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Variaveis bioticas e abidticas no cultivo indoor de Messastrum gracile em meio misto de
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Resumo

O meio de cultura é uma preparacdo quimica que possui nutrientes necessarios para que
microrganismos se multipliqguem e se desenvolvam de forma adequada, permitindo seu estudo,
identificacdo e analise. Melhorar os meios de cultura com aplica¢do de ingredientes alternativos,
sdo tecnologias adotadas nos protocolos de cultivo de microalga. Dentre essas alternativas estdo as
plantas aquaticas de facil ocorréncia nessa regido e tem um enorme armazenamento de nitrogénio
e fosforo. O que mais influencia no desenvolvimento da microalga é o meio de cultura, e a sua
composicao fisica e quimica tem grande influéncia no bom desempenho do cultivo. Assim o uso
de meio alternativo e o conhecimento dos pardmetros do meio de cultura possibilitou maior
conhecimento sobre o crescimento da microalga, bem como, contribui para o desenvolvimento de
novos protocolos de cultivo.

Palavras-chave: Lemna minor; Eichhornia crassipes; Microalga; Biomassa; Meio de
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INTRODUCAO

A abordagem tradicional para identificar os fatores requeridos para uma elevada
biomassa de microalga inicia com a utilizacdo de um meio de cultura definido, o qual a
adicdo de outros elementos contribuira para o aumento do valor nutricional e
consequentemente, o crescimento da microalga. A escolha do meio de cultura usado
depende de vérios fatores, como a presenca de elementos necessarios ao crescimento da
microalga e, se estes elementos podem afetar a qualidade do produto final e, o custo-
beneficio do meio utilizado (DALAY et al., 2007). O procedimento mais comum para 0
cultivo de microalgas é o crescimento foto-autotréfico, possuindo maior eficacia na
conversdo de energia solar, podendo ser cultivadas em ambientes iluminados
naturalmente ou artificialmente (PEREZ-GARCIA, 2011). O meio de cultura é a fonte
dos nutrientes necessarios para 0s microrganismos sobreviverem e para ativacao das suas
funcdes bioldgicas, como a sintese e a acdo dos componentes celulares (NASCIMENTO,
2019).

O cultivo de microalgas para uso diverso é extremamente dispendioso, neste
enfoque a utilizacdo de meios de cultura alternativos tem sido adotado nos Gltimos anos,
como por exemplo o uso da macrofita que viabiliza uma elevada biomassa com alto valor
nutricional (SIPAUBA-TAVARES, 2013). Tanto as macrofitas como as microalgas s&o
produtoras primarias, portanto, ricas em nutrientes pois retiram do meio aquatico uma
diversidade de compostos para aumento de biomassa. O cultivo de microalgas tem
crescido nos ultimos anos em funcdo da ampla utilidade desses microrganismos nos
diferentes mercados da industria. Assim, para que haja uma elevada biomassa é
necessario que o meio de cultura propicie um crescimento vigoroso com elevado valor
nutricional para uso lucrativo da microalga. Um dos grandes problemas para uma
producdo rendavel no mercado é o custo dos meios de cultura comerciais que possuem
precos elevados e afetam a producdo em larga escala. Esses meios de cultura possuem

macro e micronutrientes que sdo responsaveis pelo aumento da biomassa (SIPAUBA-
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TAVARES et al., 2018 a,b).

Os meios de cultura podem ser do tipo comercial ou alternativo. O meio de cultura
comercial é eficaz, mas tem elevado custo, deixando a producdo das microalgas inviavel
quando se quer produzir elevada biomassa (ABALDE et al., 1995). O meio comercial
possui formulacéo especifica para cada grupo de microalgas com 0s nutrientes necessarios
ao desenvolvimento destes microrganismos. A forma encontrada para reduzir o custo de
producdo foi desenvolver meios alternativos que forneca os 32 nutrientes essenciais para
as microalgas. Os meios de cultura vém sendo desenvolvidos para diferentes cultivos de
microalgas (SIPAUBA-TAVARES et al., 2009, 2018 a,b).

A diversificagdo na utilizagdo de subprodutos vem tomando grande impulso para
diminuir os impactos nos ecossistemas naturais e/ou artificiais. No caso das macrofitas
(plantas aquaticas), € considerada um fertilizante de grande potencial e na sua composi¢édo
possui altas quantidades de nitrogénio, fésforo, magnésio, manganés, cobre, zinco, e
outros elementos que sd@o de suma importancia para o crescimento das microalgas
(SAHU, 2002).

Mesmo com resultados positivos, os meios de cultura alternativos em certos casos
necessitam de vitaminas como a tiamina, biotina e cianocobalamina para potencializar o
resultado do desenvolvimento microalgal (BEER et al., 2009), sendo que
aproximadamente 70% das algas requerem vitaminas Bi, (SIPAUBA-TAVARES &
BACHION, 2002), além de vitamina C e E, que auxiliam na divisdo celular das
microalgas (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Estudos realizados mostram que algumas algas tém se destacado com meios de
cultura ndo convencionais, embora as tecnologias para producdo de microalgas estejam
em constante desenvolvimento, sendo considerados recentes os subprodutos alternativos,
tendo como resultado elevada biomassa como forma de baratear o custo de producao.
Assim, estudos que possibilitem maior conhecimento sobre tecnologias alternativas para a
producdo vigorosa das microalgas com baixo custo de producdo irdo contribuir para o
desenvolvimento de novos protocolos para o cultivo de microalgas. Diferentes meios de

cultura ttm quantidades diferentes de nutrientes que podem alterar significativamente a
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quantidade de biomassa produzida durante o cultivo, sendo importante otimizar a
composicdo do meio de cultura para alcangar o maior rendimento de produtos de valor
agregado as microalgas.

O cultivo de microalgas com macrofita tem chamado atencéo no desenvolvimento
de novos protocolos para baratear o custo de producéo interagindo com a biomassa algal
de alta qualidade, sendo estratégias que podem trazer maior rentabilidade e produtividade.
Utilizar os recursos do proprio ambiente como forma de reutilizacdo e na formacgéo de um
novo produto, sdo ecotecnologias que devem ser adotadas para a obtencdo de uma
producéo racional refletindo diretamente nos custos de producéo, visto que poderdo gerar
outros produtos através da biomassa algal.

A escolha da macréfita Echhornia crassipes (EC) e Lemna minor (LM) se deve ao
fato de serem facilmente encontradas na regido e por apresentarem elevado potencial
como meio de cultura para microalga Messastrum gracile (SIPAUBA-TAVARES et al.,
2009, 2018 a, b).

Até o presente momento, os meios de macrofitas utilizados para crescimento da
microalga foram compostos somente por uma espécie de planta aquéatica. Assim, sera
adotada uma cultura mista de macréfita (EC+LM) para verificar se o cultivo misto é

eficaz no crescimento e valor nutricional de Messastrum gracile.

M ETODOLOGIA

A microalga M. gracile é proveniente da Universidade Federal de Sdo Carlos,
linhagem n° CCMA-UFScarb, isolada da Represa do Broa (SP, Brasil), cultivada indoor
em sistema de cultivo estatico ndo axénico com aeracdo constante e temperatura mantida
entre 22 + 2°C. O experimento foi realizado na intensidade de luz de 60 pmol fétons m
st e fotoperiodo de 24 horas, adotando as associacbes das macrdfitas Eichhornia
crassipes e Lemna minor como meio de cultura, em frascos com volume de 2 L duragéo
de 16 dias, onde serdo avaliados os parametros do meio de cultura. As variaveis do meio

de cultura foram mensuradas em diferentes pontos da curva de crescimento, representados
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no 4°, 8°, 12° e 16° dias de cultivo. O experimento foi realizado em sistema estatico ou
“batch”. O protocolo de cultivo é usualmente utilizado para a avaliacdo desta microalga

de acordo com o procedimento adotado (Figura 1).

10 mL
ITH 60 pmol fotons m2st
(fonte de luz)
A 15cm
CHU,,
0,75 x10° cels mL1
250 mL
B
1l4cm
NPK
0,
2 x105 cels mL- 22+2°C
Aeracéo 2L
C 28 cm
NPK
4,5 x10%cels mL!
2L
D
28 cm

EC+LM

Figura 1. Diagrama esquematico do preparo da microalga M. gracile em volume de 2L,
para o cultivo em meio misto de macrofita onde: A = Manutengdo da cepa 10 mL em
meio CHU1.; B = Cultivo inicial em 250 mL somente em meio NPK (20:5:20); C =
Cultivo em meio NPK em volume de 2L; D = Experimento com a associacdo das

macrofitas como meio de cultura, EC+LM = Eichhornia crassipes + Lemna minor.

O meio com extrato de macrofita utilizando as espécies Eichhornia crassipes e a

Lemna minor, foi elaborado de acordo com o protocolo de cultivo baseado em Sipauba-
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Tavares et al. (2009). O experimento foi iniciado com 10 mL de volume contendo meio
CHU12, quando as culturas alcangaram a fase exponencial de crescimento (7 dias),
aproximadamente 10 mL da amostra com densidade 0,75 x 10° célula mL* foi transferida
a um volume maior de 250 mL contendo o meio NPK (20:5:20). Novamente apds atingir
0 sétimo dia de crescimento foi adicionada a 2 L contendo meio NPK com a densidade de
2 x 10° célula mL™. Apds 7 dias de crescimento a cultura com densidade de
aproximadamente 4,5 x 10° célula mL™ foi transferida para recipientes esterilizados de 2
L contendo o meio de cultura Eicchornia crassipes e Lemna minor. Foi adicionado ao
meio vitamina do complexo B na taxa de 0,01gL-1 (7mg — B1; 7mg — Bz; 5mg — Bs; 339
— B12) mais vitamina H (0,01mg) (Figura 1).

As varidveis do meio de cultura como os compostos nitrogenados e fosforo total
foram quantificados por espectrofotometria de acordo com a metodologia descrita em
Koroleff (1976) e Golterman et al. (1978). A clorofila-a foi determinada extraindo os
pigmentos com alcool 90% e quantificada em espectrofotdmetro (663 e 750nm) e
processada de acordo com a metodologia proposta por Nusch (1980). Condutividade,
oxigénio dissolvido e pH do meio de cultura foram avaliados com auxilio de sonda
multisensor YSI 556MPS. A biomassa seca foi determinada seguindo a metodologia
proposta por Vollenweider (1974).

RESULTADOS E DlscussAo

A Tabela 1 abaixo mostra as variaveis fisicas e quimicas avaliadas durante cultivo
da microalga M. gracile. A biomassa seca foi elevada crescendo ao longo do periodo
experimental com o maior valor no 16° dia de crescimento (0,5+0,02 g L ™). Isso reflete
diretamente na clorofila-a que apresentou um padréo crescente de suas concentragdes
atingindo o maior pico ao redor do 16° dia de crescimento com 2,6+0,1 mg L (Tabela 1).
Esses resultados j& demonstram a eficcia dessas plantas no desempenho de M. gracile.

Elevados teores de clorofila-a e biomassa seca em meio de cultura contendo uma Unica
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VARIAVEIS TEMPO (DIAS)

4 8 12 16

°C 21,36+0,09 21,66+0,13 21,04+0,05 20,65+0,20

PH 8,83+0,08 8,71+0,07 7,64+0,05 8,81+0,06

ConD 466+32 528+11 602+0,04 54655

oD 7,58+0,12 8,90+0,20 8,84+17,95 8,33+0,13

NIT 4,52+0,5 5,13+0,07 4,16+0,6 4,07+0,4

FT 1,11+0,01 1,10+0,02 1,14+0,02 1,11+0,04

BS 0,14+0,01 0,20+0,01 0,30+0,02 0,50+0,02

CLOROFILA 0,5+0,09 1,1+0,1 1,8+0,8 2,7+0,1

°C — Temperatura; Cond — Condutividade (mS cm); OD — Oxigénio dissolvido (mg L™%); NIT — Nitrogénio
total (mg LY); FT — Fosforo total (mg L?); BS — Biomassa seca (g L™?); Clorofila — (mg L™?).

espécie também foram elevados (SIPAUBA-TAVARES et al., 2018 a,b).

Niveis de nitrogénio e fésforo foram elevados no meio de cultura, principalmente
0 nitrogénio acima de 4,07+0,4 mg L. Em geral o nitrogénio manteve-se similar nos
diferentes dias de crescimento de M. gracile. O mesmo ocorreu com o fésforo, no entanto
em concentracBes bem diferentes ao redor de 1,10+0,02 mg L, ao longo do periodo de
cultivo (Tabela 1). Segundo Shilton et al. (2012) a remocao de fosforo pela microalga é
devido ao crescimento de biomassa e o teor de fésforo na biomassa algal pode ser
triplicado 1 a 3% de tomada luxuriante. Provavelmente, tal fato influenciou na menor
concentracdo de fosforo no meio de cultura tornando elevada a biomassa seca.

O excesso de amonia causa a inibigdo do crescimento da alga (SOLETTO, et al.,
2005), neste experimento os teores de nitrogénio foram elevados.

O fésforo tem grande importancia para alga para realizacdo de transferéncia de
energia e a sintese de acidos nucleicos, que fazem parte da formacdo do DNA, influindo
diretamente na composi¢cdo da biomassa (REYNOLDS, 2006). Os nutrientes sao
assimilados pelas microalgas para geracdo de carboidrato, proteina, lipidios e outros

produtos de interesse.
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Os teores de oxigénio dissolvido como também a temperatura ndo variou muito ao
longo do periodo experimental pois foram fatores que estavam sob controle. Elevadas
concentragdes de condutividade acima de 466+32 nS cm™ estiveram associadas as altas
concentracdes de nutrientes no meio de cultura.

O pH foi alcalino ao longo do periodo experimental, variando de 7,64+0,05 a
8,83+0,08, sendo fundamental para o desenvolvimento desta microalga. A taxa de maior
crescimento e assimilacdo dos nutrientes depende do pH, para a M. gracile o valor dessa
variavel fica na faixa de 5 e 9 (Kim et al., 2013). A quantidade de 4gua do meio de cultura
neste estudo foi totalmente sob controle e livre de contaminagfes. Assim, propicia um

meio ideal para o crescimento da microalga.

CONCLUSC)ES ou CONSIDERAC@ES FINAIS

Com base nos estudos e resultados preliminares, foi observado que o meio de
cultura misto com as macrofitas Lemna minor e Eichhornia crassipes demonstra eficiente
para producdo de biomassa da alga Messastrum gracile, e elevadas concentracdes de
nutrientes podem ser utilizados em outras vias metabdlicas. Deve-se levar em
consideracdo que o meio de cultura a base de macréfita possui condices como na
producéo de M. gracile.
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