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RESUMO

O crescimento acelerado da populacdo mundial ocasiona o aumento da demanda por
energia e alimentos, além de contribuir para a geracao de residuos e consequente polui¢do do ar,
solo e corpos hidricos. O desenvolvimento de tecnologias baseadas na diversidade metabdlica das
microalgas surge, entdo, como uma alternativa potencial para substituir os meios atuais de
producdo, buscando mitigar os impactos dessa crescente demanda com concomitante
desenvolvimento econdmico. Entre as alternativas buscadas para tornar essas tecnologias vidveis
estd a otimizacdo da composicdo do meio de cultivo, fator crucial para se obterem altos
rendimentos em bioprocessos diversos. O presente trabalho teve como objetivo a otimizacdo das
concentracdes dos trés nutrientes requeridos em maior concentragdo em meios de cultivo para
crescimento autotréfico, nitrogénio [N], fésforo [P] e potédssio [K], para produgdo de biomassa a
partir da microalga C. sorokiniana. A otimizagao foi buscada por meio da técnica de superficie de
resposta em Delineamento Composto Central Rotacional com dois niveis de concentragdo para
cada nutriente e dois pontos centrais. Os ensaios foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 250
mL preenchidos com 150 mL de meio 18-modificado com concentra¢des de NPK definidas pelo
planejamento experimental. Os cultivos foram incubados por 10 dias a 26 = 1 °C, 2,08 £ 0,06 klux
e 180 r.p.m., com in6culo de 5 % e pH inicial de 7,5. As concentracdes mdssicas obtidas ao final
do cultivo foram medidas indiretamente por meio de densidade 6ptica a 600 nm. O método de
padronizacdo € apresentado. Os dados foram ajustados a um modelo quadratico com o auxilio do
software Minitab 17. A andlise identificou com confianca (p < 0,05) que a produgdo de biomassa
€ influenciada por 5 termos do modelo: N(Q), P(Q), K(Q), - P(L) e N(L).K(L), onde Q e L sao
termos quadrdticos e lineares, respectivamente. O modelo obtido teve validade estatistica, € o
rendimento tedrico maximo foi de 5,3 g.L‘1 de biomassa, em concentragdes de 20,5 mM de
nitrogénio, 0,06 mM de fosforo e 4,00 mM de potdssio. Ja a andlise das superficies de resposta
obtidas mostrou que os niveis escolhidos ndo mapearam uma regido de pontos 6timos, muito
provavelmente devido a ampla faixa de concentracdes investigada, mas suas inclinagdes sugeriram
o sentido de aumento do rendimento. Com base nas informagdes levantadas no trabalho o design
de um novo experimento com concentragdes ajustadas foi proposto.

Palavras chave: microalgas, Chlorella sorokiniana, NPK, meio de cultivo, superficie de resposta,
Delineamento Central Composto Rotacional, DCCR.
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1 Introducgao

O crescimento acelerado da populagdao mundial, associado ao estilo de vida moderno, vem
causando diversos problemas sociais, ambientais e econdmicos no mundo. A demanda cada vez
maior de energia tem sido suprida majoritariamente pela queima de combustiveis fosseis,
ocasionando o acimulo de CO» atmosférico, aumento da temperatura média dos ambientes da
Terra e aumento do nivel do mar. A geracao de residuos em escala global contribui para a poluicao
sist€émica do ar, de corpos hidricos e do solo. A geracdo de alimentos terd que aumentar em 70 %
até 2050 para suprir a demanda do crescimento populacional predito (NORTHOFF, 2009). Neste
contexto, em que € urgente que se desenvolvam formas mais sustentdveis de produzir e crescer
economicamente, o desenvolvimento de tecnologias a base de microalgas tem grande potencial de
mitigar os impactos das atividades antropogénicas.

Microalgas sdo organismos fotossintetizantes unicelulares que compreendem as
cianobactérias, algas verdes, algas vermelhas, dentre outras. Esses organismos estdo amplamente
difundidos em mares, rios, lagos e solos, apresentando alta adaptabilidade a condicdes diversas, e
€ dessa ampla diversidade que surge o interesse nesses microrganismos. As microalgas sdo capazes
de crescer em meios minerais de baixo custo, fixando CO; atmosférico com luz solar por meio da
fotossintese, mas algumas espécies também sdo capazes de consumir eventuais compostos
organicos no meio, com ou sem o auxilio de luz, realizando ou nao fotossintese simultaneamente
(LEE, 2008). As cianobactérias e algas verdes possuem mecanismos de producao de hidrogénio,
cujo sentido reacional pode ser regulado de acordo com as necessidades energéticas das células
(APPEL; SCHULZ, 1998). Algumas cianobactérias também sdo capazes de utilizar energia de
compostos quimicos para fixar carbono (COHEN; PADAN; SHILO, 1975). As microalgas sio
capazes de utilizar as mais diversas fontes de nitrogénio, e algumas Cianobactérias ainda sdo
capazes de fixar N> (KULASOORIYA; LANG; FAY, 1972).

Do ponto de vista econdmico, cada tipo de crescimento pode gerar compostos diferentes e
em proporcdes diferentes nas células, permitindo multiplas aplicacdes biotecnologicas da
biomassa produzida. Essa biomassa pode ser rica em lipidios, incluindo &cidos graxos
poliinsaturados (PUFA), aguicares e proteinas, bem como apresentar teores variados de vitaminas,
antioxidantes e corantes. Pelo alto valor nutricional, diversas microalgas vém sendo utilizadas na

alimentacao humana ou animal (DERNER et al., 2006). Diversos estudos também vém buscando
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a viabilidade da produgdo de biodiesel a partir da biomassa algal. O 6leo, acumulado em grandes
quantidades no interior da célula, pode ser extraido e submetido a transesterificac@o, processo pelo
qual se produz o biodiesel. Além disso, caracteristicas do crescimento algal, como rdpida producao
de biomassa, alta produtividade por drea e baixo uso de dgua, quando comparadas a plantas
oleaginosas, tornam as microalgas um potencial para resolver o conflito entre a destinacdo de
lavouras para a producao de biocombustiveis em vez de alimento, especialmente por poderem ser
cultivadas em terras inférteis (CARDOSO; VIEIRA; MARQUES, 2011). A produgdo de etanol a
partir de acucares oriundos de reserva energética e paredes celulares também vem sendo avaliada,
mas a produgdo em larga escala da cana-de-agucar no Brasil torna essa tecnologia demasiadamente
cara. Outros biocombustiveis podem ser gerados a partir do processamento da biomassa, como por
meio de gaseificacdo, pirdlise, biodigestdo e liquefagdo (CARDOSO; VIEIRA; MARQUES,
2011).

Do ponto de vista ambiental, as microalgas sdo capazes de fixar carbono atmosférico e
mitigar as consequéncias do efeito estufa (LOPES, 2007). Muitas espécies ja se mostraram
eficientes no tratamento de efluentes ricos em nutrientes, como fésforo, nitrogénio e potassio,
metais pesados, ou alta Demanda Quimica de Oxigénio, podendo ainda gerar biocombustiveis ou
outros co-produtos (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010). Apesar do enorme potencial, porém,
existem ainda limitagdes tecnoldgicas que aumentam o custo de produgdo em larga escala de
biomassa algal, tornando tais produtos e processos pouco competitivos no mercado. Desafios como
iluminacao eficiente de biorreatores, alto custo das etapas de downstream e compreensao mais
aprofundada de mecanismos bioquimicos e de processo ainda devem ser superados. Diversas
estratégias de barateamento dessas tecnologias vém senso buscadas, como a otimizacdo dos
métodos de cultivo, identificacdo e engenharia genética de cepas com caracteristicas desejdveis,
associacdo de processos ambientais a produgdo de energia e biorrefinaria de produtos (CHISTI,
2007; HENA; FATIMAH; TABASSUM, 2015; LOPES, 2007; YEN; BRUNE, 2007).

O grande potencial das microalgas, no que tange a mitigacdo de CO» atmosférico, diz
respeito a sua habilidade de crescer autotroficamente, em meio de cultivo basal, sem adi¢do de
carbono orgéanico e com o uso de luz solar. WANG et al. (2014) pontuaram que o meio de cultivo
estd entre os parametros mais importantes na obten¢do de biomassa em cultivos autotréficos.

BANERIEE et al. (2016) confirmaram, ainda, o efeito positivo que os fertilizantes agricolas ricos
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nos macronutrientes N, P e K t&ém sobre o crescimento de Nannochloropsis sp.. Entretanto, nao
foram feitas variacdes das concentracdes desses nutrientes entre si, tendo o autores se limitado ao
uso dos fertilizantes comerciais em sua concentragdo de 10:26:26 em todos os cultivos.
CAMACHO-RODRIGUEZ et al. (2013) variou as concentracdes de N e P, mas ndo o fez
simultaneamente, ignorando um possivel efeito entre as duas varidveis. Ainda, pouco ¢é discutido
sobre a atuagdo do potdssio nos cultivos, e autores que avaliaram diferentes combinacdes de
concentracdes de macronutrientes sobre cultivos de microalgas negligenciaram K (CHENG et al.,

2013; FENG et al., 2012).



2 Objetivos

2.1  Objetivo Geral

Testar a influéncia que diferentes concentragdes de nitrogénio, fésforo e potédssio (NPK)
no meio de cultivo t€ém sobre o crescimento da microalga Chlorella Sorokiniana e identificar as

concentracdes ou faixa de concentracdes que geram maior rendimento em biomassa.

2.2 Objetivos especificos

1) Revisar a importancia do meio de cultivo na producdo de biomassa algal, na
utilizacdo de microalgas em processos ambientais e na produgao de biomoléculas
de interesse comercial;

i1) Construir curva padrao para medi¢do indireta de biomassa a partir de valores de
densidade Optica;

i) Selecionar e codificar niveis de concentracdes de NPK para planejamento
experimental com o intuito de obter superficie de resposta em Delineamento

Central Composto Rotacional (DCCR).
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3 Revisdo Bibliogréfica
3.1 A versatilidade metabdlica de microalgas

Como revisado por DERNER ef al. (2006), microalga é um termo genérico atribuido a
microrganismos unicelulares capazes de realizar fotossintese que apresentam clorofila e outros
pigmentos. As microalgas possuem representantes procaridticos, como as Cyanophytas
(cianobactérias) e Prochlorophytas, e eucaridticos, nas divisdes Chlorophyta, Heterokontophyta
(diatoméceas, xantoficeas e crisoficeas), Rhodophyta, Euglenophyta, Prymnesiophyta,
Cryptophyta e Dinophyta (BELL; HEMSLEY, 2000; LEE, 2008). Trata-se, portanto, de um grupo
metabolicamente diverso, tanto pela diversidade de espécies que o constitui como pela vasta gama
de rotas metabdlicas que certas espécies podem apresentar.

A fotossintese € o processo que plantas e algas utilizam para converter energia luminosa
em energia quimica, na forma de ATP e NADPH, e assimilar carbono inorgéanico, na forma de
carboidratos e outros compostos. A primeira etapa desse processo consiste em reagdes dependentes
de luz, também chamada de fase clara, enquanto a segunda, por vezes chamada erroneamente de
fase escura, consiste nas rea¢oes de fixacao de carbono.

As clorofilas s@o os pigmentos primarios de absor¢do de luz para a fotossintese, em especial
a clorofila a, presente em todas as algas fotossintetizantes e plantas superiores (BELL; HEMSLEY,
2000; LEE, 2008). Além da clorofila a, cuja estrutura € mostrada na Figura 1, existem ainda as
clorofilas b, cy, c2, d, f e as bacterioclorofilas, todas constituidas por uma cadeia lateral de fitol
esterificada a uma porfirina contendo um fon de Mg>* ao centro, diferindo entre si apenas por
ligacdes e grupos funcionais pontuais. A ressonancia gerada na regido de ligacdes duplas
alternadas da porfirina, destacada na Figura 1, interage com a luz nas faixas do azul e do vermelho
e reflete o verde, razdo da cor desses pigmentos. A clorofila a, especificamente, tem seus picos de

absor¢dao em 663 nm e 430 nm (LEE, 2008).
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Figura 1 — Estrutura da clorofila a com indicacdo das estruturas da clorofila b e bacterioclorofila a
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Fonte: Adaptado de NELSON & COX (2002), p. 542.

Associados as clorofilas frequentemente estdo os pigmentos secunddrios, como os
carotendides, que ampliam o espectro de absorcao luminosa e, consequentemente, a eficiéncia
fotossintética do organismo. Alguns organismos apresentam, ainda, estruturas complexas
formadas por ficobiliproteinas, tais como a ficocianina, de coloragdo azulada, e a ficoeritrina, de
cor avermelhada. Cada microalga possui uma combina¢do Unica de pigmentos, que sao
organizados em estruturas lipoprotéicas funcionais denominadas fotossistemas (BELL;
HEMSLEY, 2000; LEE, 2008; NELSON; COX, 1995). Os fotossistemas se encontram ancorados
as membranas dos tilacdides, estruturas fotossintéticas geralmente encontradas em forma de pilhas,
ou granas, formadas a partir de invaginagdes da face interna da membrana plasmaética, em
organismos procariotos, ou contidas em cloroplastos, em eucariotos (BELL; HEMSLEY, 2000).

Os cloroplastos sdo organelas delimitadas por uma membrana externa, permedvel a alguns
fons e moléculas, e uma membrana interna, bastante seletiva. Possuem DNA e sintese propria de
certas proteinas, assemelhando-se aos procariotos fotossintetizantes (NELSON; COX, 1995).
BOYLE & MORGAN (2009) demonstraram a relevancia dessas organelas em algas verdes ao
identificar que quase a metade dos metabdlitos e enzimas presentes em células de Chlamydomonas
reinhardtii pode ser encontrada nos cloroplastos. Um desenho esquematico dessa organela é

apresentado na Figura 2.

12



Figura 2 — Desenho esquematico de um cloroplasto. Os tilac6ides s@o dispostos na forma de
pilhas (granas) e contém os fotossistemas responsdveis pela fase clara da fotossintese

Membrana externa

TilacGides

Membrann interna

Fonte: Adaptado de Nelson & Cox (2002), p. 541.

A maioria das microalgas apresenta dois fotossistemas: o fotossistema I (FSI), que absorve
comprimentos de onda de até 700 nm, e o fotossistema II (FSII), que absorve comprimentos de
onda abaixo de 680 nm (LEE, 2008). A excitacdao luminosa captada pelo FSII causa a liberacao de
elétrons por clorofilas no centro de reagdo do fotossistema. A dgua sofre fotdlise para reduzir
novamente a clorofila, liberando oxigénio molecular e prétons, enquanto os elétrons desprendidos
s@o transportados em cadeia até o citocromo b6fI, com bombeamento dos prétons do interior do
tilacéide (limen) para o estroma. Quando o citocromo b6f reduz, enfim, o FSI, os elétrons
transferidos ganham potencial devido a excitacdo luminosa desse fotossistema, passando por outro
transporte em cadeia que culmina na redugio do NADP* a NADPH + H*. O gradiente
eletroquimico gerado pelo bombeamento de prétons para o estroma causa a movimentagao de H*
através da ATP sintase, culminando na producdo de ATP (NELSON; COX, 1995).

O principal mecanismo de fixacdo de carbono em algas verdes e plantas superiores
acontece no estroma do cloroplasto, pela via denominada ciclo de Calvin. A entrada de CO> nesse
ciclo se da pela incorporagdao de trés carbonos inorganicos a trés moléculas de ribulose-1,5-
bisfosfato, formando seis moléculas de 3-fosfoglicerato. Essa reacdo inicial € catalizada pela
enzima ribulose-1,5-bisfosfato  carboxilase/oxidase, também chamada de RUBISCO,
provavelmente a enzima mais abundante na Terra. As moléculas de 3-fosfoglicerato formadas sdo
convertidas a gliceraldeido-3-fosfato e entram em equilibrio com seu isémero, a diidroxiacetona.

Essa segunda etapa que requer o gasto de ATP e NADPH, produzidos na fase clara. Essas trioses
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fosfato, juntamente com a frutose-6-fosfato, que pode ser gerada a partir da fusdo entre elas, sdo
metabolitos chave do metabolismo fotossintético, podendo entrar em rotas catabdlicas e anabdlicas
diversas, como sintese de amido, glicogénio ou sacarose, ou ainda retornar ao ciclo de Calvin. As
reacOes da terceira e dltima etapa do ciclo consistem na regeneracdo de 3 moléculas de ribulose-
1,5-bisfosfato a partir de 5 das 6 trioses fosfato geradas na segunda etapa. Cada ciclo gera, portanto,
um saldo liquido de uma triose fosfato, cujo custo energético € de seis moléculas de NADPH e

nove de ATP (BELL; HEMSLEY, 2000). A equacdo global da fotossintese, entdo, é:

l
CO,+ H,0 — 0,+ (CHy0)

Algumas bactérias purpuras e azuis realizam fotossintese sem a formagao de O, também
chamada de fotossintese anoxigénica ou anaerdbia. Esses organismos ndo possuem FSII, e
geralmente utilizam sulfeto de hidrogénio como doador de elétrons para FSI, gerando enxofre ou

tiossulfato como subproduto (LEE, 2008), de acordo com a reagao:

L
2H,S +C0, — (CH,0)+H,0 +§

H4, ainda, as cianobactérias fotoautotréficas anaerdbias facultativas, capazes de realizar
fotossintese oxigénica, em condi¢des de aerobiose, e anoxigénica, em anaerobiose. COHEN et al.
(1975) demonstraram que Oscillatoria limnetica é capaz de se adaptar a condi¢des de anaerobiose
e realizar fotossintese anoxigénica independente de FSII, com redu¢do de Na>S a enxofre. No
verdo, porém, quando as concentragdes de oxigénio nos lagos € alta, essa microalga é capaz de
ajustar seu metabolismo para realizar fotossintese oxigénica e continuar povoando o ambiente.

As bactérias redutoras de sulfatos também fixam CO> quimioautotroficamente, oxidando
H> na presenca de O, (APPEL; SCHULZ, 1998). Essas bactérias possuem uma hidrogenase
citoplasmaética e uma periplasmatica associada a membrana, ambas capazes de oxidar ou produzir
H> a partir de H*. Assim, a acdo conjunta das mesmas coordena a forca eletromotriz decorrente do
gradiente transmembranar de prétons sem efetivamente transportar H* através da membrana
(APPEL; SCHULZ, 1998).

As algas verdes e as cianobactérias sao os tnicos organismos conhecidos que comportam,

a0 mesmo tempo, estruturas fotossintéticas e mecanismos de producio de hidrogénio (SCHUTZ
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et al., 2004). A producdo de H» por cianobactérias pode ocorrer como um resultado da fixagao de
nitrogénio, como serd mencionado mais adiante, ou sob condicdes anaerdbias e no escuro pela
acdo de diferentes isozimas de hidrogenase (APPEL; SCHULZ, 1998; SCHUTZ et al., 2004). Em
algas verdes, esse processo ocorre fotossinteticamente, por meio da biofotdlise direta ou indireta
da 4gua, seguida de reducdo dos prétons gerados (CARDOSO; VIEIRA; MARQUES, 2011). O
metabolismo de H» representa uma grande vantagem adaptativa, pois pode ser usado tanto para
dar um destino a elétrons, em condicdes redutoras, como para a obten¢@o de energia, por meio da
oxidagdo de Hj. Essa condicdo seria impossivel sem a presenca da hidrogenase (APPEL;
SCHULZ, 1998).

Algumas cianobactérias filamentosas possuem o complexo enzimatico da nitrogenase e sao
capazes de fixar nitrogénio, um processo energeticamente oneroso que requer o gasto de 16 mols
de ATP para cada mol de N> fixado. Esse processo é, também, o mecanismo mais expressivo da

producdo de H» dessas cianobactérias, e se da pela seguinte reagao (NELSON; COX, 1995):

N, + 10H* + 8e™ + 16ATP 29" ) NH} + 16ATP + 16PO;3 + H,

A catélise dessa reacdo pela nitrogenase requer mecanismos de protecdo da enzima, que é
altamente sensivel ao O e incompativel com a fotossintese oxigénica. Algumas cianobactérias
filamentosas contornam esse problema com a diferenciacdo de células vegetativas a heterocistos.
As células diferenciadas perdem seus tilacéides e FSII, levando a interrupcao do seu metabolismo
fotossintético e, consequente, da produgdo de O2. Os heterocistos passam a apresentar alta taxa
respiratdria, com consumo de O2, e a entrada de oxigénio nessas células é limitada pela formacgao
de um espessa parede celular e de um envelope extracelular composto por diversas camadas
(KULASOORIYA; LANG; FAY, 1972). A formacao de heterocistos proximos uns aos outros &
impedida por sinais moleculares, resultando num espacamento de cerca de 20 células entre eles. A

Figura 3 mostra a disposi¢ao de heterocistos em Anabaena crassa.
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Figura 3 — Heterocistos em Anabaena crassa. A micrografia de luz revela células vegetativas, mais escuras,

e heterocistos (H), de aparéncia vazia

Fonte: LI; WATANABE; WATANABE, 1997.

Com a deplecdo de NH4* em lagos eutrofizados, cianobactérias como Anabaena flos-aquae
s@o capazes de alterar sua densidade e subir a superficie. A abundancia de luz e CO» permite que
suas células vegetativas realizem fotossintese, enquanto seus heterocistos fixam o nitrogénio
atmosférico (LEE, 2008). Os heterocistos, entdo, enviam nitrogénio fixado as células vegetativas,
na forma de glutamina, e recebem delas carbono fixado, na forma de sacarose (LEE, 2008).

Algumas cianobactérias sdo capazes de fixar N» eficientemente sem a formagdo de
heterocistos. Certas algas ndo filamentosas podem ser condicionadas a realizar separagao temporal
de metabolismos, fixando nitrogénio no escuro e cessando a produ¢do de nitrogenase de dia,
durante a fotossintese (WEARE; BENEMANN, 1974). Outras cianobactérias filamentosas podem
fixar nitrogénio simultaneamente a fotossintese oxigé€nica sob microaeragao e baixa luminosidade
(GIANI; KRUMBEIN, 1986). Estudos com Oscillatoria sp. mostraram que esses organismos
suportam pressoes de até 0,15 % de O> sem alteracdo das taxas de fixac¢do, além de apresentarem
alta taxa de sintese de nitrogenase e inativacdo reversivel da mesma sobre pressdes de O:
superiores (STAL; KRUMBEIN, 1985). STAAL et al. (2003) modelaram a difusdao de O, em

Trichodesmium spp. e concluiram que o ambiente tropical em que habitam favorece a fixacao de
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N>, pois altas temperaturas reduzem a solubilidade do oxigénio. A secre¢do de exopolissacarideos
também foi associada a protecdo da nitrogenase (PHILIPPIS; VINCENZINI, 1998).

Além de rotas metabdlicas de obtencdo de energia luminosa e de compostos inorganicos,
as microalgas também apresentam mecanismos respiratdrios, semelhantes aos encontrados em
organismos heterotréficos, primariamente destinados ao consumo dos préprios fotossintetatos. Em
eucariotos, esse metabolismo ocorre em mitocondrias, enquanto que em procariotos as estruturas
respiratérias sdo geradas por invaginagdes da face interna da membrana plasmatica (BELL;
HEMSLEY, 2000). Para que a energia produzida pela fotossintese no cloroplasto chegue a outros
compartimentos e dé continuidade as outras fungdes celulares, trioses fosfato sdo enviadas as
mitocOndrias e convertidas normalmente a ATP e NADH por meio da cadeia transportadora de
elétrons (BOYLE; MORGAN, 2009). Os tnicos metabolitos transportados pelas membranas dos
cloroplastos sdo gliceraldeido-3-fosfato e diidroxiacetona, portanto essas trioses fosfato também
s@o compostos intermedidrios entre a fotossintese e a respiracao celular (MARSCHNER, 1995).

Portanto, apesar de possuirem diversos mecanismos de produc¢do primdria e serem
altamente especializadas em utilizar energia luminosa, uma grande maioria das microalgas é capaz
de usar moléculas organicas exdgenas como fonte de nutriente e energia, € maior parte desse
metabolismo heterotréfico ocorre nas mitocondrias, pela cadeia transportadora de elétrons
(BOYLE; MORGAN, 2009). Esses compostos podem entrar nas células por osmose, quando se
trata de compostos soltveis, ou por fagocitose, por meio do englobamento de particulas complexas
em vesiculas para posterior digestdo, quando entdo entram em rotas metabodlicas diversas, de
acordo com sua natureza (LEE, 2008). O crescimento puramente heterotr6fico em microalgas sé6
acontece no escuro, ja que a fotossintese € sempre a rota de obten¢ao energética preferencial desses
organismos (HELLEBUST, 1971). Na presenca de luz, algumas espécies sdo incapazes de utilizar
quaisquer fontes de carbono do meio, enquanto outras sdo capazes de consumir matéria organica
para obtenc¢ao de carbono e outros nutrientes utilizando luz como fonte de energia (LEE, 2008).
Sabe-se, ainda, que diversas espécies também realizam crescimento mixotréfico, utilizando
simultaneamente os sistemas fotossintéticos e as vias metabdlicas para substratos organicos,
embora os mecanismos e regulacdes desse metabolismo ainda permanecem desconhecidos (LI et
al., 2016). BOYLE & MORGAN (2009) demostraram que o crescimento de Chlamydomonas

reinhardtii apresenta muito mais rendimento de carbono em condi¢des auto e mixotréficas do que
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em heterotréficas. Os autores sugerem que isso seja reflexo do reaproveitamento do CO; liberado
durante a respiracdo para realizar fotossintese, enquanto no crescimento heterotréfico, parte do
carbono € usada para geracdo de energia e perdida na forma de CO». Para Chlorella sorokiniana,
as taxas fotossintéticas em crescimento mixotréfico sao dependentes do estdgio de crescimento, €
ndo sdo reguladas da mesma maneira que em cultivos autotréficos, além de serem altamente
influenciadas pela concentragao de N no meio (LEE et al., 1996; LI et al., 2016). LI et al. (2014)
observou que o crescimento de Chlotadella sp. em meio mixotréfico estd relacionado a maiores
taxas de crescimento e maior rendimento em lipidios. Resultados semelhantes foram observados

em tré€s cepas de Chlorella sp. por LEESING et al. (2013).

3.2 Potencial biotecnoldgico

3.2.1 Mitigacdo do uso e efeitos de combustiveis fosseis

O termo “combustivel f6ssil” se refere ao petréleo e seus derivados, ao carvao ou ao gas
mineral, compostos formados por processos geoquimicos de degradacdo parcial da matéria
organica ao longo de milhares de anos. Esses combustiveis representam 87 % da matriz energética
mundial na atualidade e, em decorréncia do aumento continuo dessa demanda e de politicas de
apoio ao uso desses compostos, ndo ha estimativas de mudanca desse cendrio pelo menos pelos
proximos vinte anos (BENETTO et al., 2004; BIRESSELIOGLU; YELKENCI, 2016). Em termos
praticos, a taxa de regeneracdo dos combustiveis fosseis extraidos e queimados € nula, por se tratar
de um processo que pode levar eras pra acontecer, o que significa que esse grande e crescente
volume de material queimado culmina no acimulo de CO> atmosférico, gas de efeito estufa
incessantemente associado ao aumento da temperatura média terrestre e elevagdo do nivel do mar
(BENETTO et al., 2004).

Por sua habilidade de fixar carbono autotroficamente ou mixotroficamente a taxas
relativamente altas, inimeros trabalhos envolvendo o uso de microalgas vém sendo desenvolvidos
no intuito de sequestrar CO, atmosférico e mitigar os impactos das atividades antropogénicas
(KAJIWARA et al., 1997; LOPES, 2007; MAEDA et al., 1995). LOPES (2007) identifica que
esses esforcos tem se resumido em 6 linhas principais de pesquisa: 1) identificacdo de cepas com

alta taxa de remocdo de COg; 2) design e otimizacdo de configuracdo de reatores; 3) otimizacao
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dos parametros de cultivo; 4) modelagem cinética do crescimento microbiano associado a cinética
de fixagcao de CO»; 5) estudos de aumento de escala e 6) estudos de viabilidade economica.

Um objetivo idealizado por diversos autores € o desenvolvimento de um processo integrado
em que efluentes gasosos ricos em didxido de carbono, como os de usinas termoelétricas, sejam
injetados diretamente em fotobiorreatores, onde seriam tratados por microalgas com alta
capacidade de fixacdo e convertidos em produtos de alto valor comercial (MAEDA et al., 1995;
ONO; CUELLO, 2006; WEISSMAN et al., 1998; ZEILER et al., 1995). Contudo, devido as
condig¢des indspitas de tais efluentes, as linhagens algais utilizadas devem ser capazes de crescer
sob altas temperaturas e concentracdes de CO», além de suportarem concentragdes variadas de
NOx e SOx, subprodutos toxicos da queima dos combustiveis fésseis. Muitos autores tém relatado
cepas algais potenciais para essa aplicacdo, incluindo algumas do género Chlorella (KEN-
ICHI YOSHIHARA et al., 1996; MAEDA et al., 1995; SAKAI et al., 1995; WEISSMAN et al.,
1998; ZEILER et al., 1995).

Embora ja existam aplicacdes comerciais para algumas espécies de microalgas, diversos
obstaculos tecnoldgicos ainda precisam ser superados para que a aplicacido desses organismos na
remocdo de COz atmosférico se torne vidvel: 1) O crescimento autotréfico € associado ao aumento
do pH do meio, decorrente do deslocamento do equilibrio quimico sob remocdo de CO>. Em
contrapartida, o pH alto resulta na precipitacao de fésforo inorganico e volatilizacdo do nitrogénio
na forma de amonia, nutrientes vitais para o metabolismo; 2) o aproveitamento da luz fornecida
ao cultivo é limitado pelo aumento das dimensdes do fotobiorreator, que impede que a luz chegue
as regides mais internas, ou quando hé crescimento aderido as paredes do reator, ou quando ocorre
a formacdo de flocos devido a alta concentragao celular; 3) as etapas de downstream, como coleta,
secagem e separacdo de biomoléculas a partir da biomassa aumentam consideravelmente o custo
desses processos (CARDOSO; VIEIRA; MARQUES, 2011; LOPES, 2007). Frente a tais desafios,
a viabilizacao do sequestro de CO> em fotobiorreatores vem sendo associada a geragao de créditos
de carbono com producdo concomitante de biomoléculas de valor agregado, associacdo a
processos ambientais, como tratamento de efluentes, produ¢do de alimentos e racdo animal e
producdo de biocombustiveis (CARDOSO; VIEIRA; MARQUES, 2011; LOPES, 2007; ONO;
CUELLO, 2006).
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3.2.2 Comercializacdo da biomassa

Devido a grande biodiversidade e pluralidade metabdlica desse grupo, a composicado
bioquimica desses organismos € igualmente vasta, decorrente da producao de diversos metabdlitos
primdrios e secunddrios, moléculas de reserva energética e de manuten¢do do metabolismo e
estruturas celulares (VASSILEV; VASSILEVA, 2016). Portanto, grande parte do potencial
biotecnolégico das microalgas estd associada ao uso direto da biomassa ou criagdo de uma
plataforma de processamento e separagcao dos diversos compostos e insumos produzidos, processo
também conhecido como biorrefinaria (GILBERT-LOPEZ et al., 2015). Dentre os compostos com
maior potencial para biorrefino da biomassa estdo 4dcidos graxos poliinsaturados (PUFA), como
Omega-6 e dmega-3, ésteres metis de dcido graxo (FAME), vitaminas, esterois, polissacarideos,
proteinas, pigmentos, corantes e antioxidantes (DERNER ez al., 2006; MATA; MARTINS;
CAETANO, 2010). A composicao da biomassa algal varia de espécie para espécie, e algumas
microalgas podem apresentar fracoes de até 71 % de proteinas, 64 % de lipidios ou 40 % de
carboidratos, em relagdo ao peso seco (TRIVEDI et al., 2015). Ainda, a por¢ado lipidica pode
apresentar altos rendimentos em PUFA (60 %) e FAME (43 %) (DERNER et al., 2006; LIN; LIN,
2011).

Nos tltimos anos, o uso de biomassa algal vem ganhando espago na industria de alimentos
funcionais por melhorarem as caracteristicas nutracéuticas e organolépticas dos alimentos,
permitindo, ainda, a sua comercializagdo como produtos naturais. Microalgas como Chlorella
Beyerinck, Arthrospira Stizenberger, Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis sao atualmente
aplicadas na produgdo de massas, paes, iogurte, bebidas, maionese e sobremesas gelificadas
(BENAVENTE—VALDES et al., 2016; DERNER et al., 2006). Nao obstante, a aplicacdao
alimenticia de microalgas nio é algo recente, visto que os astecas e alguns povos africanos ja
utilizavam Spirulina spp. como insumo para produgao de alimentos ha séculos, atividade que ainda
¢ realizada por esses dltimos nos dias de hoje (DERNER et al., 2006).

Diversos outros destinos para a biomassa algal e seus insumos vem sendo aplicados ou
investigados. CORDERO ef al. (1996) relatam a suplementacdo da dieta de salmdes com
astaxantina extraida de Haematococcus pluvialis, para conferir-lhes sua cor caracteristica.
BENEMANN et al. (2002) relataram o uso de Spirulina como fertilizante apds ser utilizada para

recuperar fésforo e nitrogénio de lixiviado de atividade agricola, um processo que chamaram de
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eutrofizacao controlada. DERNER et al. (2006) ainda sumariza diversos outros produtos obtidos
a partir da biomassa de microalgas, como enzimas, toxinas e polimeros. Todavia, devido ao
aumento da demanda por energia, um dos maiores potenciais para emprego da biomassa € a

producio de biocombustiveis, tratados em conjunto no item a seguir.

3.2.3 Biocombustiveis

Com base no grande nimero de trabalhos publicados na 4rea, pode-se dizer que a producao
de biocombustiveis €, de longe, a aplica¢do de maior interesse para a producao de microalgas. Esse
interesse parece estar associado ao apelo ambiental desses combustiveis que, ao contrdrio dos
combustiveis fosseis, se integram ao ciclo do carbono. Isso quer dizer que todo o CO» emitido pela
queima do biocombustivel é proveniente de fontes renovdveis que foram formadas, direta ou
indiretamente, pela fixagdo do mesmo carbono atmosférico, resultando na ciclagem sem actimulo
dessa matéria.

O biodiesel ¢ um biocombustivel constituido de alquilésteres lineares produzidos a partir
da transesterificacdo de 6leos ou gorduras com metanol ou etanol na presenca de hidréxido de
sddio (LOBO; FERREIRA, 2009). No Brasil, o biodiesel provém majoritariamente de plantas
oleaginosas, como soja, palma, girassol, mamona, babagu e pinhdo-manso (LOBO; FERREIRA,
2009). O etanol anidro é o biocombustivel oriundo da fermentacdo alcéolica de aguicares, mais
comumente a sacarose ou hidrolisado de amido, com etapas subsequentes de refinamento. No
Brasil, a matéria prima principal é a cana-de-agticar, e o processo de producdo € muito bem
estabelecido (LOBO; FERREIRA, 2009). As microalgas, por sua vez, t€m chamado a atencdo de
diversas industrias e pesquisadores devido ao fato de que algumas cepas podem apresentar
biomassa rica tanto em acticares quanto em 6leos. Embora o etanol algal ainda seja uma realidade
bem distante, o biodiesel de microalgas vem sendo largamente estudado.

No Brasil, um interesse particular por essas fontes alternativas de energia € decorrente da
politica de insercao de biocombustiveis na matriz energética nacional. A Lei n° 13.033 exige que
um percentual minimo de 7 % de biodiesel seja adicionado ao diesel de combustivel f6ssil, valor
que deve chegar a 10 % até Maio de 2019, conforme a Lei n°® 13.623/2016. J4 o etanol deve ser
adicionado em um minimo de 27 % na gasolina comum e 25 % na gasolina Premium, de acordo

com a Portaria n® 75, de 5 de Marco de 2015, do Ministério da Agricultura, Pecudria e
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Abastecimento (MAPA), e Resolucdo n° 1, de 4 de marco de 2015, do Conselho Interministerial
do Actcar e do Alcool (CIMA).

Apesar de ainda ndo serem economicamente competitivos, os biocombustiveis de
microalgas apresentam grandes vantagens ambientais e potencialmente econdmicas sobre aqueles
produzidos por fontes vegetais: 1) maior produtividade por drea de cultivo; 2) maior eficiéncia em
fixar carbono; 3) composi¢do homogénea da biomassa, enquanto plantas apresentam diferencas
bioquimicas entre raiz, caule, folhas e fruto; 4) possibilidade de crescimento em climas extremos;
5) possibilidade de utilizacdo de dgua do mar ou efluentes agroindustriais; 6) possibilidade de
reciclo de 4gua e reducdo de gasto desse recurso por unidade de massa gerada; 7) nao utilizagao
de terra agricultavel; 8) sua produ¢do ndo implica desvio de produgao de alimentos, como acontece
com as plantas e 9) maior facilidade de melhoramento genético. (CARDOSO; VIEIRA;
MARQUES, 2011; COHEN; PADAN; SHILO, 1975; DERNER et al., 2006; MATA; MARTINS;
CAETANO, 2010). Em contrapartida, os desafios associados ao alto custo de producdo de
biomassa algal e as limita¢des técnicas de cultivo ainda representam os maiores obstaculos para a
producio de biocombustiveis a partir microalgas. LOBO & FERREIRA (2009) notam, ainda, que
a composi¢do de 6leos extraidos de microalgas é geralmente rica em 4cidos graxos e FAME com
quatro ou mais insaturacdes, condi¢ao inadmissivel para a producao de biodiesel, de acordo com
os padrdes europeus, americanos e brasileiros. CHISTI (2007) sugere, porém, que essa limitacao
pode ser facilmente superada com a adi¢cao de uma etapa de hidrogenacao desses 6leos.

A maioria dos estudos com microalgas busca a viabilizacio de biodiesel e, em menor grau,
de bioetanol, por apresentarem processos de produgao bem estabelecidos e serem os combustiveis
de mais facil inser¢do na matriz energética nacional e global. CARDOSO et al. (2011) cita, porém,
diversos outros biocombustiveis com potencial para serem gerados a partir da biomassa de
microalgas: 1) biohidrogénio, produzido a partir de algas verdes e cianobactérias, por acao da
enzima hidrogenase; 2) biometano, gerado a partir da biodigestao anaerébia da biomassa algal com
geracdo concomitante de fertilizante; 3) bio-6leo, produzido a partir da pirélise da biomassa com
geracdo concomitante de biocarvao; 4) gds de sintese por gaseificagdao da biomassa e 5) bioetanol
produzido a partir por meio de liquefagdo. A producdo desses combustiveis ainda encara limitagdes
tecnoldgicas que aumentam o custo de producdo e impedem o seu uso, requerendo ainda mais

esforcos técnicos e cientificos para viabiliza-los.
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3.2.4 Tratamento de efluentes

As microalgas também apresentam caracteristicas interessantes para o tratamento de dguas
residudrias em geral. Seu rdpido crescimento é acompanhado por uma remogao dréstica de metais
pesados, poluentes e nutrientes do meio, incluindo de N, P e K. Ainda, sdo capazes de fixar CO>
atmosférico ou consumir matéria organica, se presente. Diversas estratégias de tratamento vém
sendo abordadas para os mais variados tipos de efluentes, frequentemente acopladas a produgao
de energia e biocombustiveis.

HENA et al. (2015) avaliaram a eficiéncia de um consércio de 10 espécies selvagens de
microalgas verdes no tratamento de efluente de laticinio com alto teor de DBO, teores moderados
de fosforo e baixos valores de nitrogénio. O tratamento obteve 98 % de remog¢do dos nutrientes
com producido concomitante de 18 t.ano™ de 6leo com caracteristicas adequadas a producdo de
biodiesel. YEN & BRUNE (2007), por sua vez, suplementram o lodo de microalga com papel para
aumentar a razdo C/N dessa biomassa e otimizéd-la para digestdo anaerébia. O tratamento se
mostrou eficiente e produziu metano a uma taxa maxima de 1,6 mL.L'.dia!, cerca de trés vezes
maior que o tratamento ndo suplementado. WANG et al. (2016) selecionaram cepas de microalgas
submetendo-as a luz UV e gradativa adaptagdo em diluicdes de dejetos suinos. As taxas de
remogao de N e P pelas espécies selecionadas foram de 90 e 85 %, respectivamente, mesmo quando
crescidas no efluente ndo diluido.

Outros autores descrevem a associacdo de algas verdes e cianobactérias para remog¢ao
otima de nutrientes (MUKHERIJEE et al., 2016), microalgas aplicadas a biorremediac¢ao de metais
pesados (INTHORN et al., 2002) e tratamentos de contaminantes quimicos perigosos (MUNOZ;
GUIEYSSE, 2006). CHEAH et al. (2016) analisou o potencial de algumas microalgas para tratar
esgoto doméstico, bagaco de S6leo de palma e chorume de aterro sanitdrio e conclui que o
acoplamento de processos de mitigacdo de rejeitos a geracdo de energia por meio do
processamento de biomassa € ideal e promissor, mas atentou para a necessidade de elucidarem-se
os mecanismos de remocdao de nutrientes e de estudar-se melhor as condi¢des dos processo,

estratégias de otimizacdo e etapas de downstream.

3.2.5 Chlorella sorokiniana
A primeira descricdo do género Chlorella foi feita pelo professor alemao M.W. Beijerinck,

em 1889, que deu o nome ao primeiro organismo do grupo, Chlorella vulgaris Beijerinck
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(SHIHIRA; KRAUSS, 1965). Desde entdo, o género vem sofrendo constantes alteracdes, e nota-
se que as grandes semelhangas morfoldgicas e metabdlicas entre esses organismos, bem como
fendmenos de convergéncia evolutiva, tem tornado o delineamento do género Chlorella cadtica
(BOCK; KRIENITZ; PROSCHOLD, 2011; HUSS et al.,, 1999; KESSLER; HUSS, 1992;
SHIHIRA; KRAUSS, 1965). Em 1965, SHIHIRA & KRAUSS renomearam 11 das 41 linhagens
de Chlorella estudadas e contabilizaram 26 espécies sob esse gé€nero. Apds a revisdo taxondmica
de KESSLER & HUSS (1992) o numero de espécies caiu para 10, e todas as cepas até entdo
classificadas como C. pyrenoidosa pertenciam, na verdade, as espécies C. vulgaris, C. sorokiniana
e C. fusca. BOCK et al. (2011) relatam que até o momento do seu trabalho havia 5 espécies
classificadas sob o género Chlorella. De acordo com a revisdo taxondomica de BOCK et al. (2011),
a mais recente encontrada para o género, 12 espécies compdem atualmente o género Chlorella,
sendo C. sorokiniana uma delas.

Atualmente, a microalga Chlorella sorokiniana € classificada no filo das Chlorophytas, ou
algas verdes. Habitante primariamente de dgua doce, foi primeiramente isolada por Constantine
Sorokin, em 1951, e foi descrita como células individuais, ovais ou esféricas, de até 4,5 x 3,5 u
quando crescidas em meio inorganico e 4,5 x 5,5 pu quando crescidas em glicose. A cepa foi
inicialmente chamada C. pyrenoidosa, devido a presenca de centros de formagdao de amido em
regides diferenciadas do cloroplasto, chamados pirenéides (SHIHIRA; KRAUSS, 1965 apud
SOROKIN, 1959). SOROKIN (1959) também descreveu preliminarmente algumas caracteristicas
bioquimicas da microalga: 1) apesar da colora¢do verde, podem ser tornar brancas em cultivos
velhos; 2) crescem bem em meio inorgéanico, liquido ou sélido, e podem crescer bem em glicose e
manose sob ilumina¢do, embora apenas glicose seja consumida no escuro; 3) utilizam amonia e
nitrato igualmente, mas o hidrolisado de caseina € melhor utilizado como fonte de nitrogénio; 4)
apresentam rapido crescimento a temperaturas altas (SHIHIRA; KRAUSS, 1965 apud SOROKIN,
1959). KESSLER & HUSS (1992) identificaram que essa espécie possui a enzima hidrogenase e
que tem seu crescimento inibido por manitol, além de terem-na indicado para aplicacdes bioldgicas
que envolvessem crescimento rapido e massivo, inclusive a altas temperaturas, de até 42 °C.
Diversos outros trabalhos confirmam que essa microalga é termotolerante (DE-BASHAN et al.,
2008; HUSS et al., 1999; SAKAI et al., 1995), mas BASHAN et al. (2016) demonstraram que a
cepa UTEX 2714 tem seu crescimento em torno de 19 °C, razdo pela qual foi considerada por

24



muito tempo como pertencente a espécie C. vulgaris. Como indicado pelas observagdes iniciais de
SOROKIN (1959), C. sorokiniana possui grande adaptabilidade metabdlica, sendo capaz de
ajustar seu metabolismo de acordo com as condi¢des de cultivo e crescer autotroficamente,
heterotroficamente e mixotroficamente (LI ef al., 2016; OGBONNA; TANAKA, 1998).

Devido as interessantes caracteristicas metabdlicas de C. sorokiniana, seu potencial
biotecnoldgico vem se mostrando promissor nas seguintes dreas: 1) remogdo eficiente de amonia
de efluentes liquidos (DE-BASHAN et al., 2008); 2) Produg¢do de pigmentos, como luteina,
clorofila a e b, zeaxantina e violaxantina (CORDERO et al., 2011; DE-BASHAN et al., 2008) e
3) Produgdo de biodiesel (LU et al., 2013). Apesar de ndo serem téxicas ao consumo humano,
espécies de Chlorella tem sido associadas a ativagdo de uma flora intestinal produtora de gases,
nao sendo indicada para alimentacao.

A Figura 4 é uma fotografia da estirpe de C. sorokiniana usada neste trabalho, cuja

morfologia é condizente com o descrito por SHIHIRA; KRAUSS, 1965 apud SOROKIN, 1959.

Figura 4 — Chlorella sorokiniana. Foto em microscopio optico da cepa utilizada neste trabalho.

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.3 Cultivo

A vasta gama de rotas metabdlicas, produtos e processos associados as microalgas nao
garantem uma resposta adequada se os parametros relacionados ao cultivo ndo se adequarem as

caracteristicas fisiolégicas do organismo utilizado. As estratégias utilizadas para obter
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produtividades maximas de biomassa algal e dos produtos que se deseja extrair, ou mesmo taxas
otimas de remoc¢do de nutrientes ou contaminantes, sdo divididas entre fisicas e nutrimentais
(BENAVENTE-VALDES et al., 2016). As primeiras tratam da manipulacio das condigdes
operacionais e de fatores externos, bem como do design e configuracdo de reatores, enquanto as
nutrimentais dizem respeito a elaboragdo e manipulacdo do meio de cultivo, como na escolha de
fontes de carbono e nitrogénio ou limitacao de nutrientes.

Os parametros fisicos que mais afetam o metabolismo algal sdo temperatura, pH e
intensidade luminosa. Em organismos vivos, virtualmente todas as reagdes do metabolismo sdo
mediadas por enzimas, que sdo fortemente influenciadas pela temperatura e pH do meio. Embora
o aumento da temperatura favorega grande parte das reagdes, valores altos demais podem causar
danos irreversiveis as enzimas que as catalisam, além de afetar a fluidez da membrana e a
solubilidade de gases (NELSON; COX, 1995). A maioria das microalgas é capaz de crescer sob
amplas faixas de temperatura, com temperatura 6tima geralmente proxima a temperatura ambiente,
embora algumas espécies possam crescer em condicdes extremas (DE-BASHAN et al., 2008;
SAKALI et al., 1995). O pH ¢é responsdvel pela forma protonada ou idnica de diversos grupos
funcionais em enzimas, o que tem influéncia direta na sua conformacgdo e desempenho (NELSON;
COX, 1995). Em crescimento autotréfico, as microalgas geralmente elevam consideravelmente o
pH do meio, pois o consumo de CO» dissolvido para realizar fotossintese leva ao consumo de 4dcido
carbdnico e, consequentemente, de H* do meio. Portanto, o crescimento 6timo para a maior parte
das espécies se dd em pH de neutro a bédsico (LOPES, 2007). A condicao de iluminacdo pode
definir o tipo de rotas metabdlicas que serdo ativadas, e melhores rendimentos de biomassa
acontecem em cultivos iluminados, ilustrando a eficiéncia das microalgas em aproveitar a energia
luminosa (BOYLE; MORGAN, 2009). Condi¢bes extremas de iluminagdo podem inibir o
crescimento, mas também podem levar a produgdo de certos produtos (CORDERO et al., 1996).
Valores moderados de iluminag¢do correspondem a alguns poucos kilolux (BENAVENTE-
VALDES et al., 2016; CHEIRSILP; TORPEE, 2012). Outros fatores que impactam o crescimento
e a qualidade do produto ou efici€ncia do processo sdo agitagdo/aeracado, salinidade e porcentagem
de indculo (BENAVENTE—VALDES et al., 2016; LU et al., 2013; MATA; MARTINS;
CAETANO, 2010).
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A habilidade de fixar carbono com uso de energia luminosa € uma das maiores vantagens
das microalgas, pois elimina custos com energia € compostos organicos e causa o sequestro de
COa,. Para aplicacdes reais com o uso de luz e carbono atmosférico, o cultivo de microalgas vem
sendo realizado em fotobiorreatores fechados ou em tanques abertos do tipo raceway, como

mostrados na Figura 5.

Figura 5 — (a) Desenho esquematico de reatores tubulares fechados e (b) visdo superior de tanque

raceway aberto.
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Fonte: Adaptado de CHISTI (2007).

O desenho esquematico (a) representa reatores tubulares de material transparente e raio de
cerca de 0,1 m, onde o meio € recirculado até um reservatorio com borbulhamento e remog¢do de
ar. Sistemas raceway (b) consistem em tanques abertos de cerca de 0,3 m de profundidade, onde
o meio € fracamente agitado por um impelidor. Como revisou CHISTI (2007), os fotobiorreatores
apresentam maior rendimento de biomassa que sistemas raceway, pois permitem o cultivo de
espécies puras e com maior nivel de controle dos parametros de crescimento, o que nio € possivel
em tanques abertos. Tanques raceway também apresentam problemas com evaporagao, mistura e
iluminacdo, sendo indicados apenas para diminuir custos de producdo, que sao mais altos em
fotobiorreatores, ou para o cultivo de espécies extremofilas, como Spirulina ou Dunaliella, que

inibem o crescimento de outros organismos (CARDOSO; VIEIRA; MARQUES, 2011).
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WANG et al. (2014) descreve a importancia de se escolher e otimizar o meio de cultivo
com o intuito de maximizar o crescimento algal e a produc¢do de moléculas de interesse, sobretudo
para cultivos autotroficos. A disponibilidade de nutrientes deve ser investigada para melhor
atender as demandas nutricionais do microrganismo e induzir a ativacdo das rotas metabdlicas de
interesse. Os elementos necessarios ao crescimento celular e manutencdo do metabolismo sao
frequentemente divididos entre macro e micronutrientes, de acordo com suas concentragdes ideais
no meio de cultivo. Os micronutrientes, como zinco, cobalto, molibdénio e cobre, geralmente sdo
cofatores de enzimas, e se encontram no meio em concentragdes de alguns miligramas por litro ou
menos. Os macronutrientes sdo aqueles utilizados na formagao de moléculas e estruturas celulares,
como carbono, nitrogénio, fésforo e enxofre, ou como cofatores e reguladores de fungdes
metabolicas primdrias, como potéssio, magnésio e cdlcio. Em cultivos autotréficos, nos quais CO>
atmosférico € suprido como fonte de C, os macronutrientes mais requeridos para o crescimento
s@o nitrogénio, fésforo e potdssio, sendo frequentemente os elementos limitantes do crescimento.

O nitrogénio € essencial para a formagao de proteinas, dcidos nucleicos, pigmentos e parede
celular. CHENG et al. (2013) demonstraram que altos niveis de nitrogénio podem ser associados
a formacao de clorofila e proteinas, sugerindo que esse nutriente é fortemente requerido para a
fotossintese, além de estar diretamente relacionado a geracdo de biomassa. Sob baixas
concentracdes de nitrogénio, as microalgas ainda podem realizar fotossintese, mas a biomassa final
terd menos compostos ricos nesse elemento, como carotendides e clorofilas, e apresentardo mais
compostos de alta energia, como lipidios e carboidratos (BENAVENTE-VALDES et al., 2016).
A caréncia de nitrogé€nio no meio foi, por vezes, relacionada ao actimulo de lipidios no interior da
célula (BENAVENTE-VALDES et al., 2016; CHENG et al., 2013; FENG et al., 2012).
CORDERO et al. (1996) descreve também a otimizagdo da producdo de astaxantina por
Haematococcus pluvialis por meio da privacdo de nitrogénio.

Segundo BENAVENTE-VALDES et al. (2016), o fésforo é um elemento essencial para as
microalgas, por participar da formagao de diversas estruturas e processos, além de afetar varios
aspectos da fotossintese. Todavia, KOZELOWSKA-SZERENOS et al. (2000) nao notaram
interferéncia nos niveis de clorofila a e b em C. vulgaris ao variarem as concentragdes de fosforo

do cultivo, embora tenham observado alta influéncia desse mineral na producdo de glicolato.
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FENG et al. (2012) confirmam que a auséncia de foésforo inibe drasticamente o crescimento, mas
também gera rendimentos altos de lipidios.

Ao contrario de N e P, o potdssio ndo participa da formacdo de moléculas ou estruturas nas
células, mas parece ter participacao fundamental em diversos processos reguladores, incluindo o
controle da pressao osmoética e ativacao da nitrato redutase, uma enzima chave na regulacdo do
metabolismo de nitrogénio que converte nitrato em nitrito, culminando na sua incorporagdo em
amino4cidos (DEVI; SWAMY; MOHAN, 2013; MARSCHNER, 1995). fons K* também parecem
participar da regulacdo do ciclo do nitrogénio nas células em diversos niveis, incluindo o balanco
de cargas na absorc¢do de nitrato (TISCHNER, 2006). Entretanto, pouco foi descrito sobre a
influéncia particular desse nutriente sobre microalgas, e deve-se buscar compreender esses

mecanismos para melhor controle das condi¢des € do meio de cultivo.
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4  Material e Métodos

4.1 Microrganismo e meios de cultura

A cepa de Chlorella sorokiniana utilizada foi cordialmente cedida pelo Professor Dr.
Eduardo Jacob Lopes, do Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM). O pré-indculo e manutengao dessas microalgas foram feitos em
Meio 18-modificado INTHORN et al., 2002), composto por: NaNO; (1,5 g.L'1), MgS0O4.7H>0
(380 mg.L'!), KoHPO4 (120 mg.L1), CaCl,.2H>O (110 mg.L!), NaCl (70 mg.L™!), Fe2(SO4)3.nH20
(10 mg.L'Y), Na;Mo004.2H,0 (9 mg.L'!), H3BO3 (3 mg.L!), MnSO4.H,0 (2 mg.L!), ZnS0O4.H,0
(0,3 mg.L'"), CuS04.5H20 (0,08 mg.L!) e CoCl2.6H20 (0,04 mg.L"), pH 7,5. Os cultivos foram
conduzidos em incubadora (Modelo SL 224, Solab cientifica, Piracicaba, SP) a 25 °C, fotoperiodo
de 12 horas e luminosidade de 2,6 =+ 0,2 klux.

Os meios com variadas concentragdes de NPK utilizados na porc¢ao fatorial deste trabalho
foram preparados a partir das seguintes solucdes estoque: Meio 18-modificado duas vezes
concentrado (auséncia de KxHPO4 e NaNOs), solugdo de KoHPO4 (4 g L"), solugdo de NaNO;
(50 g.L'Y), solugdo de Na;HPO4 (4 g.L'!) e solucdo de KCI (4 g.L'1).

4.2 Quantificacdo indireta de biomassa

Para tornar pratica a quantificacio de biomassa, um método espectrofotométrico de
quantificacdo indireta foi validado. A fim de se identificar um comprimento de onda adequado
para as medig¢des, foi feita uma varredura de absorbancias em uma amostra de C. Sorokiniana sob
comprimentos de onda entre 400 e 700 nm, com o uso de espectrometro UV-VIS-NIR (Modelo
UV-3600, Shimadzu, Barueri, SP). Essa regido do espectro visivel foi escolhida por englobar os
comprimentos de onda absorvidos pelos principais pigmentos presentes nas microalgas verdes,
incluindo as clorofilas. A absorbancia das amostras foi realizada a 600 nm utilizando-se
espectrofotometro UV-Visivel (Modelo IL-592, Kasuaki/lonlab, Araucéria, PR).

A curva de calibragao relacionando densidade optica (D.O.) e biomassa seca foi construida
a partir de diversas dilui¢cdes de um cultivo de C. sorokiniana. As densidades Opticas foram
registradas e 50 mL de cada dilui¢ao foram vertidos em placas de Petri previamente secas e pesadas
em balanca analitica (Modelo AY 220, Shimadzu, Barueri, SP). Essas amostras foram secas em

trés etapas: trés horas em estufa a 100 °C, 3 horas em estufa a 80 °C e resfriamento em dessecador
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por meia hora. As placas foram pesadas novamente e a massa algal foi inferida pela diferenca das
massas finais e iniciais. A concentracao massica foi calculada e plotada em relagdo aos valores de
D.O. correspondentes. A regressao linear dos pontos foi feita por meio do Método dos Minimos
Quadrados e computada pela fun¢do /m do ambiente de desenvolvimento integrado, RStudio. As

representacdes graficas do modelo foram geradas pelo mesmo software.

4.3 Planejamento experimental

A andlise dos efeitos das concentragdes de NPK no meio de cultivo sobre o crescimento de
C. sorokiniana foi realizada pela metodologia de superficie de resposta. O planejamento
experimental foi feito em Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) com trés pontos
centrais e dois niveis de concentracdo para cada varidvel, num total de 17 ensaios. Os niveis altos
e baixos foram codificados como 1 e -1, respectivamente, e 0s pontos centrais correspondentes as
concentracdes intermedidrias entre esses valores foram codificados como 0. Por se tratar de um
experimento rotacional, em que todos os pontos se encontram igualmente distantes do centro, os
pontos axiais foram codificados de acordo com (MONTGOMERY; RUNGER; HUBELE, 2009):

a ="

Onde o € o médulo dos cédigos de pontos axiais, k € o nimero de varidveis avaliadas e n é
o ndmero de niveis dessas varidveis. Para um experimento de trés varidveis e dois niveis, o = 1,682.

Uma revisdo da literatura sobre a composi¢ao de meios basais para o cultivo de microalgas
foi feita a fim de determinarem-se os niveis de concentracao utilizados para cada nutriente. Para
padronizacdo, foram selecionados apenas meios cujo conteido de nitrogénio e fdsforo se
encontrassem unicamente na forma de fons NO3™ e PO4>", respectivamente.

Os meios para crescimento autotréfico de microalgas investigados estdo apresentados na

Tabela 1, juntamente com suas respectivas concentracdes de NPK e organismos utilizados.
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Tabela 1 — Concentracao de NPK em meios para crescimento autotréfico de microalgas.

, , [N] [P] [K] .
Meio Microalga Referéncia
(mM) (mM) (mM)

52 microalgas

18-modificado )
verdes e azuis

17,65 0,69 1,38 (INTHORN et al., 2002)

Bold's Chlorella vulgaris 2,94 1,72 2,70 (LAM; LEE, 2012)
ALGAL Nannochloropsis 1130 0.6 1130 (CAMACHO-RODRIGUEZ
N-otimizado gaditana ’ ’ ’ etal., 2013, 2015)
Allen Chlorella sp. 17,65 0,29 0,29 (RYU; OH; KIM, 2009)
BG-11 178 Cianobactérias 17,65 0,18 0,35 (RIPPKA et al., 1979)
Cyclotella nana & (GUILLARD; RYTHER,
F-Si Detonula 5,88 0,06 0,00 1962 apud WANG et al.,
confervacea 2014)
SE* Chlorella sp. 2,94 1,61 1,94 (CHENG et al., 2013)
BG-11 Chlorella 16,80 030 0,60 (KANAGA etal., 2016)
otimizado Sorokokiniana

F/2 modificado  Scenedesmus sp. 10,00 0,15 0,15 (TAN; LIN, 2011)

Chlorella (OGBONNA; TANAKA,
SK Sorokokiniana 1471919 23,89 1998)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Como indicado na Tabela 1, a faixa de concentra¢des de macronutrientes utilizados na
literatura € ampla. Para explorar o efeito desses nutrientes ao longo dessa ampla faixa, as médias
das concentragdes de cada elemento foram escolhidas como pontos centrais, € os valores mais
baixos foram tomados como pontos axiais inferiores. Todas as outras concentracdes foram
encontradas a partir desses dois valores, de acordo com seus respectivos codigos. Os codigos e

valores reais para cada ensaio estdo mostrados na Tabela 2.

32



Tabela 2 — Cédigos e concentragcdes de NPK em DCCR.

N (mM) P (mM) K (mM)
Tratamento - — - — - -~
Nivel Concentracio  Nivel = Concentragcdo Nivel = Concentragdo
1 -1 6,55 -1 0,62 -1 0,93
2 1 17.0 -1 0,62 -1 0,93
3 -1 6,55 1 2,25 -1 0,93
4 1 17.0 1 2,25 -1 0,93
5 -1 6,55 -1 0,62 1 3,23
6 1 17.0 -1 0,62 1 3,23
7 -1 6,55 1 2,25 1 3,23
8 1 17.0 1 2,25 1 3,23
9 0 11,8 0 1,43 -1.682 0,15
10 0 11,8 0 1,43 1.682 4,00
11 0 11,8 -1.682 0,06 0 2,08
12 0 11,8 1.682 2,81 0 2,08
13 -1.682 3,00 0 1,43 0 2,08
14 1.682 20,5 0 1,43 0 2,08
15 0 11,8 0 1,43 0 2,08
16 0 11,8 0 1,43 0 2,08
17 0 11,8 0 1,43 0 2,08

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4  Obtencao e andlise dos dados experimentais
Os 17 ensaios foram preparados em ordem aleatéria, combinando-se diferentes volumes

de solugdes estoque para obter as composi¢des estipuladas pelo planejamento. Ap6s mistura, o pH
foi ajustado para 7,5 com o uso de pHmetro (Modelo DM-22, Digimed, Campo Grande, MS). Os
volumes foram aferidos para 150 mL, transferidos para frascos Erlenmeyers com capacidade de
250 mL e esterilizados em autoclave. Os ensaios foram inoculados com 7,5 mL (5 %) do pré-
in6culo de C. Sorokiniana, cultivado por duas semanas, e incubados por 10 dias em shaker
(Modelo NT 715, Novatecnica, Piracicaba, SP) a 180 r.p.m e 26 £ 1 °C. Uma lampada fluorescente
branca de 34 W foi instalada sobre o vidro do shaker e mantida ligada durante todo o tempo de
cultivo. A intensidade luminosa nas paredes dos frascos foi medida com uso de luximetro digital
(Modelo LD-400, Instrutherm, Sao Paulo, SP) e mantida a 2,08 + 0,06 klux.

A variavel resposta foi obtida em concentracdo de biomassa, obtida indiretamente a partir

dos valores de densidade 6ptica coletados ao final do cultivo. O software de estatistica Minitab 17
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(Minitab Inc., PA, USA) foi utilizado na computacdo dos coeficientes e ajuste dos dados a um
modelo quadrético, cuja forma genérica é dada por (MONTGOMERY; RUNGER; HUBELE,
2009):

Y=ﬁ0+zk:ﬁjxj+22ﬁijxixj+§:z;;jjxj2+e )
=1

i<j j=1

Onde B, Bij e Bjj s@o os coeficientes dos fatores lineares x;, da interacao entre fatores lineares
Xi.xj, e dos fatores quadraticos x;’, respectivamente. Py é o intercepto e & é o erro associado ao
modelo. As superficies de respostas e demais representacoes graficas foram geradas utilizando o

mesmo software.
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5 Resultados e discussio

5.1 Validagdo de método indireto de quantificacdo de biomassa

O padrao das varreduras realizadas sobre a amostra de cultivo pode ser observado na Figura
6. A leitura indica que os valores de absorbancia aumentam gradativamente com o comprimento
de onda, mas se mantém relativamente constante a partir de cerca de 560 nm. Como nao foram
identificados picos de absor¢cdo molecular, escolheu-se o comprimento de 600 nm para medicao
das amostras, por se tratar de um comprimento de onda cldssico de medicdo de microrganismos

diversos.

Figura 6 — Varredura de absorbancia de C. sorokiniana entre 400 e 700 nm. As curvas inferior e superior

sdo referentes a0 meio mineral (branco) e ao cultivo algal, respectivamente.
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Fonte: Output espectrometro UV-VIS-NIR (Modelo UV-3600, Shimadzu, Barueri, SP).

Os finos picos da Figura 6 foram observados em pontos aleatérios do espectro em outras
varreduras, sugerindo a presenca de particulados sélidos em suspensdo. De fato, particulas verdes
de tamanhos variados foram observadas em suspensdo em grande parte dos cultivos. Essas
observagdes demonstram uma ligeira limitacdo da técnica de espectrofotometria na andlise e
quantificacdo dessas microalgas, o que buscou ser contornado por meio de metddica
homogeneizagao dos cultivos antes de cada medigdo e transferéncia entre frascos, bem como da

interpretacdo critica das medi¢des realizadas.

A curva de padronizagdo da relagdo entre densidade 6ptica a 600 nm (D.O.600) € biomassa

¢ apresentada na Figura 7.
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Figura 7 — Correlaciio entre D.O.600 € concentragio méssica algal, em gL,
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A regressao linear dos pontos apresentados na Figura 7 resulta na equagao:

B =4,742 x D + 0,020

2)

Em que B € a concentrac@o massica de microalgas e D € a densidade Optica correspondente.

O coeficiente de correlagio do modelo gerado é R?> = 0.9992 e os residuos sdo

aleatoriamente distribuidos (Figura 8), o que indica que o modelo apresentado na equagao (2)

descreve bem os pontos experimentais. Portanto, a andlise estatistica dos dados valida o método

de predicao de biomassa algal a partir de valores de D.O. dentro do espago amostral investigado.
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Figura 8 — Gréfico da distancia entre os pontos experimentais € o0 modelo (residuos).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2 Andlise dos dados experimentais

As densidades dpticas medidas ao final do cultivo, bem como as respectivas concentragdes
madssicas calculadas a partir da equacgao (2), sdo apresentadas na Tabela 3. Um dos pontos centrais
foi perdido ao longo do experimento, razdo pela qual apenas dois deles sdo mostrados.

Em condig¢des de cultivo semelhantes as deste trabalho, WANG et al. (2014) obtiveram um
méximo de 1,09 g.L"! de biomassa de Chlorella pyrenoidosa em 4 dias, proporcionalmente inferior
aos melhores resultados da Tabela 3. Em condi¢des otimizadas de transferéncia de CO2, RYU et
al. (2009) obtiveram 2,02 g.L'! de Chlorella sp. em 6 dias. Cultivos de C. vulgaris tiveram seus
melhores resultados em torno de 0,5 g.L'1 em 12 dias (LAM & LEE, 2012). Os valores de biomassa
obtidos demonstram, portanto, uma alta produtividade e alto potencial comercial da cepa de

Chlorella sorokiniana em estudo.
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Tabela 3 — Resultados experimentais de D.O.e00 € concentracao de biomassa em DCCR.

Tratamento D.O.600 Biomassa (g.L!)
1 0,667 3,183
2 0,527 2,519
3 0,418 2,002
4 0,404 1,936
5 0,593 2,832
6 0,740 3,529
7 0,340 1,632
8 0,457 2,187
9 0,498 2,382
10 0,510 2,438
11 0,650 3,102
12 0,384 1,841
13 0,445 2,130
14 0,549 2,623
15 0,365 1,751
16 0,440 2,106

Fonte: Elaborada pelo autor.

A andlise fatorial dos resultados experimentais sugere fortemente que o crescimento algal
sofreu influéncia dos trés nutrientes avaliados. Os coeficientes do modelo proposto na equacao (1)

e suas significancias estatisticas sdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Coeficientes ajustados para modelo quadratico e suas significancias estatisticas.

Fator Coeficiente PE(EEZO t Eﬁtgign(z;(t)ivas por ig;e(ryzalo

Intercepto 1,925923 0,144757 13,3046 1,12E-05  1.57172 2.28013
K (L)* 0,046591 0,055559  0,8386 0433829  -0.08936 0.18254

P (L)* -0,470614  0,055559 -8,4706 0,000148  -0.60656 -0.33467

N (L)* 0,098927 0,055559  1,7806 0,125277  -0.03702 0.23487

K (Q)* 0,176766  0,067457 2,6204 0,039563  0.01171 0.34183

P (Q)* 0,198562  0,067457 2,9435 0,025829  0.03350 0.36362

N (Q)* 0,165031 0,067457  2,4465 0,050031 -0.00003 0.33009
KO xP@D*  -0,097211  0,072591 -1,3392 0,229017 -0.27484 0.08041
KO xN@D)* 0247770  0,072591 34132 0,014262  0.07015 0.42539
PL)xN@D)* 0056904  0,072591 0,7839 0,462913 -0.12072 0.23453

Fonte: Elaborada pelo autor. *L = Linear; Q = Quadritico.

A influéncia dos parametros destacados na Tabela 4 sobre a geracao de biomassa possui
alta evidéncia estatistica (p < 0,05).

Apesar de a andlise puramente estatistica dos dados ter gerado alguns fatores com valor-p
altos (p > 0,1), existem algumas consideragdes a serem feitas. A técnica de medi¢@o indireta de
biomassa por espectrofotometria, mesmo que metodicamente realizada, se mostrou susceptivel a
variacOes de leitura, presumindo-se que fatores significativos possam ter sido penalizados pelas
imprecisdes das medidas. Sugere-se que esses erros tenham eliminado N (L) (p = 0,13). O
experimento fatorial realizado por KANAGA et al. (2016) utilizando a mesma microalga deste
trabalho, embora sob condicdes heterotréficas, obteve valores-p significativos para efeitos lineares
e quadraticos de fésforo e nitrogénio, sugerindo que N(L) pertenca de fato ao modelo. Embora o
coeficiente da interacdo entre P e N também tenha apresentado baixa significancia no experimento
KANAGA er al. (2016), CAMACHO-RODRIGUEZ et al. (2013) demonstraram a forte influéncia
que a razdo N/P tem sobre o crescimento de Nannochloropsis gaditana, resultado semelhante
obtido para o crescimento de Scenedesmus rubescens por TAN & LIN (2011). Optou-se, entdo,
pela inclusdo de todos os fatores no modelo quadratico e, com o auxilio da Tabela 4, o modelo da

equacdo (1) pode ser reescrito como:
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Y =1,93 + 0,05K + 0,18K* — 0,47P + 0.20P% +
0,10N + 0,17N? — 0,10KP + 0,25KN + 0,06PN

3)

No qual Y € a concentragdo de biomassa, em g.L‘l, e N, P e K sdo os valores codificados

de concentragdes de nitrogénio, fosforo e potéssio, respectivamente.

A analise de variancia do modelo se encontra na Tabela 5.

Tabela 5 — Andlise de variancia e teste F para o modelo quadratico.

Fonte Variacdo .Graus Sorr}q Méd,i A Fcalulado p
Liberdade Quadratica Quadratica
Regressao 9 4.27929 0.47548 11.28 0.004
Residuos 6 0.25302 0.04217
Falta de ajuste 5 0.18977 0.03795
Erro puro 1 0.06324 0.06324
Total 15 4.53231

Fonte: Elaborada pelo autor.

A andlise de variancia resulta em um F calculado de 11,28 com graus de liberdade 9 e 6,

quase 3 vezes maior que o tabelado, F.05,9,6)=4,10. A andlise de varidncia mostra que o modelo

quadratico se ajusta bem aos dados experimentais, com 99,96 % de confianca.

O gréfico da distribuicdo normal dos residuos é apresentado na Figura 9.
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Figura 9 — Gréfico da distribui¢ao normal de residuos do modelo quadratico.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O gréfico da Figura 9 mostra a distancia dos pontos experimentais em relacao ao modelo e
indica uma distribuicao aleatdria dos residuos. Esse comportamento, associado a alta significancia

estatistica do modelo, valida a regressao realizada.

Os diagramas de contorno do modelo apresentado na equacgdo (3) sdo exibidos na Figura
10. As superficies mostram a variagdo do crescimento algal em fun¢do das concentragdes dos
macronutrientes estudados, tomados de dois a dois, com o terceiro parametro fixado em seu valor

central.
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Figura 10 — Diagramas de contorno da concentra¢@o de biomassa sobre os planos P:K, P:N e N:K.
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De acordo com os graficos P:K e P:N, da Figura 10, a produ¢ao méxima de biomassa tende
a aumentar a valores menores que -1,682. Entretanto, esses valores resultam em concentragdes
reais inferiores a zero ou fora do espaco amostral investigado, o que ndo tem significado pratico.
Em contrapartida, sabe-se que o crescimento microbiano requer fosforo na sintese de acidos
nucleicos, ATP, fosfolipidios constituintes das membranas celulares e em todos os processos
mediados por fosforilagdes enzimdticas, tornando impossivel o crescimento em meio
completamente isento desse mineral (BENAVENTE—VALDES et al., 2016). Como pode ser
observado na Tabela 1, ter-se referenciado em OGBONNA & TANAKA (1998), que utilizam uma
concentracdo de fésforo 16 vezes maior que a média dos outros trabalhos, foi a principal razao
para a escolha das altas concentragdes utilizadas. Curiosamente, a cepa de C. sorokiniana utilizada
nesses cultivos ndo parece sofrer inibicao pela alta concentracio de fésforo, como aparentemente
acontece com as deste trabalho, atingindo uma biomassa acima de 3 g.L"! em apenas 100 horas.
Vale ressaltar, porém, que as condi¢des de cultivo aplicadas pelos autores diferem das condi¢des
descritas neste trabalho, e podem ter influenciado positivamente o crescimento. Sugere-se, ainda,
que as caracteristicas metabdlicas das linhagens de C. sorokiniana utilizadas sejam
significativamente diferentes entre si. Além disso, o género Chlorella sofreu e vem sofrendo
diversas alteragdes taxondmicas desde OGBONNA & TANAKA (1998), como revisado nesse
trabalho, o que ndo descarta a possibilidade de que os autores tenham usado uma espécie diferente
da relatada. Os outros trabalhos apresentados na Tabela 1 confirmam que a concentragdo de fésforo
em OGBONNA & TANAKA (1998) € atipicamente alta. Ainda, as concentracdes de fésforo
utilizadas para o crescimento de uma microalga semelhante a Scenedesmus rubescens no
planejamento fatorial 3 x 3 de TAN & LIN (2011) foram de 0,02; 0,05 e 0,15 mM e, nessa faixa,
o aumento da concentragdo favoreceu o crescimento algal. O valor 6timo para a producdo de
biomassa a partir de Chlorella pyrenoidosa por (WANG et al., 2014) foi de 0,05 mM. A partir da
andlise dos resultados e comparacdo com a literatura, sugere-se que a faixa de concentracao de
fosforo ideal para a producdo de biomassa da microalga utilizada neste trabalho se encontre em
torno do ponto axial inferior de -1.682 (0,06 mM), e tanto concentragdes muito mais altas quanto
aquelas proximas a zero levam a inibi¢ao do crescimento.

O grafico P:N da Figura 10 mostra que, a uma concentracdo fixa de potdssio e em

concentracdoes baixas de fosforo, o rendimento de biomassa varia pouco em funcdo das
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concentracdes de nitrogénio estudadas. O mesmo pode ser observado para o potdssio, de acordo
com o grafico P:K da mesma figura. Resta, entdo, encontrar a razao ideal entre as concentragdes
de potéssio e nitrogénio. O grafico N:K sugere que o planejamento nio foi capaz de mapear a
regido de médxima produtividade em relacdo a esses dois nutrientes, mas indica que as regioes
compreendendo os niveis superiores e inferiores desses parametros apresentam inclinagdes
positivas que apontam para valores de maior produtividade. Os niveis inferiores, porém, se
encontram muito préximos a zero e aparentam ser mera extrapolacao matemdtica do modelo, ndao
apresentando significado prético. Valores otimizados de concentragdo de nitrogé€nio para o
crescimento de algas verdes sao descritos entre 6 e 17 mM (KANAGA et al., 2016; TAN; LIN,
2011; WANG et al., 2014), sugerindo que a escolha da faixa de nitrogénio estudada foi razoavel.
Todavia, os resultados encontrados mostram que uma faixa mais restrita e proxima as

concentragdes mais altas seria uma melhor escolha.

Pouco tem sido feito para se compreender os mecanismos de atuagdo de K no metabolismo
celular de microalgas, mas sabe-se que esse nutriente estd associado ao crescimento massivo de
algas em corpos hidricos eutrofizados, juntamente com N e P, além de ja ter sido mostrado que
meios de cultivo a base de fertilizantes de NPK influenciam fortemente o crescimento autotréfico
de microalgas (BANERJEE; GURIA; MAITI, 2016; CAMACHO-RODRIGUEZ et al., 2013).
Contudo, muitos desses mecanismos ja foram elucidados para plantas superiores, organismos
evolutivamente préximos as microalgas eucaridticas que podem ser usados para projecdes de
estudos futuros sobre esses microrganismos. K* € o cation mais abundante em plantas superiores,
estd presente no citoplasma e nos cloroplastos, e regula diversas enzimas alostericamente
(MARSCHNER, 1995). Esse cation influencia diretamente o uso eficiente do nitrogénio presente
no meio, uma vez que regula sua entrada na célula vegetal e ativa a nitrato redutase
(MARSCHNER, 1995). Esse mecanismo explicaria a interdependéncia de N(L).K(L) encontrada
no modelo, uma vez que, mesmo a concentragdes satisfatorias de nitrogénio, a caréncia de potassio
levaria a um mau aproveitamento desse mineral. Essa observacao é corroborada por SILVA et al.
(2011), que relataram que a atividade da nitrato redutase em milho sofre influéncia do fator de
interacao entre as concentracdes de N e K, na melhor propor¢cao de 2,5:1, embora nenhum dos

nutrientes tenha apresentado efeito isoladamente. VIANA & KIEHL (2010), por outro lado, nao
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observaram influéncia significativa da concentracdo de potdssio sobre a mesma enzima em trigo,
sugerindo que talvez esses mecanismos nao sejam unanimemente difundidos.

Em células de figado de porco, fons potdssio foram associados a ativacdo da enzima
frutose-1,6-bisfosfatase, que converte frutose-1,6-bisfosfato em frutose-6-fosfato (VILLERET et
al., 1995). Como foi discutido na revisdo deste trabalho, frutose-6-fosfato é um metabdlito central
que pode participar de vias anabdlicas ou ser decomposto em trioses fosfato para translocagao de
fotossintetatos, portanto, frutose-1,6-bisfosfatase € uma enzima chave na coordenacgao do fluxo de
carbono em organismos fotossintetizantes. Embora essa enzima tenha sido isolada de um
organismo relativamente distante evolutivamente, isozimas citosoélicas de frutose-1,6-bisfosfatase
em plantas superiores € em ao menos uma microalga verde ja foram descritas como apresentando
caracteristicas semelhantes aquelas de organismos heterotréficos, i.e. alta afinidade por substrato,
inibicdo por AMP e frutose-2,6-bisfosfato e pH 6timo neutro (BOTHA; TURPIN, 1990). Como o
transporte de carboidratos fotossintetizados para fora dos cloroplastos € regulado por essa enzima,
essa observagdo deixa em aberto a possibilidade de que fons K* também estejam relacionados a
regulacdes sist€micas que envolvem taxas de fotossintese e respiracdo celular em C. sorokiniana.
Esse mecanismo certamente explicaria a influéncia de K(Q) sobre o crescimento, de acordo com
o modelo construido.

Os dados sugerem que o ponto 6timo de produgao de biomassa se encontra a concentragdes
de potéssio mais altas que as estudadas, mas deve-se considerar que esses fons podem ser toxicos
para algumas microalgas em determinadas concentragcdes (LEHMAN, 1976).

De acordo com o modelo gerado, a condi¢do 6tima de crescimento seria de 20,5 mM de
nitrogénio, 0,06 mM de fésforo e 4,00 mM de potdssio, com um rendimento teérico de 5,3 g.L‘1
de biomassa. Observa-se, porém, que as superficies obtidas pelo modelo (Figura 10) nao
convergem a pontos 6timos de cultivo, majoritariamente devido a ampla faixa de concentragdes
investigadas. Esse resultado gera um modelo que, embora bem ajustado aos dados experimentais,
pode perder informagdes importantes contidas entre os niveis das varidveis, e as respostas
calculadas por ele podem néo ser tdo precisas. Embora o modelo mostre que os pontos 6timos de
concentracdo estejam fora do campo amostral investigado, ele também indica em qual direcao

esses pontos se encontram.
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6 Conclusdo

As microalgas sao organismos de ampla aplicacdo comercial, embora muitas ainda em
potencial, principalmente em decorréncia das amplas rotas metabdlicas que possuem e, portanto,
dos amplos processos que catalisam e dos diversos insumos que produzem. Algumas espécies de
microalgas, como Chlorella sorokiniana, sdo capazes de ajustar seu metabolismo para crescer
fotoautotroficamente, captando energia luminosa, heterotroficamente, no escuro, ou
mixotroficamente, utilizando luz, CO; e fontes de carbono simultaneamente. Cada tipo de
crescimento leva a produ¢do de compostos e estruturas diferentes, permitindo a combinagdo de
diferentes processos a producdo dos mais diversos insumos. O condicionamento dessa producao,
porém, depende fortemente das condicdes de cultivo, sendo a composi¢do do meio de cultura um
parametro crucial para a conducdo bem sucedida do processo. Em cultivos autotréficos, os
nutrientes requeridos em maior concentragdo sao nitrogénio, fésforo e potassio (NPK), razao do
interesse em estudé-los neste trabalho.

A investigacdo dos efeitos e interagdes entre esses nutrientes sobre o crescimento da
microalga verde Chlorella sorokiniana confirmou que o rendimento de biomassa € influenciado
pela concentragdo desses trés compostos no meio. Os dados coletados confirmam com grande
confianca (p < 0.05) que o crescimento € diretamente depende de K(Q), N(Q), P(Q) e da interacao
N(L).K(L), e inversamente dependente de P(L), onde Q e L sdo fatores quadraticos e lineares,
respectivamente. Dentro do espago amostral experimentado, um rendimento tedrico maximo de
5.3 g.L'1 € obtido em cultivos com 20,5 mM de nitrogénio, 0,06 mM de fésforo e 4,00 mM de
potassio. Contudo, o modelo apresentado nao converge para pontos de mdximo, mas indica onde
esses pontos se encontram. Propde-se, entdo, uma reformulacdo do planejamento baseando-se na
escolha de faixas de concentragdo mais curtas e em regides indicada pelos dados, para otimizacao

da produtividade e elabora¢do de um modelo mais preciso.
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7  Trabalhos futuros

De acordo com as informagdes levantadas e discutidas, propde-se um novo experimento
para que se encontrem os valores 6timos de concentragdo de NPK no meio de cultivo. As

concentragdes reformuladas sdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 — Valores sugeridos para novo planejamento em DCCR

-1,682 -1 0 1 1.682

9,00 11,4 15,0 18,6 21,0

P 0,01 0,21 0,50 0,79 0,99
2,50 3,11 4,00 4,89 5,50

Fonte: Elaborada pelo autor.

Acredita-se que essas concentragdes gerarao uma superficie de resposta focada nas regides
otimas de cultivo e permitirdo a formulagao de um modelo convergente e mais preciso, que podera

ser utilizado na otimizacao do crescimento algal e minimizagdo dos custos de elaboragdo do meio.
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