséria a presenca de nutrientes igualmente importantes para o desenvolvimento
das microalgas, sendo eles os macroelementos e oligoelementos, tais como Co, Mo
e Mn, bem como vitaminas, sendo elas a cianocobalamina e tiamina, entre outras.
Para um crescimento 6timo das células é necessaria a adicao de tais elementos em
propor¢cdes estequiométricas. Para a maioria das espécies de microalgas é
observado que o carbono constitui um dos mais importante nutrientes, sendo
encontrado nos meios de cultura na forma de COg2, acido carbonico (H2COs),
bicarbonato (HCOz) ou carbonato (COs?) (SOARES, 2010).

Baumgartner, et al., 2013 comentam que no desenvolvimento de um meio de
cultivo devem ser observados fatores como a concentracao total de sais no meio, a
fonte de carbono, bem como o seu fornecimento de forma suficiente para o
crescimento da microalga, a fonte de nitrogénio. Deve-se verificar também a
concentragcéo e outros elementos que também sdo nutrientes necessarios tais como
potéssio, fosforo, magnésio, sédio, sulfato, microelementos e por Gltimo a adicdo de
componentes organicos que promovem o crescimento.

Os nutrientes responsaveis pelo crescimento das microalgas podem ser
classificados em macronutrientes ou nutrientes essenciais, sendo eles oxigénio,
nitrogénio, hidrogénio, fésforo, calcio, magnésio, potassio e enxofre e o0s
micronutrientes, requeridos em quantidades menores, que sao ferro, boro, cobre,
zinco, vanadio, molibdénio e sodio. Os ions de sodio sdo responsaveis pela fixacédo
do nitrogénio para a transformag¢ao molecular do nitrogénio em amonia. Devido ao
fato dos ions de soOdio e potassio serem bastante semelhantes, em algumas
situacdes o sodio pode substituir o potassio. No entanto em algumas espécies de
microalgas observa-se que baixos teores do potassio provocam a diminuicdo no
crescimento e na taxa fotossintética e aumento na taxa respiratéria. Quanto ao
magnésio este componente tem a sua importancia na fotossintese, bem como outras
funcdes celulares tais como na agregacao de ribossomos em unidades funcionais e

formacao da catalase, que é uma enzima intracelular (MOURA, et al., 2006)
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Lourenco, (2006) destaca a importancia do carbono entre 0s outros
componentes organicos que sdo sintetizados pelas células, sendo eles proteinas,
acidos nucléicos, vitaminas, entre outros. Se comparado com nitrogénio e fasforo,
por exemplo, é o elemento que esta em maior propor¢cdo nos meios de cultivo para
algas marinhas. Quando a taxa de crescimento celular é alta observa-se um elevado
consumo do carbono disponivel, tornando tal elemento um fator limitante para a
multiplicacdo das células. Pires et al., (2012) observa que elevadas concentra¢cdes
de CO2 no meio aumenta a transferéncia de massa para o0 mesmo, mas reduz o pH,

0 gque pode inibir o crescimento de algumas espécies de microalgas.

3.5.5 pH

Este parametro revela-se como um importante fator a ser observado e
controlado nos cultivos. Sabe-se que a faixa 6tima de pH para a fotossintese esta
entre 7,5 e 10. Na natureza, o pH ao qual as microalgas sdo submetidas varia de
neutro a alcalino (DELABARY, 2012).

Pires et al., (2012) afirmam que para um crescimento 6timo € necessario um
meio com pH por volta do valor neutro, sendo necessario o0 controle deste
parametro. No desenvolvimento da microalga ocorre o consumo do CO2 presente no
meio, acarretando em uma elevacgao do pH. Por outro lado observa-se que aumentos
na concentragdo do CO2 no meio ird provocar uma diminuicdo deste parametro, o
que também prejudica o crescimento de tais microrganismos. Uma forma de controle
€ 0 uso de tempdes, porém se mostra um recurso caro, principalmente para cultivos
em grande escala. Outra alternativa mais barata seria a aeragéo dos cultivos, feita
para suplementar o meio com quantidades extras de carbono, equilibrando o pH,

gue aumenta devido a diminui¢cdo da concentracdo de CO:2 dissolvido.

3.6 Biorreatores

Conforme discorre Fogler, (2009) um biorreator € o recipiente que proporciona

0 crescimento da cultura de células microbianas. Nele ocorrem todas as reacdes
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para a manutencao da vida de tais seres. As reacdes intracelulares sao viabilizadas
por enzimas, que desempenha o papel de um catalisador natural, os quais aceleram
o metabolismo celular. Durante a biossintese ha o consumo dos nutrientes
presentes do meio pela biomassa, que séo as células dos microrganismos, as quais
irdo crescer e produzir mais células e diferentes produtos. Ao consumir 0s nutrientes
as células produzem energia e outras células, por intermédio das enzimas utilizadas
nas diversas reacfes, como ja mencionado. Os produtos podem ser intracelulares,
permanecendo dentro das células ou extracelulares, que sdo excretados para fora
da célula.

A célula possui uma membrana externa, na qual esta contido o citoplasma.
Nele fica o nucleo, onde estad presente o acido desoxirribonucléico (DNA), que
carrega a informacéao genética para a producéo de proteinas e outras substancias, e
os ribossomos, onde estad o acido ribonucléico (RNA), que participa da sintese de
proteinas. Possui também uma parede celular que protege a célula de perturbacgdes
externas. A membrana é responsavel pela entrada e saida de componentes, sendo
esse transporte seletivo. As reacgdes intracelulares sdo classificadas em trés classes.
Na Classe | ocorre a degradacdo dos nutrientes, através do trifosfato de adenosina
(ATP), sendo também chamada de reacdes de suprimento. A Classe Il é a que
ocorre a sintese de moléculas de pequeno tamanho, os aminoacidos, que séo
polimerizados para a producédo das macromoléculas na Classe lll, tais como 0 RNA
e DNA. Outro papel do ATP é transferir a energia que é liberada quando ha a perda
do grupo fosfonado, formando o adenosina difosfato (ADP), tal como é mostrado na
Equacéo 02 (FOGLER, 2009).

ATP+H,O - ADP+P+H,O+ENERGIA (02)

3.7 Crescimento Microbiano

Russo, (2011) entende que ocorre o crescimento celular quando ha o
aumento de todos os componentes quimicos presentes na ceélula, sendo esse

aumento de forma ordenada e quando 0s microrganismos estdo totalmente

21



adaptados ao meio. Desse modo, o crescimento da biomassa é acompanhado pela
duplicacdo de todas as moléculas organicas (proteina, DNA, RNA, entre outras),
sendo este quantificado em termos de numero de células.

Neto, (2010) mostra que, na divisdo binaria, o tempo em que sao formadas
células idénticas a célula mae € chamado de tempo de geracao (tg). Neste intervalo
de tempo acontece a duplicacdo do numero de células, sendo tal fenbmeno
chamado de geracdo. O que se observa na realidade € que nem todas as células
estdo no mesmo periodo de crescimento, sendo tal fato chamado de crescimento
assincrono, ja que o crescimento microbiano nao estd somente associado a divisdo
celular. Porém o que se considera, na maioria dos casos € 0 crescimento sicrono,

onde se considera que todas as células estdo em crescimento simultaneo.

3.7.1 Fases do Crescimento Microbiano

Neste sub-topico serdo mostradas as fases de crescimento microbiano,
guando as células séo inoculadas em um reator de batelada, contendo os nutrientes
necessarios para o crescimento das mesmas, conforme aborda Fogler, (2009).

A primeira fase € chamada de Fase de Laténcia ou Fase lag, onde nao é
observado um crescimento significativo da concentracéo de células. Isso se deve ao
fato de que as células ainda estdo se adaptando ao novo meio para iniciar a
reproducdo, bem como ha a producdo de enzimas para as reacdes intracelulares.
Proteinas de transporte do substrato para o interior das células sao sintetizadas,
bem como outras proteinas que irdo metabolizar o novo substrato e também comeca
a replicagdo do material genético. O tempo de duragédo desta fase depende da
similaridade do meio do qual o inéculo foi retirado e do novo meio ao qual o mesmo
foi adicionado, no reator. Se os dois forem relativamente parecidos esta fase torna-
se quase que inexistente. Do contrario o tempo de adaptacdo das células ao novo
meio sera maior.

A Fase de Crescimento Exponencial ou Fase Log comeca quando a
velocidade de crescimento atinge o seu valor maximo (Umax), ja que tal parametro é
proporcional a concentracdo de células no meio. E observado que todos os

caminhos das reac¢des enziméticas que metabolizam o meio estdo sendo utilizados.
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A terceira fase € chamada de Fase Estacionaria. Nessa fase a concentracao
de nutrientes e de metabdlitos essenciais se torna baixa, o que diminui o
crescimento das células, tornando a velocidade de crescimento nula.

A Ultima fase € a de morte celular, na qual a concentracdo de células vivas
diminui, devido & presencga de subprodutos toxicos e do ambiente desfavoravel ao
crescimento, pela auséncia de nutrientes. A Figura 07 mostra o grafico do logaritmo
do numero de células em funcdo do tempo, evidenciando as fases de crescimento

microbiano.

Estacionina

Declino ou Morte

Exponencial (fase Log)

Log do wimedo de céhalas (celiml)
ou Log dabiomassa (g/1)

Tempo (h)

Figura 07 — Log do numero de células em fungdo do tempo.
Fonte: Neto, 2010.

3.8Classificacdo da agua quanto a sua salinidade

A salinidade é definida como sendo o somatério das concentracdes de todos
0s ions presentes na agua. Logo, em termos de solidos totais dissolvidos (STD) e
condutividade elétrica, quanto maior a salinidade da agua maior sera o valor de tais
parametros. A condutividade elétrica mede a capacidade de conduzir corrente

elétrica na agua, indicando a presenca de ions (MENEZES, 2009).
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O Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA, por meio da Resolug&o n°
357 de 2005 estabelece padrdes de qualidade de dguas em todo o Brasil e classifica
as aguas quanto a sua salinidade em: doces, salobras e salinas. As aguas doces
possuem salinidade menor ou igual a 0,05% (rios e lagos), as salobras entre 0,05 e
3% e as salinas com salinidade maior ou igual a 3% (dgua do mar). Os ions que séo
encontrados com maior frequéncia na agua e que contribuem para a sua salinidade
sdo os cations sodio (Na*), calcio (Ca*?), magnésio (Mg*?), potassio (K*) e os anions
cloreto (CI), carbonato (COs?), bicarbonato (HCOs) e sulfato (SO4%), sendo os
encontrados em maiores concentragfes o cloreto, bicarbonato (HCOz3) e o cétion de
sédio nesta ordem (MENEZES, 2009). Em aguas salinas e salobras os sais mais
encontrados s&o o cloreto de sédio e de magnésio (MOURA, et al., 2006).

3.9Cinética de Crescimento de Microalgas

De acordo com Hiss et al., (2001) para se estudar a cinética microbiana, no
caso do presente estudo, de microalgas, € necesséria a analise ao longo do tempo
da concentracdo de um ou mais componentes do sistema, podendo ser eles o
microrganismo (biomassa), produtos resultantes do metabolismo celular
(metabdlitos) e o substrato contido no meio de cultura. Quando tais parametros sao
analisados, traca-se um grafico em funcdo do tempo e tem-se o comportamento
mostrado na Figura 06, sendo a biomassa representada por X, produtos por P e
substrato por S. As retas tangentes a cada curva representam as velocidades
instantaneas de crescimento no tempo t, sendo expressas de acordo com as
Equacbes 03, 04 e 05, sendo rx a velocidade de producéo de biomomassa, rs a
velocidade de consumo do substrato e rp a velocidade de produc¢éo dos produtos:

=X 03)
=
dt
re = —@ (04)
dt
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* Tempo
Figura 08 — Comportamento da biomassa, substrato

e produtos em funcdo do tempo.
Fonte: Hiss, (2001)

A produtividade em biomassa (Px) representa a velocidade média do

processo, avaliando a eficiéncia do mesmo. Tal parametro é dado pela Equacéo 06.

X~ %o (06)

Sendo: Xm: Concentragdo maxima de células (N° de células/mL)
Xo: Concentracao inicial de células (N° de células/mL)

tr. Tempo total do processo (h)
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3.9.1 Velocidade Especifica de Crescimento

A concentracdo de biomassa (X) aumenta ao longo do tempo em um cultivo
descontinuo, por consequéncia h4 o aumento da concentracdo do complexo
enzimatico que participa da transformagdo do substrato em produto. Definindo a
velocidade especifica de crescimento (ux) como sendo a taxa com que a biomassa
cresce no meio, matematicamente, tem-se:

_loX (X -X )1 (07)

BoXa |-t X

Sendo Xr. Concentracdo de células no tempo final
Xi: Concentragao de células no tempo inicial

X: Concentracdo de células no tempo t

Levando-se em conta que na fase Log de crescimento a velocidade especifica

de crescimento € maxima.

Apés a integracao tem-se,

InX =InX,+ 4, (t-t,) (08)

A Equacado 08 retrata a equacdo de uma reta, onde o coeficiente angular
representa a velocidade méxima de crescimento microbiano, sendo X a
concentracdo celular no tempo t (tempo em que termina a fase Log) e Xo a

concentracéo de células quando se inicia a fase de crescimento exponencial.
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Russo, (2011) define o tempo de geracéo (tg) como o tempo necessario para

se dobrar a concentracédo de células na fase Log. Matematicamente € mostrado que,

X
In==py (t-t) — InZ2 =y ¢
X ~Ha(t=1) X, hms

tg = In_2 (09)
Hr,

Como mostra a Equacao 09, o tempo de geracdo € uma constante, ja que na
fase Log de crescimento a velocidade especifica de crescimento € maxima e
constante. Ao se cultivar microalgas em grande escala este parametro se mostra
muito importante, ja que em termos econdémicos o0 cultivo que apresentar o menor
tempo de geracao equilibrado com uma grande produtividade de biomassa tera um

maior potencial de lucro.
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado no ambito do Laboratério de Referéncia em
Dessalinizagao (LABDES) da UFCG, visando montar uma infraestrutura para estudar
o desenvolvimento de microalgas do tipo Scenedesmus sp., adicionando-se 0s sais

MgClz2 e NaCl ao meio de cultura basico WC (Water Culture).

4.1 Fluxograma do processo

Os préximos subtdpicos abordam a metodologia utilizada neste trabalho. Sao
mostrados também os materiais e 0s equipamentos utilizados. A Figura 09 mostra

um fluxograma das atividades desenvolvidas neste projeto, passo a passo.

C

Cultivo da microalga e}

Temperatura N

l ‘ Aeracio T

R

N ) Luminosidade 0]

Inoculacdo da microalga L
no meio

(WC + sais) E

!

. Acompanhamento da
Monltdorar:j'ento - cinética de crescimento
op da microalga

!

Determinacdo de parametros
cinéticos

!

Banco de dados

Figura 09 — Fluxograma da metodologia utilizada.
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4.2 Cultivo da Microalga

A microalga utilizada no experimento foi a Scenedesmus sp. devido a
disponibilidade da mesma e ao fato de ser uma microalga que pode ser encontrada
tanto em agua doce como salina. A cepa foi cedida gentilmente pelo Laboratério de
Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIM), coordenado pelo
professor Dr. Roberto Sassi, localizado na Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

No inicio, as cepas da microalga foram replicadas em batelada em
Erlenmeyers de 500 mL, os quais eram previamente esterilizados em autoclave
durante 15 minutos. Em tais recipientes foram inoculados os microrganismos no
meio de cultivo WC (Water Culture) (Tabela 03), na quantidade de 1 mL de cada
solugéo (estoque, silicato, micronutrientes e vitaminas) e 0,115 g de Tri hidroximetil-
amino-metano para cada litro de meio preparado. Este meio de cultivo foi
preconizado por Guillard e Lorenzen, 1972, como o meio adequado para o cultivo da
microalga Scenedesmus sp., sendo as cepas alimentadas periodicamente com o
mesmo para o fornecimento de nutrientes e mantidos sob iluminagcdo constante
através de lampadas fluorescentes de 40W, havendo o controle de temperatura,
variando entre 22 e 25°C e aeracdo constante por meio de minicompressores
conectados aos Erlenmeyers com o auxilio de pipetas e mangueiras finas. Os

in6culos eram tampados e vedados, para diminuir o risco de contaminacao.
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Tabela 03a — Reagentes utilizados para preparacédo do meio WC.

SOLUCAO ESTOQUE
Reagente Férmula Quantidade
Cloreto de calcio bihidratado CaCl2.2H:20 36,89
Sulfato de magnésio heptahidratado MgSOa4.7H20 379
Bicarbonato de sédio NaHCOs 12,69
Hidrogenofosfato de potassio trihidratado K2HPO4.3H20 11,49
Nitrato de sodio NaNOs 85g
Agua destilada 1L
SOLUCAO SILICATO
Reagente Formula Quantidade
Metasilicato de sddio nonahidratado Na2Si03.9H-20 21,29
Agua destilada 1L
SOLUCAO DE MICRONUTRIENTES
Reagente Férmula Quantidade
Sal dissédico (EDTA)* Na:EDTA 4,369
Cloreto férrico hexahidratado FeCls.6H20 3,159
Sulfato de cobre pentahidratado CuS04.5H20 0,019
Sulfato de zinco heptahidratado ZnS04.7H20 0,022g
Cloreto de cobalto hexahidratado CoCl2.6H20 0,019
Cloreto de manganés tetrahidratado MnCl2.4H20 0,18¢g
Molibdato de sddio bihidratado Na2M004.2H20 0,0069g
Acido bérico HsBOs 1g
Agua destilada 1L
SOLUCAO DE VITAMINAS
Reagente Quantidade
Tiamina HCI 0,1g
Biotina 0,0005¢g
Agua destilada 1L
*EDTA — Etileno diamino tetraacético dissodico
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Tabela 03b — Composicédo do meio.
COMPOSICAO DO MEIO

Solugéo Estoque ImL
Solucéo Silicato 1mL
Solugéo de Micronutrientes 1mL
Solucéo de Vitaminas 1mL
Tri hidroximetil-amino-metano 0,115¢g
Agua do meio 1L

Nas Figuras 10 e 11 sao mostrados uma visdo microscopica da microalga e o

sistema de cultivo da microalga, respectivamente.

M 0 Ve N oL N B3, & ) M A
Figura 10 — Foto microscépica da microalga.
Scenedesmus sp.
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Figura 11 - Cultivo da microalga

4.3 Preparagao do meio de cultivo com adi¢cdo dos sa  is

A inoculacdo da microalga Scenedeusmus sp. em meio WC com adicao dos
sais foi realizada preparando-se 500 mL do meio, com pH de aproximadamente 9,02
e adicionando-se quantidades dos sais cloreto de magnésio (MgCl2) e cloreto de
sédio (NaCl) em meios diferentes, sendo o cultivo realizado em Erlenmeyers
autoclavados de 1L em regime de batelada. As concentra¢des dos sais adicionados
ao meio variaram de 0 a 10000 mg.L*; o objetivo foi avaliar o efeito dos cations Na*
e Mg?* e do anion CI- na cinética de crescimento da microalga.

Vale salientar que antes de se adicionar o sal cloreto de magnésio ao meio de
cultivo, o mesmo foi secado em estufa a 100°C durante 24 horas para retirar a agua
presente na estrutura do sal e depois foi colocado em dessecador até esfriar, sendo
verificado apls este processo a retirada de 16,66% da massa do sal,
correspondente ao que foi retirado de agua da estrutura salina. Foi adicionada aos
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meios a mesma concentracéo inicial de células, sendo o seu valor médio de 6,92.10*
células.mL, as quais foram retiradas do cultivo realizado na etapa anterior.

E importante observar que, quanto a quantidade do fon cloreto inerente ao
meio de cultivo (WC), fazendo-se os devidos calculos estequiométricos, a
guantidade de CI utilizada na solugdo estoque e de micronutrientes é de
aproximadamente 18,96 mg no total, quantidade que se torna irrelevante em meio as
concentracdes dos dois sais que foram utilizadas (1000 a 10000 mg.L?). Por isso
este valor nédo foi levado em conta nos calculos realizados. Os inéculos foram feitos
em triplicata para cada concentracdo dos sais e submetidos as mesmas condi¢cdes
de iluminagéo, controle de temperatura e aeracédo que as cepas foram submetidas

na etapa anterior, tal como mostra a Figura 12.

Figura 12 - Inéculo no meio WC com adicéo dos sais.

33



4.4 Acompanhamento do Crescimento

Esta etapa foi realizada através da contagem diaria de células em microscépio,
auxiliada pela camara de Neubauer, constituida de duas camaras, que possuiam
guadrantes maiores e menores, sendo a contagem realizadas nos maiores,
totalizando quatro quadrantes para cada camara, com 16 quadrados em cada
guadrante. A concentracdo celular diaria foi expressa em numero de células por
mililitro do cultivo (células.mL™!), sendo a contagem realizada em triplicata para cada
inodculo e posteriormente calculada a média da concentragdo do numero de células.
De posse dos dados experimentais obtidos foram tracados graficos da curva de
crescimento. Em paralelo com esta etapa foi realizado diariamente o monitoramento
do pH em pHametro. O acompanhamento do crescimento da microalga, bem como
do pH e condutividade foi realizado em 17 dias para todos 0os meios, tomando como
base o ciclo de vida de tais microrganismos no meio de controle, que levou este
intervalo de tempo. A Figura 13 mostra a contagem sendo feita em microscopio.

Figura 13 — Contagem diaria do
numero de células por mL.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

Neste Capitulo serdo mostrados e discutidos os resultados obtidos da analise

da cinética de crescimento da microalga Scenedesmus sp., analisando o seu

desenvolvimento em meios de cultivo com adicado dos sais NaCl e MgClz, sais mais

encontrados em aguas salobras, visando atender os objetivos do presente trabalho.

5.1 Analise de Crescimento

Nos Anexos 01 e 02 sdo apresentadas as médias dos numeros de células por

mL de solucdo para cada dia de contagem realizado, correspondentes a microalga

presente nos meios salobros, com as concentracdes dos sais variando de 0 a 10000

mg.L 1. A partir dos dados apresentados foram construidas as curvas de crescimento

microbiano para cada concentragcdo dos sais presentes no meio, mostradas nas

Figuras 14 a 33.
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Figura 14 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.

em meio com 1000 mg.L* de NacCl.
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Figura 15 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.

em meio com 1000 mg.L* de MgCla.
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Figura 16 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.

em meio com 2000 mg.L* de NacCl.
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Figura

17 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.
em meio com 2000 mg.L? de MgCl2.
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Figura 18 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.

em meio com 3000 mg.L* de NacCl.
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Figura 19 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.

em meio com 3000 mg.L* de MgCla.
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Figura 20 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.

em meio com 4000 mg.L? de NacCl.
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Figura 21 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.

em meio com 4000 mg.L* de MgCla.
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Figura 22 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.

em meio com 5000 mg.L? de NacCl.
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Figura 23 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.

em meio com 5000 mg.L* de MgCla.
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Figura 24 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.

em meio com 6000 mg.L* de NaCl.
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Figura

25 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.
em meio com 6000 mg.L* de MgCl..
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Figura 26 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.

em meio com 7000 mg.L* de NacCl.
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Figura 27 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.

em meio com 7000 mg.L* de MgCl..
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Figura 28 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.

em meio com 8000 mg.L* de NacCl.
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Figura 29 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.

em meio com 8000 mg.L* de MgCla.
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Figura 30 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.

em meio com 9000 mg.L* de NacCl.
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Figura 31 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.

em meio com 9000 mg.L! de MgCl..
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Figura 32 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.

em meio com 10000 mg.L* de NaCl.
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Figura 33 — Curva de crescimento microbiano da microalga Scenedesmus sp.
em meio com 10000 mg.L* de MgCl..

Analisando as curvas de crescimento microbiano verificou-se que a
concentragdo celular foi maior no cultivo em meio de controle basico WC, em relacao
aos meios com a adi¢ao dos sais NaCl e MgClz, o que mostra a influéncia do meio
salobro no metabolismo celular. As fases de crescimento foram observadas,
conforme aborda Fogler, 2009, sendo verificado na curva de controle que a fase Lag
ou de laténcia ocorreu entre os dias 0 e 3, a fase de crescimento exponencial ou Log
ocorreu entre o quarto e décimo, neste periodo a concentracdo de células atingiu o
seu valor maximo. Entre os dias 11 e 17 ocorreu a fase estacionaria.

Nos meios em que foram adicionados cloreto de sédio verificou-se que a fase
Lag ocorreu entre os dias 0 e 1 para os meios contendo (1000, 2000 e 3000) mg.L?
de NaCl. Tal fase ocorreu entre os dias 0 e 2 para (4000, 8000 e 10000) mg.L* e
entre os dias 0 e 3 para (5000 e 6000) mg.L' e nédo foi observada para (7000 e
9000) mg.Lt. A ocorréncia da fase de laténcia indica que a microalga esta se

adaptando ao meio contendo o sal; as enzimas utilizadas nas reagdes intracelulares

45



estdo sendo produzidas para que efetivamente o crescimento celular seja
observado.

Para os meios WC com adicéo do sal cloreto de magnésio a fase de laténcia
ocorreu por mais tempo somente nos meios com as concentracdes de (6000 e 8000)
mg.L, mostrando que, de um modo geral, o tempo de adaptacdo da microalga nos
meios contendo MgClz foi menor do que nos meios com NaCl. Isto pode indicar que,
o fato de o magnésio ser um dos macronutrientes ou nutrientes essenciais para o
crescimento de microalgas, o tempo de adaptacdo destes organismos nos meios
com adicao do sal MgClz é menor do que nos meios contendo NacCl, j& que o sodio é
um dos micronutrientes, requeridos em quantidades menores para o crescimento da
microalga.

Foram observadas semelhancas nos valores dos nameros de células por mL
(Anexo 01), bem como nas curvas de crescimento das seguintes concentracdes de
sais: 1000 mg.L* de MgCl> e 2000 mg.L* de NaCl, 2000 mg.L* de MgCl2> e 4000
mg.Lt de NaCl, 3000 mg.L* de MgClz e 6000 mg.L* de NaCl, 4000 mg.L* de MgClz
e 8000 mg.Lt e 5000 mg.L* de MgCl2 e 10000 mg.L* de NaCl. Tal similaridade
deve-se a influéncia do ion cloreto ser praticamente a mesma nas concentracdes
citadas, pois o MgClz possuindo duas moléculas de cloro ira atuar mais efetivamente
nos meios, apresentando mais ions cloreto dissolvidos. Devido ao fato de o
magnesio e sodio serem marco e micronutrientes importantes ao metabolismo
celular a salinidade do meio (influéncia do cloreto) ndo impede o crescimento
microalgal e consequente producgéo de biomassa.

Os Anexos 03 e 04 mostram os valores do pH do meio lidos diariamente, em
paralelo com a contagem do numero de células para todas as concentracfes dos
sais. A partir de tais valores observa-se que o0 crescimento da microalga
Scenedesmus sp. ocorreu em meios com valores de pH basicos, a faixa mais

propicia para a producao de biomassa.

5.2Cinética de Crescimento

Analisando a fase de crescimento exponencial para cada meio com adic&do dos

sais foram tracados os graficos do In X (In da concentracdes celulares na fase Log)
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em funcgéo de (t-to), onde to € o tempo em que se inicia a fase Log. As Figuras 34 a

54 mostram os graficos plotados.
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Figura 34 — Analise da fase de crescimento exponencial (1000 mg.L* de NaCl).
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Figura 35 — Analise da fase de crescimento exponencial (1000 mg.L-* de MgCly).

R2=0,9771
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Figura 36 — Analise da fase de crescimento exponencial (2000 mg.L* de NaCl).
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Figura 37 — Analise da fase de crescimento exponencial (2000 mg.L-* de MgCl>).

R2 =0,9697
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Figura 38 — Analise da fase de crescimento exponencial (3000 mg.L* de NaCl).

R2=0,7183

In X

16,0
15,5
15,0—- el
14,5 o

14,0

13,54

| e 3000mg.L"

T T T
4 5

(tt,

Figura 39 — Analise da fase de crescimento exponencial (3000 mg.L* de MgCl).

R? = 0,9556
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Figura 40 — Analise da fase de crescimento exponencial (4000 mg.L* de NaCl).

R2=0,8920
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Figura 41 — Analise da fase de crescimento exponencial (4000 mg.L* de MgCl).

R2 =0,9689
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Figura 42 — Analise da fase de crescimento exponencial (5000 mg.L* de NaCl).
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Figura 43 — Analise da fase de crescimento exponencial (5000 mg.L* de MgClz).
R2 =0,9296
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Figura 44 — Analise da fase de crescimento exponencial (6000 mg.L* de NaCl).

R2 =0,9356
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Figura 45 — Analise da fase de crescimento exponencial (6000 mg.L-* de MgClz).

R2 =0,9642
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Figura 46 — Analise da fase de crescimento exponencial (7000 mg.L* de NaCl).
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Figura 47 — Analise da fase de crescimento exponencial (7000 mg.L-* de MgClz).

R? = 0,9599
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Figura 48 — Analise da fase de crescimento exponencial (8000 mg.L* de NaCl).

R? = 0,9662
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Figura 49 — Analise da fase de crescimento exponencial (8000 mg.L* de MgCl).

R2=10,8151
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Figura 50 — Analise da fase de crescimento exponencial (9000 mg.L* de NaCl).
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Figura 51 — Analise da fase de crescimento exponencial (9000 mg.L-* de MgCly).

R2=0,9752
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Figura 52 — Analise da fase de crescimento exponencial (10000 mg.L* de NacCl).
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Figura 53 — Analise da fase de crescimento exponencial (10000 mg.L* de MgCly).

R2=0,9861
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Figura 54 — Analise da fase de crescimento exponencial (Meio de Controle).
R2=0,9273

As Tabela 04 e 05 mostram as velocidades maximas de crescimento
calculadas a partir da regressao linear dos dados (Figuras 34 a 54), onde o

coeficiente angular da reta representa o valor de pmax.

Tabela 04 — Valores de pmax para o meio WC com adi¢céo de NacCl.
Meio WC + NacCl

Concentragcdo (mg.L 1)  pmax (dia™)

Meio de Controle 0,4039
1000 0,2832
2000 0,2475
3000 0,1842
4000 0,2516
5000 0,3139
6000 0,2505
7000 0,5699
8000 0,3332
9000 0,4413

10000 0,2797
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Tabela 05 — Valores de pmax para 0 meio WC com adi¢édo de MgCl..
Meio WC + MgCl

Concentragdo (mg.L ?) Hmax (diat)
Meio de Controle 0,4039
1000 0,4484
2000 0,5191
3000 0,4899
4000 0,3655
5000 0,2759
6000 0,5615
7000 0,2230
8000 0,7357
9000 0,3239
10000 0,3220

Os valores obtidos representam a velocidade maxima de crescimento, que &
atingida na fase Log. Comparando-se 0s resultados observa-se que na maioria dos
casos o valor de umax foi maior nos meios contendo o cloreto de magnésio, exceto
nos meios com concentracdo de (5000, 7000 e 9000) mg.L*. Este fato pode indicar
gue a cinética de crescimento da microalga Scenedesmus sp. é favorecida nos
meios com adi¢cdo de MgClz, pois 0 magnésio € um dos nutrientes essenciais ao
crescimento da microalga. Apesar da quantidade de cloreto ser maior nos meios
contendo cloreto de magnésio, este fato ndo impediu o crescimento da microalga.

E importante destacar que embora os valores de pmax nos meios com NaCl
tenham sido menores, comparando-se com o0 meio de controle os valores indicam a
possibilidade de crescimento da microalga nos meios contendo este sal, embora em
taxas menores, principalmente com as concentra¢des de (7000, 8000 e 9000) mg.L"
l.

As Tabela 06 e 07 mostram os valores dos demais parametros cinéticos
calculados, sendo eles a produtividade em biomassa (células/mL.h) e o tempo de

geracao (h).
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Tabela 06 — Resultados da produtividade em biomassa e tempo de geracdo (Meio WC + NaCl)
Meio WC + NaCl

Concentragdo (mg.L 1) Px (células/mL.dia) t ¢ (dia)

Meio de Controle 3,59.106 2,14
1000 7,45.10° 2,75
2000 7,22.10° 3,60
3000 7,31.10° 4,05
4000 6,58.10° 3,94
5000 3,95.10° 1,82
6000 8,69.10° 1,44
7000 3,84.10° 1,37
8000 5,05.10° 1,87
9000 4,09.10° 1,81
10000 5,10.10° 1,37

Tabela 07 — Resultados da produtividade em biomassa e tempo de geracdo (Meio WC + MgClz)
Meio WC + MgCl

Concentragdo (mg.L 1)  Px(células/mL.dia) t ¢ (dia)

Meio de Controle 3,569.10¢ 2,14
1000 8,56.10° 1,72
2000 1,19.106 1,01
3000 1,24.1068 1,27
4000 1,98.108 1,35
5000 1,12.1068 1,48
6000 2,79.10° 1,50
7000 4,65.10° 2,03
8000 6,25.10° 1,57
9000 7,09.10° 2,14
10000 7,29.10° 2,15

Analisando-se os dados obtidos observa-se que a produtividade em termos
de biomassa, que representa o desempenho do crescimento da microalga, mostrou
seu maior valor no meio de controle e apresentou para os meios com (2000, 3000,
4000 e 5000) mg.L* de MgCl2 valores da mesma ordem de grandeza gque este meio.
Para o meio de cultivo com adicdo do cloreto de sédio todos os valores da
produtividade foram da ordem de grandeza de 10°.
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Comparando-se o desempenho na producdo de biomassa observa-se
melhores resultados nos meios contendo o cloreto de magnésio. Porém, é
importante observar que em ambos 0os meios com adicdo dos sais a diferentes
concentracbes ndo sdo observadas quedas expressivas nos Vvalores de
produtividade em biomassa.

Com relagdo ao tempo de geragcdo o maior valor deste parametro para 0s
meios com NacCl foi para o meio com 3000 mg.L* do sal (4,05 dias) e o menor valor
foi para o meio com (7000 e 10000) mg.L* (1,37 dia). No meio WC com adicédo de
MgCl2 o maior valor de tg foi para a concentracdo de 10000 mg.L* (2,15 dias) e o
menor valor foi de 2000 mg.L* (1,01 dia). Estes valores comprovam o fato de que a
cinética de crescimento apresentou melhores resultados nos meios com a adi¢cao do
sal cloreto de magnésio, pois, em geral, os menores valores do tempo de geracéo
foram para estes meios.

Os dados cinéticos obtidos revelam a possibilidade de produgcé&o da microalga
Scenedesmus sp. em aguas salobras, ja que os valores dos parametros cinéticos
(produtividade em biomassa, velocidade méaxima de crescimento e tempo de
geracdo) ndo mostraram grandes diferencas em relagdo ao meio sem a adicao de
sais. Por isso torna-se viavel o reaproveitamento de aguas salobras para a producao
de biomassa microalgal, baseado na cinética de crescimento.

Tendo em vista a proporcdo de moléculas do NaCl € de 1:1 e no MgCl2 esta
proporcdo € de 1:2, ou seja, uma molécula de sédio para uma de cloro e uma
molécula de magnésio para duas de cloro, portanto um determinado valor da
concentragéo de cloreto de magnésio equivale ao dobro da concentracdo de cloreto
de sdodio, em termos de quantidade do ion cloreto dissolvido no meio. Por este
motivo foram observados os valores de tg dos meios WC com adicdo dos sais
(principalmente com concentragcdes maiores), indicando semelhancas nos valores
deste parametro entre os meios contendo o dobro da concentracdo de cloreto de
sédio, indicando que a influéncia do ion cloreto foi similar nos meios comparados,

conforme é mostrado na Tabela 08.
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Tabela 08 — Comparacéo dos tempos de geracgéo.

Concentracéo t 4 (dia)
1000 mg.L* MgCl2 1,72
2000 mg.L* NaCl 3,60
2000 mg.L't MgClz 1,01
4000 mg.L* NaCl 3,94
3000 mg.L't MgClz 1,27
6000 mg.L1 NaCl 1,44
4000 mg.Lt MgCl2 1,35
8000 mg.L* NaCl 1,87

5000 mg.L* MgCl: 1,48
10000 mg.L* NaCl 1,37




6 CONCLUSOES

A partir dos estudos realizados e das analises dos dados obtidos chegou-se as
seguintes conclusdes quanto a cinética de crescimento da microalga Scenedesmus

sp. em meios salobros:

1. Baseado nas curvas de crescimento verifica-se que todas as fases de
crescimento microbiano ocorreram, conforme abordado na literatura,
exceto nos casos em que a fase de laténcia ndo ocorreu, devido a
adaptacao da microalga ao novo meio.

2. Os meios que indicaram menor tempo de adaptacdo da microalga
Scenedesmus sp. foram os meios com adicéo do sal cloreto de magnésio,
pois na maioria destes a fase Lag ou de laténcia praticamente nao
ocorreu, durando somente um dia, com exce¢do do meio com 8000 mg.L"
1 do sal, onde esta fase ocorreu por trés dias.

3. Observou-se que a influéncia do ion cloreto presente nos meios foi
atenuada devido a presenca dos ions magneésio e sodio, ja que sao
nutrientes importantes para o0 metabolismo celular, sendo mais
evidenciado nos meios contendo cloreto de magnésio.

4. Quanto a velocidade maxima de crescimento foi observado que nos
meios nos meio contendo o sal cloreto de magnésio os resultados obtidos
demonstram as maiores velocidades neste meio, indicando que o
magnésio esta exercendo uma maior influéncia no metabolismo celular
que o ion cloreto presente no meio.

5. Quanto a produtividade em biomassa observou-se maiores valores para
0os meios com adicdo do cloreto de magnésio, indicando melhor
desempenho na producgéo de biomassa nestes meios.

6. Quanto ao tempo de geragcdo observou-se menores valores nos meios
com adicdo de cloreto de magnésio, indicando uma melhor cinética de
crescimento nos meios com adicédo de MgCl-.

7. Comparando-se com o meio de controle, como esperado, todas as curvas

ficaram abaixo da curva de crescimento do meio sem a adicao de sais.
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8. Comparando-se os resultados dos meios com adicdo de NaCl e MgCl2
observou-se melhores resultados nos meios contendo cloreto de
magneésio. Isto pode ocorrer devido ao fato de que este elemento € um
dos macronutrientes importantes no crescimento das microalgas, por isso
sua influéncia no crescimento da microalga € mais forte do que o sodio, ja
que este € um micronutriente requerido em menores concentracoes.

9. Com base na cinética de crescimento conclui-se que é possivel a

adaptacao e cultivo da microalga Scenedesmus sp. em meios salobros.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

* Realizar estudo cinético da microalga Scenedesmus sp. em rejeitos do
processo de dessalinizagao;

* Realizar o0 estudo da cinética de crescimento de outro tipo de microalga em
meios com salinidades mais elevadas;

* Estudar a possibilidade de absorcédo dos sais presentes no meio pelas
microalgas, verificando se tais microrganismos poderiam atuar como

dessalinizadores bioldgicos.
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9. ANEXOS

Anexo 0la — Médias dos nimeros de células para cada mL de solucédo (0 a 5000 mg.L* de NaCl).

T(glrgg)o Controle 1000 mg.L © 2000 mg.L 3000 mg.L 4000 mg.L 5000 mg.L*
0 6,92.10°  6,92.10 6,92.10% 6,92.10% 6,92.10% 6,92.10%
1 8,17.10  9,50.10% 6,42.10% 9,83.10 7,58.10 3,58.10
2 9,50.104  5,42.105 9,67.105 7,67.105 9,58.10* 9,67.10%
3 4,53.105  4,00.10° 9,33.105 1,94.106 1,06.106 1,88.10°
4 2,50.105  1,40.10° 1,34.106 1,30.106 1,99.106 8,08.105
5 3,29.106  1,53.106 1,38.106 1,14.106 1,65.106 1,39.106
6 4,48.106  2,79.10¢ 2,20.106 1,55.106 2,02.106 1,62.106
7 550.108  2,32.10 3,25.106 3,29.106 3,63.106 1,90.106
8 1,58.107  2,82.10° 3,93.106 2,45.10 4,29.106 3,32.106
9 1,35.107  3,23.10° 4,78.10 3,28.10° 5,11.10° 3,33.10°
10 2,78.107  5,03.10 5,65.106 4,58.106 6,03.106 4,49.106
11 2,68.107  7,02.10 5,83.10° 4,95.10 9,03.106 4,90.10°
12 2,84.107  6,36.10 4,95.106 3,30.106 4,23.106 4,89.106
13 2,83.107  9,56.10° 6,03.10° 5,55.106 6,55.10° 5,42.106
14 3,03.107  1,05.107 9,82.106 1,03.107 9,28.106 5,19.106
15 539.107  1,01.107 1,09.107 1,01.107 9,09.106 5,99.106
16 5,05.107  8,45.10 9,43.10° 8,16.10° 8,07.10° 4,88.10°
17 4,45.107  8,08.106 7,48.106 7,03.106 7,87.106 5,07.106

Anexo 01b — Médias dos numeros de células para cada mL de solugéo
(6000 a 10000 mg.L* de NaCl).

T(glrgg)o 6000 mg.L? 7000 mg.L? 8000 mg.L! 9000 mg.L? 10000 mg.L
0 6,92.10% 6,92.10% 6,92.10% 6,92.10% 6,92.10%
1 9,42.10% 2,02.105 1,46.10° 1,36.10° 1,59.10°
2 2,49.105 2,54.105 1,66.10° 1,82.105 2,34.105
3 4,59.10 6,53.105 8,33.105 1,58.10° 1,23.106
4 2,15.106 1,20.106 1,46.106 4,67.10° 2,09.106
5 2,58.106 2,10.106 1,97.106 6,50.105 2,73.106
6 3,85.106 2,72.10° 2,23.10° 1,07.106 3,08.10°
7 5,10.10° 3,13.106 2,87.10° 1,72.106 4,21.106
8 5,35.106 3,28.106 5,03.106 2,67.106 5,59.106
9 8,93.10° 3,68.10° 7,22.106 3,35.106 4,26.106
10 4,92.106 2,55.106 2,74.106 3,41.106 5,49.106
11 1,03.107 2,88.10° 8,52.10° 5,82.106 4,37.106
12 1,05.107 3,15.106 7,67.106 6,20.106 4,88.106
13 5,38.106 2,59.106 5,75.106 5,38.106 4,44.106

70



14 5,15.108 5,45.108 4,43.108 4,47.106 3,75.108
15 3,26.108 4,00.108 4,51.108 4,52.108 4,14.108
16 5,17.108 3,94.108 6,13.108 6,62.106 8,23.108
17 3,33.108 2,71.108 8,65.10° 6,47.10° 3,49.108

Anexo 02a — Médias dos numeros de células para cada mL de solucéo (0 a 5000 mg.L* de MgClz).

T(Zf‘;g)o Controle 1000 mg.L * 2000 mg.L* 3000 mg.L 4000 mg.L* 5000 mg.L™
0 6,92.10% 6,92.10% 6,92.10% 6,92.10% 6,92.10% 6,92.10%
1 8,17.10 2,11.105 1,78.10° 1,66.10° 2,05.105 2,16.105
2 9,50.10° 5,75.105 9,08.105 7,08.105 2,15.106 1,87.106
3 4,53.10° 8,33.105 1,58.106 1,66.106 2,35.106 2,02.106
4 2,50.106 1,33.106 3,00.106 2,04.106 2,98.106 3,27.106
5 3,29.106 1,70.106 5,37.106 4,56.106 5,18.10° 3,64.10°
6 4,48.106 3,03.106 6,60.106 6,41.106 8,28.106 4,43.106
7 5,50.106 5,82.10° 5,40.10° 8,27.10° 1,17.107 7,88.106
8 1,58.107 4,67.106 5,67.106 1,00.107 1,59.107 5,28.106
9 1,35.107 5,78.106 6,44.10 8,27.106 1,30.107 6,48.106
10 2,78.107 6,28.10° 7,11.10 8,34.10° 1,27.107 6,51.10°
11 2,68.107 6,33.106 9,43.106 8,13.106 1,23.107 7,55.106
12 2,84.107 6,43.10° 7,89.106 8,00.10° 1,14.107 6,33.10°
13 2,83.107 1,12.107 1,55.107 8,03.106 9,73.106 6,04.106
14 3,03.107 7,74.10 1,06.107 7,77.10° 9,53.106 6,18.10°
15 5,39.107 7,31.106 9,90.106 8,03.10° 9,48.10° 6,08.10°
16 5,05.107 7,15.106 9,88.106 7,99.106 9,70.106 6,08.106
17 4,45.107 7,07.106 9,57.10° 8,28.10° 9,65.10° 6,03.10°

Anexo 02b — Médias dos numeros de células para cada mL de solugéo
(6000 a 10000 mg.L* de MgClz)

T(Zf‘;g)o 6000 mg.Lt 7000 mg.L-1 8000 mg.L ! 9000 mg.L? 10000 mg.L"
0 6,92.10% 6,92.104 6,92.104 6,92.10% 6,92.104
1 8,75.10% 1,21.10° 8,33.10 1,44.105 1,03.10°
2 1,12.105 1,94.105 1,08.105 1,88.10° 1,46.10°
3 1,33.10° 2,28.105 2,18.105 2,22.105 1,78.10°
4 2,09.105 2,88.105 8,17.10 3,90.105 3,82.105
5 3,37.105 3,37.105 2,73.105 4,18.10 4,45.10
6 4,50.105 4,50.105 2,90.105 4,42.105 9,00.105
7 1,21.106 4,86.10° 3,61.10° 1,06.106 8,08.105
8 2,23.106 2,03.106 4,10.106 1,43.106 1,22.106
9 2,34.106 2,38.106 4,58.106 1,78.106 1,48.106
10 2,76.106 3,58.106 4,95.106 2,17.106 2,43.106
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11 3,11.10¢ 4,50.10¢ 7,08.108 2,98.10¢ 2,66.10°

12 3,64.106¢ 5,46.108 8,42.108 3,55.10¢ 3,42.108
13 3,69.108 5,92.108 9,67.108 8,75.108 5,63.108
14 2,61.106¢ 6,58.106 1,04.107 9,67.106% 7,29.10¢6
15 2,40.108 6,08.108 1,05.107 1,07.107 1,10.107
16 2,10.10¢ 5,59.108 1,04.107 1,04.107 1,04.107
17 2,30.10¢ 5,17.108 1,07.107 8,98.10° 8,96.106

Anexo 03a — Leitura do pH ao longo do tempo de cultivo (0 a 5000 mg.L* de NaCl).

T(glrgg)o Controle 1000 mg.L 2000 mg.L? 3000 mg.L? 4000 mg.L? 5000 mg.L*
0 9,02 9,52 9,07 10,05 9,80 8,79
1 9,39 9,44 9,03 10,23 9,79 8,57
2 9,31 9,52 9,15 10,68 9,76 8,51
3 9,00 9,56 9,21 10,26 9,91 8,37
4 8,98 9,91 9,25 8,63 8,16 8,44
5 8,84 10,00 9,71 9,03 8,84 8,26
6 8,82 10,02 9,91 9,15 8,92 8,40
7 8,50 9,87 9,97 9,18 8,74 8,76
8 8,54 9,70 9,95 8,46 8,53 7,70
9 9,03 9,80 8,48 8,54 7,61 7,89
10 10,79 8,46 8,4 8,46 7,84 8,27
11 11,36 8,59 9,12 8,02 8,24 8,82
12 10,93 8,02 9,18 8,52 8,43 8,73
13 10,16 8,15 9,22 8,64 8,56 8,83
14 9,51 8,18 9,28 8,71 8,59 8,37
15 9,46 8,22 9,34 8,62 9,08 8,30
16 9,37 8,27 9,26 8,67 8,77 8,26
17 9,21 8,27 9,30 8,70 8,62 8,84

Anexo 03b — Leitura do pH ao longo do tempo de cultivo (6000 a 10000 mg.L* de NaCl).

T(g:”gs)o 6000 mg.Lt 7000 mg.L’ 8000mgL® 9000mg.L? 10000 mg.L*
0 9,56 8,35 8,34 8,29 8,39
1 9,50 8,36 8,30 8,24 8,37
2 8,63 8,34 8,23 8,21 8,23
3 8,55 8,36 7,11 8,18 7,93
4 8,49 8,49 7,43 8,23 8,03
5 8,58 8,53 7,97 8,59 8,45
6 8,62 8,58 8,46 8,43 8,76

72



7 8,80 8,60 8,45 8,62 9,09
8 8,83 8,61 8,44 7,89 8,78
9 8,87 8,64 8,55 7,92 8,14
10 9,51 9,16 7,7 9,2 8,05
11 9,80 9,35 8,10 8,46 8,30
12 8,13 9,43 8,10 8,51 8,34
13 7,29 9,59 8,10 7,08 8,35
14 8,29 8,40 8,09 6,60 7,93
15 7,32 9,32 8,43 8,32 8,49
16 7,52 9,32 8,51 8,43 8,53
17 7,09 7,28 7,95 7,37 7,91

Anexo 04a — Leitura do pH ao longo do tempo de cultivo (0 a 5000 mg.L* de MgClz).

Tempo

(dias) Controle 1000 mg.L-* 2000 mg.L* 3000 mg.L* 4000 mg.L* 5000 mg.L*
0 9,02 8,51 8,34 9,07 9,40 8,52
1 9,39 8,22 8,31 9,12 9,42 8,48
2 9,31 8,29 8,36 10,08 9,84 8,34
3 9,00 8,41 7,46 10,04 9,81 8,76
4 8,98 8,51 8,58 9,85 9,02 7,95
5 8,84 7,47 8,73 9,68 8,82 8,66
6 8,82 7,51 8,74 9,69 8,85 8,67
7 8,50 7,55 8,88 9,41 8,78 8,73
8 8,54 7,57 9,43 8,62 8,50 9,16
9 9,03 8,10 8,79 8,58 8,13 8,71
10 10,79 10,08 7,66 8,5 8,39 8,72
11 11,36 6,66 9,03 8,80 8,04 9,97
12 10,93 8,99 9,17 8,52 7,91 7,82
13 10,16 9,00 9,21 8,54 8,00 7,85
14 9,51 8,84 9,09 8,68 7,94 8,00
15 9,46 8,79 8,97 8,66 7,90 8,16
16 9,37 8,72 8,91 8,71 7,92 8,20
17 9,21 8,67 8,94 8,63 7,95 8,19

Anexo 04b — Leitura do pH ao longo do tempo de cultivo (6000 a 10000 mg.L* de MgCly).

T(glrgg)o 6000 mg.Lt 7000 mg.L® 8000 mgL? 9000mg.L? 10000 mg.L*
0 8,11 8,04 8,14 8,23 8,01
1 8,13 8,02 8,11 8,20 7,99
2 8,11 8,05 8,11 8,20 8,01
3 8,15 8,09 8,13 8,22 8,03
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4 8,32 8,39 8,23 8,40 8,25
5 8,37 8,44 8,27 8,63 8,28
6 8,05 9,38 7,84 9,00 8,25
7 9,42 9,18 7,60 7,52 8,29
8 9,20 9,29 8,49 7,89 8,34
9 8,33 9,04 7,97 9,16 8,55
10 8,96 8,73 8,02 8,62 8,65
11 8,62 8,79 8,02 8,76 8,69
12 8,65 8,80 8,06 8,82 8,73
13 8,77 8,56 8,54 7,17 8,79
14 9,43 8,80 8,56 8,26 8,57
15 9,13 8,92 8,54 8,32 8,43
16 8,57 8,59 9,55 8,45 8,44
17 8,57 8,61 9,29 8,53 8,66
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