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RESUMO

As microalgas s&o organismos fotossintetizantes que apresentam diversas
aplicacdes econdmicas, como utilizacdo na alimentacdo humana, animal e na
producdo de biocombustiveis devido a sua biomassa rica em subprodutos. O
presente estudo teve como objetivo avaliar a produtividade das espécies Tetraselmis

gracilis e Phaeodactylum tricornutum frente as salinidades de 17900, 26 9/oo e
359/00, aplicadas nos meios de cultivo. Os cultivos foram realizados em meio F/2

Guillard modificado utilizando agua do mar filtrada com salinidade natural de 17%/oo.
A densidade celular dos cultivos foi monitorada através da contagem de células, a
biomassa e o teor de lipidios foram obtidos na fase estacionaria dos cultivos. Os
cultivos com maior produtividade de biomassa foram 0s que apresentaram menor
teor de lipidios da biomassa seca. Desta forma, visando a producgéo de lipidios a

salinidade ideal para espécie Tetraselmis gracilis é de 17%/0o com teor de lipidios de

27,88% e para a espécie Phaeodactylum tricornutum seria aplicavel 26%/0o pois
apresentou 12,26%.
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INFLUENCE OF SALINITY ON BIOMASS AND LIPID PRODUCTION
DURING THE CULTIVATION OF MICROALGAE Tetraselmis gracilis
AND Phaeodactylum tricornutum

ABSTRACT

Microalgae are photosynthetic organisms that have several economic applications,
such as the use in human and animal food and in the production of biofuels due to their
biomass rich in by-products. The present study aimed to evaluate the species
Tetraselmis gracilis and Phaeodactylum tricornutum front as salinities of 17°00,
26°/00 and 35°/00 use in the culture media. Cultures were carried out in modified F/2
Guillard medium using filtered seawater with natural salinity of 17°/00. The cell density
of the cultures was monitored by counting cells, the biomass and the lipid content were
obtained in the stationary phase of the cultures. The cultures with the highest biomass
productivity were those with the lowest lipid content in dry biomass. Thus, aiming at
the production of lipids, the ideal salinity for the species Tetraselmis gracilis is 17°/00
with a lipid content of 27,88% and for the species Phaeodactylum tricornutum it would
be applicable 26°/00 because it presented 12,26%.

Keywords: Marine microalgae. Lipids. Biomass.

1 INTRODUCAO

As microalgas pertencem ao grupo de microrganismos fotossintéticos
unicelulares apresentam alta versatilidade, incluindo espécies de diferentes nichos
ecoldgicos que com uma variedade de caminhos para sintetizar um amplo espectro
de compostos bioativos (PERIN, 2020). S&o produtores primarios e produzem uma
grande quantidade de biomassa aquatica (ALSTERBERG et al., 2013). Apresentam
grande importancia na producao e no equilibrio do oxigénio dissolvido em ambientes

aguaticos.

A classificagdo taxon6mica é muito extensa devido a grande diversidade de
espécies. Esta se baseia nas caracteristicas da microalga, como a estrutura da
parede celular, o tamanho, mobilidade e quanto a existéncia e tipos de pigmentos
(MADIGAN et. al., 2004), a coloracdo se da devido aos pigmentos acessorio e
fotossintéticos (OLAIZOLA, 2003).

O cultivo de microalgas é vantajoso devido a producéo de biomassa ser rica
em subprodutos de alto valor agregado. A biomassa produzida possui diversas

aplicagcdes, como o0 uso para alimentacdo humana e animal, possui grande
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guantidade de proteinas e carboidratos (CHISTI, 2013), pode ser utilizada como
fertilizante, além da producao de pigmentos e lipideos, sendo assim uma fonte para
a producao de biocombustiveis (ANDRADE e FILHO, 2014).

O crescente desenvolvimento de tecnologias para a producédo de
biocombustiveis tem como enfoque causas socioeconémicas e ambientais que
visam diminuir o presente conflito no setor alimenticio (FERRERO, 2011) tendo em
vista que a principal matéria prima utilizada na producao de biodiesel é o 6leo de soja
(ANP, 2020). Sao diversas as matérias primas utilizadas para a producdo do
biodiesel, incluindo 6leos vegetais, gorduras animais e até éleos provenientes de
fritura (AHMAD, 2011). Varias espécies de microalgas possuem grande quantidade
de lipidios em sua composicao sendo possivel o aproveitamento da biomassa para
a producéo de biodiesel (FERRERO, 2011).

A producéo de biodiesel através dos cultivos de microalga, embora seja uma
pratica nova, apresenta diversas vantagens nas quais destacam-se a existéncia de
espécies com elevada concentragdo de lipidios (ANDRADE e FILHO, 2014) os
cultivos nédo afetam a producao das agriculturas tradicionais (DEFANTI et al. 2010),
as microalgas sdo organismos capazes de se adaptar e tolerar os mais variados
ambientes (MATA et al. 2010; RICHMOND, 1990), os cultivos podem ser realizados
em sistemas fechados sendo possivel o controle de temperatura e luminosidade
(FERRERO, 2011). Muitas espécies de microalgas crescem de forma mais
acelerada quando comparadas com plantas terrestres proporcionando maior
produtividade de biomassa (RICHMOND, 1990).

O desenvolvimento dos cultivos de microalga ocorre através da interagédo do
organismo com as condic¢des fisicas, quimicas e bioldgicas do meio (DERNER et al.
2006; RAVEN, 1988). As condicdes bioldgicas referem-se ao proprio metabolismo
da espécie cultivada, além da possivel interacdo de outros organismos com a
microalga, quanto as condigfes fisico-quimicas destacam-se a luminosidade,

salinidade, temperatura e concentracéo de nutrientes no meio (GUILLARD, 1975).

As condi¢Oes ideais de cultivo variam muito devido a diversidade de
espécies, deacordo com Borowitzka (1999), as microalgas podem ser cultivadas em
variados sistemas de producao sendo possivel variar desde pequenos volumes até

bilhdes de litros. Os cultivos podem ser produzidos sob condi¢bes naturais de
R. gest. sust. ambient., Floriandpolis, v. 9, n. esp, p. 140-155, jul. 2020.



143

temperatura e luminosidade sendo denominado de sistema aberto, bem como
podem ser realizados em sistemas fechados no qual € possivel o controle das

variaveis externas provocando elevada produtividade (TREDICI et al., 2008).

Em busca da maior produtividade da microalga diferentes meios de cultivo
tém sido desenvolvidos. Tanto em condi¢des laboratoriais quanto sistemas abertos
de grande producédo as condicdes fisico-quimicas sédo de extrema importancia para
0 metabolismo da microalga (LOURENCO et al. 1996). Os meios de cultura
convencionais, por exemplo, F/2 (GUILLARD, 1962) podem limitar a producao
devido ao alto custo de nutrientes aplicados nos cultivos. Segundo Sipauba-Tavares
(1995), um dos maiores problemas na producao dos cultivos € o custo com 0s
reagentes quimicos necessarios para o preparo dos meios de cultura. Tendo em
vista as condigbes econdmicas e as necessidades nutricionais das microalgas se
fazem necesséria pesquisas que tornem os cultivos mais eficientes (SIPAUBA-
TAVARES e ROCHA, 2001).

O género Tetraselmis sao microalgas algas verdes unicelulares marinhas
pertencente ao filo Clhlophyta, amplamente encontradas em &aguas costeiras e
ambientes de transicao entre rio e mar (GUIRY e GUIRY, 2017). Segundo Norris et
al. (1980), apresentam tamanho entre 10 e 20 um, possuem forma elipsoide e
ovoide, suas células sao individuais e méveis. De acordo com Butcher (1959) esta
microalga foi encontrada pela primeira vez em valas e pogas em pantanos com
salinidades que variavam de 12°/00 a 25°/00. Por décadas as microalgas do género
Tetraselmis tem sido utilizada para alimentag&do na aquicultura devido a presenca
em quantidades significativas de 4cidos graxos poli- insaturados e por possuirem a
capacidade de se adaptar em diferentes meios de cultivo e condi¢cdes ambientais
(SELVAKUMAR e UMADEVI, 2014). A Tetraselmis gracilis da classe prasinoficea,
classificada por Christensen em 1962, possui crescimento rapido com alta tolerancia
as condic¢des de cultivo. Esta microalga possui quatro flagelos do tamanho da célula,

cloroplastos verde-amarelados e tamanho celular entre 8 e 12 pm.

A Phaeodactylum tricornutum é uma espécie de diatomacea pleomoérfica
encontrada principalmente em areas costeiras com grandes ocila¢des de salinidade,
pode apresentar trés morfotipos que sao estimulados pelos fatores ambientais no
gual estdo expostas (MARTINO, 2007). Segundo Cui et al. (2019), alguns fatores
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podem afetar crescimento e a composicao lipidica da microalga, pode-se citar a
salinidade do meio, pH, fotoperiodo e temperatura. De acordo com Krabs e Buchel
(2011), a espécie € capaz de se desenvolver em ambientes hipo e hipersalinos, com
salinidade do meio entre 5°/00 a 70°/00, além de apresentar crescimento acelerado
em temperaturas entre 12°C a 24°C. A sua aplicacao na aquicultura e em produtos
alimenticios é crescente devido a presenca de gorduras poli- insaturadas, 6mega 3
e carotenoides (RYCKEBOSCH et al., 2011).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a produtividade das
microalgas Tetraselmis gracilis e Phaeodactylum tricornutum frente a diferentes
concentracfes de sal nos meios de cultivo utilizados para essas espécies. Foram
analisados o crescimento celular, a producédo de biomassa e o teor de lipidios para
as salinidades de 17°/0o, 26°/0oo0 e 35°%00. Este estudo visa obter melhores
rendimentos de biomassa e de lipidios para a utilizacdo futura na producédo de

biocombustiveis.

2 MATERIAL E METODOS

2.1Microalgas e preparo dos meios de cultivo

A cepa das microalgas Tetraselmis gracilis e Phaeodactylum tricornutum
foram cedidas pelo Instituto Oceanografico da Universidade de S&o Paulo - USP
com origem no banco de microrganismos Aidar & Kutner. A fase experimental foi
realizada no Laboratério de Engenharia Ambiental e Sanitaria da Universidade do
Sul de Santa Catarina - UNISUL.

Os experimentos foram desenvolvidos em laboratério com temperatura
média de 30 £ 5 °C, com fotoperiodo de 16h de luz e 8h no escuro, a luminosidade
foi fornecida por lampadas florescentes de 9W. Os cultivos foram realizados em
frascos de coleta de agua de um litro com aeracdo constante através de

compressores. A razao volumétrica do meio de cultivo:inoculo utilizada foi de 1:10.

As espécies foram cultivadas em meio de Guillard F/2 modificado
(GUILLARD, 1975) preparado com agua do mar filtrada com salinidade natural de
17°/o0, que por sua vez foi coletada em um ponto na baia sul no bairro Ponta de

Baixo em S&o José, SC. A agua do mar e o material utilizado para o preparo do cultivo
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foram previamente esterilizados em autoclave (a 121°C e 1,1 atm) durante 15
minutos para garantir que nao houvesse contaminacdo. A tabela 1 apresenta os

nutrientes que compde o0 meio de estudo para o cultivo das microalgas.

Tabela 1 - Meio de cultivo utilizado para a cultura das microalgas Tetraselmis
gracilis e Phaeodactylum tricornutum.

Meio Reagente Solucéo Quantidade
estoque por cultivo/L
(g/L)
Nitrato de sodio NaNO; 75 1mL
Hipofosfito de sédio NaH,;PO,4.H,0O 5 1mL
Silicato de sédio Na,SiO3.9H, 30 1mL
O

Solugao trago de * * 1mL
metal

Solucéo de * ** 0,5
vitaminas mL

Fonte: Guillard, 1975.

*Os reagentes para a solugéo trago de metal estdo disponiveis na Tabela 2.

** Os reagentes para a solucéo de vitaminas estéo disponiveis na Tabela 3.

Tabela 2 - Solucao traco de metais

Reagente Solugéo estoque Quantidade/L
primario (g/L)
FeClz.6H-0 -- 3,159
Na2EDTA.2H20 - 4,36 g
CuS04.5H20 9,8 1mL
Na:Mo0O4.H20 6,3 1mL
ZnS04.7H20 22,0 1mL
CoCl2.6H20 10,0 1mL
MnCl2.4H20 180,0 1 mL

Fonte: Guillard, 1975.

Tabela 3 - Solugéao de vitaminas

Reagente Solugéo estoque Quantidade/L
primario (g/L)
Tiamina HCI (Vit. -- 0,29
B1)
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Biotina (Vit. H) 1,0 1mL
Cianocobalamina (vit. 1,0 1mL
Bi2)

Fonte: Guillard, 1975.

Nos cultivos das microalgas Tetraselmis gracilis e Phaeodactylum
tricornutum foram testadas em trés diferentes salinidades (17°/00, 26°/00 e 35°00)
usando o meio F/2 Guillard modificado (GUILLARD, 1975). O cultivo da microalga
Tetraselmis gracilis teve duracéo de 11 dias e o cultivo da microalga Phaeodactylum
tricornutum duragédo de 7 dias, quando o crescimento atingiu o estagio estacionario.
Na figura 1 s&o apresentados os cultivos da Tetraselmis gracilis e na figura 2 os
culticos com a microalga da espécie Phaeodactylum tricornutum.

Figura 1- Cultivos da espécie Tretraselmis gracilis

Fonte: Autores, 2020.
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Figura 2 - Cultivos da espécie Phaeodactylum tricornutum

Fonte: Autores, 2020.

2.2 Densidade celular dos cultivos

A densidade celular dos cultivos foi monitorada através da contagem de
células utilizando a cAmara Neubauer em microscépio Optico. As amostras foram
retiradas com intervalo maximo de um dia de cultivo e foram fixadas com formaldeido
4%. A contagem foi realizada aplicando-se uma aliquota de 0,05 mL de amostra,
sendo esse volume o suficiente para cobrir a camara, a visualizagdo ocorreu em
aumento de 400x.

O melhor quadrante para se realizar a contagem foi determinado pelo
tamanho das microalgas e por sua concentracao celular, assim se optou pela leitura
no maior quadrante (A) da camara. Para obter a concentracdo de células foram
realizadas diversas contagens em quatro quadrantes de mesmo tamanho e
posteriormente calculou-se a média. Sendo o nimero de células e o niumero de

quadrantes valores conhecidos, foi possivel determinar a concentracao celular em

células por mililitro de cultivo (cél.mL'l) através da equacao (1).
Com dados experimentais foram elaboradas as curvas de crescimento das

espécies para as diferentes salinidades do meio. Os graficos foram gerados no

Excel, aplicando no eixo da ordenada o numero de células em cel.mL™L e no eixo

da abscissa o tempo de cultivo em dia.
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Total de células

C = — X 10000 (2)
Sendo:
C — concentracédo de células; n°- niumero de quadrantes

2.3 Biomassa algal

A separacdo das microalgas do meio de cultura ocorreu apds o
encerramento do cultivo. O processo se deu por centrifugacdo a 3000 rpm, com
temperatura de 20°C durante 15 minutos. O volume dos cultivos da espécie
Tetraselmis gracilis foram centrifugados duas vezes devido a presenca de

coloracdo no primeiro sobrenadante.

Em seguida, as amostras foram lavadas com Formiato de Aménio para
retirada do sal. A biomassa resultante foi seca em estufa a 60 °C durante 24h. A
concentragdo de biomassa das microalgas foi estimada gravimetricamente pela

diferenca de peso do cadinho pelo peso seco de biomassa.

2.4 Extracdo de Lipidios

A determinacao de lipidios presentes na biomassa seca ocorreu atraves do
método Bligh e Dyer (1959) modificado, utilizando extracdo a frio com uma mistura

de Cloroférmio e Metanol (2:1 v/v).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A curva de crescimento das microalgas foi expressa em concentracdo de
células em funcdo do tempo. Segundo Lourenco (2006), o aumento da biomassa
durante o periodo de crescimento do cultivo, sendo nesse estudo, expresso em
namero de células, indicando um crescimento exponencial. O grafico da figura 3 e
o gréfico da figura 4 apresentam a densidade celular dos cultivos das microalgas
Tetraselmis gracilis e Phaeodactylum tricornutum respectivamente para 0os meios

de cultivo F/2 com salinidade de 17°/00, 26°/00 e 35°/00.
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Na figura 3 se observa que até o segundo dia de cultivo ocorreu a fase de
adaptacao das células ao meio de cultivo, sendo o aumento no crescimento celular
muito sutil e semelhante para os 3 cultivos com diferentes salininidades. A partir do
terceiro dia de cultivo é possivel observar o aumento na concentracdo celular,
porém o meio com salinidade de 35°00 apresentou melhor produtividade seguido
do meio com salinidade de 17°/00 até o 10° dia de cultivo quando se iniciou a
diminuicdo no crescimento celular. No cultivo com salinidade de 26°00 a
concentracdo celular se manteve em crescimento até o 11° dia, porém com

crescimento celular menor que o de 35°/00.

Figura 3 - Concentracéo de células da microalga Tetraselmis gracilis em funcao do
tempo de cultivo para trés diferentes salinidades.
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Figura 4 -Concentracdo de células da microalga Phaeodactylum tricornutum em
fungéo do tempo de cultivo para trés diferentes salinidades.
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2020.

Para a espécie Phaeodactylum tricornutum (figura 4) observa-se que a fase
de adaptacéao teve duracdo de aproximadamente um dia, ocorrendo a partir deste
momento a fase de aceleracdo de crescimento no qual as células ja se encontram
adaptadas as diferentes condi¢cdes de cultivos e comecam a se reproduzir. Os
cultivos com salinidade de 17°/00 e 26°/00 apresentaram crescimento semelhante
até o 4° dia de cultivo, sendo a partir deste momento diferenciados na aceleragéo
de crescimento. O cultivo com salinidade de 17°/00 apresentou melhor
concentracdo celeular comparado com os outros meios. O meio com salinidade de
35°/00 é o que mais se difere, apresentando desde o primeiro dia de cultivo declinio
celular, a diminuicdo gradativa na concentracdo de células até a morte do cultivo
observada no 5° dia. Durante o cultivo se observou a diminuicdo na pigmentacao
do meio com salinidade de 35°00 no qual segundo Krabs e Buchel (2011), isso
ocorre sob condic¢des hipo e hipersalinas com o decréscimo celular sendo possivel

visualizar na figura 2.

A biomassa produzida foi determinada apos o 11° dia de cultivo para a

espécie Tetraselmis gracilis e no 7° para a espécie Phaeodactylum tricornutum,
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consecutivamente determinou-se o teor de lipidios na biomassa seca sendo 0s

resultados apresentados na tabela 4 e tabela 5 respectivamente.

Tabela 4 - Biomassa e teor de lipidios da espécie Tetraselmis gracilis para diferentes
salinidades.

Salinidade Biomassa (g/L) Lipidios (%)

17 °/oo 0,35 27,88
26 °/o0 0,34 15,36
35 %00 0,62 8,72

Fonte: Elaborado pelos autores, 2020.

A guantidade de biomassa para as diferentes salinidades esta de acordo
com a concentracdo celular mostrado na figura 3. Sendo a maior produtividade
obtida para a salinidade de 35°/00 (0,62 g/L), seguida pelo meio com salinidade de
17°/00 e 26°/00 com resultados bem semelhantes. O cultivo com a maior producéo
de biomassa foi 0 que apresentou o menor teor de lipidios sendo 8,72% para 0 meio
com salinidade de 35°/00, o maior teor de lipidios foi observado no cultivo com
salinidade de 17°/00 sendo 27,88%.

O teor de lipidios obtido € superior ao encontrado no estudo feito por Soares
(2010) no qual foi de 6,13%. O método para a extracdo de lipidios e o meio de
cultivo utilizado foram os mesmos, porém, ha diferenca no fotoperiodo (24 h luz) ,
lampadas utilizadas (4 lampadas frias de 40 watts), temperatura (20 °C) e tempo de
cultivo aplicados (8 dias).

Tabela 5 - Biomassa e teor de lipidios da espécie Phaeodactylum tricornutum para
diferentes salinidades.

Salinidade Biomassa (g/L) Lipidios (%)

17 °/oo 0,54 12,05
26 °/oo 0,48 12,26
35 °/o0 - -

Fonte: Elaborado pelos autores, 2020.

A quantidade de biomassa obtida para a espécie Phaeodactylum tricornutum
esta de acordo com a concentracao celular apresentada na figura 4, sendo o meio

com salinidade de 17°/00 o mais produtivo com 0,54 g/L, seguido pelo meio de
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salinidade 26°/00 com 0,48 g/L. Para a salinidade de 35°/00 nao foram realizados os
ensaios para a obtencdo de biomassa e teor de lipidios devido a morte celular do
cultivo. O teor de lipidios para a espécie Phaeodactylum tricornutum apresentou
desempenho semelhante aos valores encontrados para a espécie Tetraselmis
gracilis, no qual o cultivo com maior produtividade de biomassa (17°/00) apresentou
menor teor de lipidios na biomassa seca de 12,05%. O cultivo com salinidade de
26°/00 apresentou maior teor de lipidios na biomassa seca no qual se obteve
12,26%.

O teor de lipidios obtido para a espécie Phaeodactylum tricornutum é inferior
ao encontrado no estudo feito por Rodolfi et al. (2008) no qual se obteve 18,7%. O
método utilizado para a extracéo de lipidios foi diferente, no qual de acordo com
estudos € possivel obter diferentes resultados para uma mesma amostra utilizando
métodos de extragdo distintos. O meio de cultivo utilizado foi 0 mesmo, porém ha
diferenca na temperatura aplicada (25°C), na salinidade (30°/00), tempo de cultivo
de duas semanas, além de iluminacdo constante.

Os resultados obtidos nesse estudo para as espécies Tetraselmis gracilis e
Phaeodactylum tricornutum se diferem de outros ja realizados, desta forma é
possivel verificar como as variaveis influenciam no comportamento e na
produtividade do cultivo, devendo sempre buscar as condi¢cdes que tornem a

producao mais eficiente.

4 CONCLUSOES

O desenvolvimento dos cultivos e a composi¢do quimica das microalgas
variam muito de acordo com o0 meio de cultura e as variaveis aplicadas. Quando
submetidas a diferentes condi¢des de cultivo as microalgas apresentam resultados

distintos na producao de biomassa e teor de lipidios.

A espécie Tetraselmis gracilis apresentou maior quantidade de biomassa no
meio com salinidade de 35°/00 sendo quase o dobro produzido nos outros cultivos,
porém o teor de lipidios presente na biomassa ficou abaixo dos outros meios. O

mesmo ocorreu para a espécie Phaeodactylum tricornutum no qual o meio que
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apresentou maior produtividade de biomassa apontou menor teor de lipidios.

Desta forma, visando a producao de lipidios, o meio de cultivo ideal para a
espécie Tetraselmis gracilis e para Phaeodactylum tricornutum é a aplicacdo do
meio F/2 Guillard modificado (GUILLARD, 1975) diluido em agua do mar com
salinidade natural de 17°/00 e salinidade de 26°/00 respectivamente, no qual o teor
de lipidios foi de 27,88% na biomassa seca para T. gracilis e 12,26% para P.

tricornutum.
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