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COMO A MANIPULACAO DA TEMPERATURA E DOS NUTRIENTES PODE
INFLUENCIAR NO TEOR DE LIPIDIOS PRODUZIDOS EM CULTU RAS DE
MICROALGAS DE AGUA DOCE?

RESUMO

Atualmente, ha uma necessidade crescente pela hpmcaalternativas viaveis
energeticamente, de baixo custo e sustentaveisupstituam o uso de combustiveis
fosseis. Uma opgdo é a producdo de biomassa enargdtavés de microalgas,
considerada uma alternativa limpa em relacdo asugjme demandam amplas areas para
cultivo e sdo geradoras de impactos ambientaisseNesntexto, a pesquisa teve como
objetivo avaliar a influéncia da temperatura e irates no teor de lipidios de culturas
de espécies de microalgas de agua doce, visando destes lipidios para a produgéo
de biodiesel. Para isso, duas cepasldreoraphidium contortugruma cepa contendo as
espécies deChlorella vulgaris e Desmodesmus quadricauda outra deMicrocystis
aeruginosa foram mantidas em laboratério, por seis dias,cerno meios de cultura
ASM-1 modificados (controle com altas concentragiefosfato e nitrato; sem fosfato;
com concentracdo intermediaria ndo limitante déafossem nitrato; e o dltimo com
concentragdo intermediaria ndo limitante de nijrdosteriormente, foram submetidas
as temperaturas de 13 °C, 25 °C (controle) e 3d@@nte oito dias (n=3). A extracao
dos lipidios foi realizada no 1°, 4° e 8° dias apezimento, seguindo metodologia
comumente utilizada, através de solvengedrio, com a mistura de metanol e
cloroformio. N&o foi observada variacéo lipidicgngiicativa entre as cepas (p>0,05).
Em meédia, as maiores producdes lipidicas totaignfoobservadas quando as cepas
foram mantidas em 13 °C e no meio com concentraxt@omediaria ndo limitante de
nitrato. Foi encontrada variacdo significativa mogentual lipidico total em relacéo ao
fator dia em que foi realizada a extragdo (p<0,@b)percentual lipidico variou em
funcdo da concentracdo de biomassa algal (p<0¥08&¢pa deMicrocystis aeruginosa
obteve altos teores lipidicos totais, quando mangich meio de cultura com alteragédo
das concentracbes de nitrato e fosfato, contraviav&l resultados encontrados na
literatura. As cepas testadas podem ser considem@@ao potenciais produtoras de
lipidios, desde que o meio de cultura, a tempeaatun dia de extracdo lipidica sejam
corretamente estabelecidos. Este estudo mostrou maeipulacbes de fatores
determinantes podem induzir maior concentracaditipj otimizando a producéo total
com vistas a utilizacdo desta matéria-prima pdradiesel.

Palavras-chave: Biomassa energétiddonoraphidium- Chlorella - Desmodesmus
Microcystis



HOW THE MANIPULATION OF TEMPERATURE AND NUTRIENT
CONTENT MAY INFLUENCE THE LIPIDS PRODUCTION IN
FRESHWATER MICROALGAE CULTURES?

ABSTRACT

Currently, there is a growing need for the searfchiable alternative energy, affordable
and sustainable substitute for fossil fuels. Ongoapis the production of energetic
biomass by microalgae, which is considered a cédi@mnative compared to others that
require large areas for cultivation and that geeeenvironmental impacts. In this
context, the research aimed to evaluate the inflieaf temperature and nutrients on
lipid content of cultured species of freshwater noédgae, in order to use these lipids
for biodiesel production. For this purpose, twaists ofMonoraphidium contortuma
strain containingChlorella vulgaris and Desmodesmus quadricaudand other of
Microcystis aeruginosawere maintained in the laboratory for six daysfive culture
media, modified ASM-1 (control, with high concenioas of phosphate and nitrate; P-
deficient; non-limiting concentration of phosphabé:deficient; non-limiting nitrate).
Later, they were exposed to temperatures of 1325C,C (control) and 37 ° C for eight
days (n = 3). The lipid extraction was performedtba 1st, 4th and 8th day of the
experiment following the method commonly used withid solvent (a mixture of
methanol and chloroform). There was no signifidgnt variation among straing¥$
0.05). On average, the highest total lipid yieldsravobserved when the strains were
maintained at 13 ° C and in the medium with intediag concentration and non-
limiting nitrate. We found significant variation itotal lipid percentage in relation to
day that the extraction was performgd(Q.05). The lipid percentage varied depending
on the concentration of algal biomags<0.05). The strain oMicrocystis aeruginosa
showed high total lipid content, when maintainedcuiture medium with abnormal
concentrations of nitrate and phosphate, contrarpé literature data. The strains can
be considered as potential lipid producers sineectliture medium, the temperature and
the time for extraction of lipids are correctly adtshed. This study showed that
manipulations of determining factors might inducéghler lipid concentration,
optimizing the total production in order to usesttaw material for biodiesel.

Keywords: Energetic biomass Monoraphidium - Chlorella - Desmodesmus
Microcystis
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Introducao

O uso extensivo de combustiveis fosseis como ragbéima € atualmente tido
como insustentavel devido a sua finitude e ao atmime gas carbdnico no ambiente
(Pla 2002; Borges et al. 2007; Walker 2009; Goldermb2009). Surge, entdo, a
necessidade de opcdes efetivas que substituam o arsp desses combustiveis por
alternativas viaveis, renovaveis, limpas, de baixsto e sustentaveis. Mas isso vem
aderido a solucbes energéticas que possam servdkseéas com investimento
modesto de capital, que possam gerenciar demaratapetitivas de producéo de
alimentos e de preservacao ambiental (Goldembeig)20

Diversas matérias-primas ja foram testadas, comndllw, soja, canola, oleo de
dendé, cana de acgucar, dentre outros (Chisti 2@heng et al. 2009). Entretanto, estas
culturas necessitam de extensas areas territogggantio para se alcancar quantidade
significativa de biomassa para producdo do comilstd que converte na reducéo de
areas de lavoura para subsisténcia e geracaonuenad.

Frente a estas dificuldades, as microalgas surgeno aima excelente opcéo.
Sao organismos fotossintetizantes muito simplesicelulares, que ja foram
identificados como sendo uma alternativa sustehtévéusca de matérias-primas para
producao de combustivel alternativo (Smith et20009; Huang et al2010; Mata et al.,
2010). Nao diferentemente dos outros vegetais, @éloz como fator primario para
sobrevivéncia e convertem, através da fotossintiérido de carbono em potenciais
biocombustiveis (Chisti 2007a). Apresentam curtdocile vida, e conseguem duplicar
sua biomassa em 24h, em condi¢des nutricionaisuadeg, onde nitrogénio e fosforo
estdo entre os recursos mais importantes (Haag).2336 permite que aliquotas das
culturas sejam retiradas diariamente e utilizadaa p extracao dos lipidios.

A ideia do uso das microalgas, tanto marinhas cdenagua doce, como fonte
alternativa de energia ndo é nova, sendo que eshaldécada de 80 ja indicavam este
grupo como portador de propriedades lipidicas itambes (Chisti 2007a).
Recentemente, estudos em diversas partes do méndalémonstrado as principais
vantagens e desvantagens do seu uso como fontesedgia (Brennan & Owende
2010). A rapida duplicacdo e alto percentual de @lesentes em muitas espécies de
algas, chegando a atingir cerca de 80% da sua bganado algumas das vantagens ja
mencionadas em diversos estudos (Chisti 2007a; dtah& Guschina 2009; Sporalore
et al. 2006). Ainda, ao contrario de outras plamas necessitam de grandes areas para
cultivo, pois se desenvolvem tanto em ambientagraiat(lagos, lagoas, oceanos) como

artificiais (laboratorios). Além disso, podem séé 20 vezes mais produtivas por
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unidade de area do que as melhores culturas otesagn(Chisti 2007). Todavia, 0
cultivo laboratorial em grande escala demanda aliets, uma vez que sdo necessarias
condicOes controladas de luz, dioxido de carbonatgentes, principalmente quanto a
quantidade de nitrogénio presente no meio de ayltesponsavel, este, pela formacéao
de lipidios. Isto é uma das poucas desvantageansadestes organismos.

O numero de estudos enfocando o uso das microaetyas fonte de energia
cresceu nos ultimos anos, mas ainda pouco se shteas espécies ideais. De qualquer
forma, tanto investimento para geracao de biomessgrandes quantidades necessita
de pesquisas que fornecam informacgfes béasicas smbrétimos ecoldgicos das
diferentes espécies de algas. Diversos estudosapgasentado listas com reduzido
namero de taxons e suas respectivas composicdeéisadip (Guschina & Harwood 2006;
Costa & Radmann 2008; Khan et al. 2009; Brennanvé&@le 2010). A partir de uma
revisdo bibliografica, Griffiths & Harrison (2009umarizaram uma listagem de
espécies de microalgas que vém sendo testadas matéoia-prima na producédo de
biodiesel. Ademais, existe a necessidade de itBin-se os possiveis fatores
bioquimicos e ambientais que acelerem e favorecasumulo de 6leo (Chisti 2007a),
pois existem diferencas na biossintese dos &cido®g pelas algas, inclusive, entre
cepas de uma mesma espécie (Aquarone et al. 198B) demonstra que adequadas
condicbes de cultivo sdo muito importantes parairdese de gorduras, pois se
desviando o metabolismo biossintético para a liptesse, através de modificacbes nas
condicbes de cultivo, obtém-se as gorduras cometiteinte principal em lugar das
proteinas (Aquarone et al. 1983). Ou seja, com mipukacdo da temperatura e da
composicao quimica do meio de cultura é possivelr ahaior produtividade de lipidios
(Behrens & Kyle 1996).

Alguns estudos demonstraram que a manipulacaoamabcdes de cultivo, tais
como nutrientes, temperatura, intensidade luminds@acdo da cultura (tempo de
cultura) podem afetar a produtividade de lipidigsificativamente (Mandal & Mallick
2009). lllman et al. (2000) mostraram que a defici@ de nitrogénio influenciou o
cultivo de Chlorella, aumentando seu conteddo lipidico em 63%. Assimoc@
limitacdo de fosfato também parece estimular a atagéo de lipidios, consoante
encontrado por Rhee (1978), onde o teor lipididonfaior quando o fosfato estava
indisponivel. Porém, a maioria dos estudos readigatmonstrou que a deficiéncia de
nitrato produz maior percentual lipidico do queediaiéncia de fosfato (lllman et al.
2000; Mandal & Mallick 2009; Feng et al. 2012). Belacdo a temperatura, foi
observado por Paoletti et al. (1980) que a vari@gaB80 °C para 42 °C, ou seja, de doze
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graus, promoveu um aumento de 7,4% para 11,5% méeido de lipidios da
cianobactérigpirulina maxima

No Brasil, estudos cientificos utilizando as mitgaa de agua doce com vistas a
producdo energética ainda sdo escassos, sendugbaksi destaque aos estudos com
microalgas marinhas (Borges et al. 2007; Moraisast& 2008). Diante deste contexto,
fica evidente a necessidade de pesquisas nacimests area, a fim de maximizar o uso
da biomassa algal como matéria-prima na producdmodembustiveis, visando tanto o
sucesso orcamentario e energético quanto o social.

Diante do pouquissimo conhecimento acerca dadigi@lde muitas espécies de
algas potencialmente utilizadas para fins enemgticuma boa escolha sdo as
microalgas cosmopolitas, de facil cultivo e comuteencontradas nas amostragens de
material do plancton, como as da classe Chloro@aeycas algas do génethlorella
tém sido consideradas candidatas promissoras padagiio comercial de biodiesel,
uma vez que a taxa de crescimento e de conteldipideos de muitas estirpes
demonstram alcancar um nivel elevado. Além dissoprhecimento acumulado e a
experiéncia em cultivos deste género podem ses geeproducdo de biocombustiveis
(Feng et al. 2012). As diatomaceas também tém Biddo utilizadas para fins
energéticos, ganhando destaque em funcéo de sesipatcentuais lipidicos (Shiflin &
Chisholm 1981; Smith et al. 2009; Mata et al. 20Hd) comparacao, as cianobactérias
nao tém sido muito utilizadas nesse contexto, ealpossuam potencial elevado de
producdo de biomassa (florac6es) que trazem inlem@m@blemas especialmente em
reservatorios de abastecimento de agua. Por issoalgas deste grupo forem
comprovadas como eficientes na producdo de lipiddoshiomassa algal gerada
“naturalmente” nestes ambientes pode constitugrpmal fonte de matéria-prima.

O estudo segue a hipdtese de que as microalgagudedace sdo eficientes na
captura de carbono e producao lipidica util na pecéd de biocombustiveis, e que
manipulagcdes nas condi¢des de cultivo, como o atmtEntemperatura e manipulagao
nas concentracdes de nitrogénio e fosforo, sdadsess a otimizacdo dessa producéao.
A partir disso, o objetivo do estudo foi avaliarirdluéncia da manipulacdo da
temperatura e nutrientes no teor de lipidios enu@ag de microalgas de agua doce das
espéciesMonoraphidium contortunfThuret) Komarkova-Legnerova (196@hlorella
vulgaris Beijerinck (1890),Desmodesmus quadricaud&urpin) Brébrisson (1835) e

Microcystis aeruginos&utzing (1846), visando o uso futuro na producédiddiesel.

Material e métodos
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O estudo foi conduzido em laboratorio, a partiirdiucéo artificial de nutrientes

e/ou temperatura como descrito abaixo.

Manutencéo das cepas

Foram utilizadas, neste estudo, quatro cepas, coeftabela 1.

Tabela 1Caracteristicas das cepas.

Nomedacepa  Classe Espécie Origem Tipo de cultura

LECV-1  Chlorophyceae Monoraphidium contortum Aquério em Sio Leopoldo, RS unialgal
LECV-2  Chlorophyceae Monoraphidium contortum Aquério em Porto Alegre/RS unialgal
LECV-3  Chlorophyceae Chlorella vulgaris e Desmodesmus quadricaudggo do Centro 2 da UNISINOS, S3o Leopoldo/RS  mista

LEA-04  Cyanobacteria Microcystis aeruginosa Juiz de Fora/MG uniagal

Para o isolamento e obtencdo das culturas unialais cultura mista foi
utilizado o método de “pescaria” (Tavares 20019 isom excecdo da LEA-04, que foi
fornecida pelo Laboratorio de Ecologia Aquaticaldfaversidade Federal de Juiz de
Fora, MG.

As culturas foram mantidas em Erlenmeyers de 25¢omtendo 100 ml de meio
de cultura ASM-1 modificado (Aguiar & Azevedo in TESB 1992), em sala de
cultura climatizada (25 °C), com fotoperiodo de-12h, com intensidade de luz de
2492 |ux (Termo-Higro-Anemodmetro Luximetro Digital THAL 300, marca
Instrutherm) fornecida por lampadas fluorescentas luz do dia (Osram, 20 W). A
cada 15 dias foram repicadas para manutencdo doenbtes necessarios para o
crescimento das microalgas e obtencdo de biomamsa que as manipulacbes e

experimentos pudessem ser efetuados, combinadosogmeratura e nutrientes.

Experimento de temperatura e nutrientes

Neste estudo foram testadas trés temperaturass,136°°C (controle) e 37 °C,
com doze graus de diferenca a mais ou a menos tpeperatura controle (Paoletti et
al. 1980); e cinco meios de cultura ASM-1 modificsd controle com altas
concentracdes de fosfato e nitrato (C); sem fogfalg, com a substituicdo do NPD,

e NaHPQ, por KCI e NaSQO,, respectivamente; com concentracdo intermedidta n
limitante de fosfato (P2); sem nitrato (N1), coraubstituicdo do NaN©pelo NaCl; e

com concentracao intermediaria ndo limitante datat(N2) (Tabela 2).
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Tabela 2Constituigdo dos meios de cultura ASM-1 modificadtlizados, com relagéo as concentragdes
de fosfato e nitrato.

Quantidade (g/L)

Meios de cultura Tipo Fosfato Nitrato
Controle (C)  ASM-1modificado (Aguiar & Azevedo in CETESB 1992)  KH,PO,: 0,8162g Na,HPO,: 0,0082g NaNGs: 1,700g
P1 ASM-1 modificado, segundo Mandal e Mallick 2009 KCl: 0,447145¢g Na,S0,: 0,0082g NaNGs: 1,700g
P2 ASM-1 modificado, segundo Mandal e Mallick 2009 KH,P0,4: 0,0594032g Na,HPO,: 0,0005967g NaNO;:1,700g
N1 ASM-1 modificado, segundo Mandal e Mallick 2009 KH,PO,: 0,8162g Na,HPO,: 0,0082g NaCl: 1,1688g
N2 ASM-1 modificado, segundo Mandal e Mallick 2009 KH,P0,: 0,8162g Na,HPO,: 0,0082g NaNGs: 0,005g

Para a realizacdo do experimento, aliquotas dasoqoepas foram colocadas
em cinco Erlenmeyers, contendo cada um dessesriD88 um dos meios de cultura
ASM-1 modificados acima mencionados. Estas culttoen mantidas, por seis dias,
em sala de cultura climatizada a 25 °C, com fotoderde 12h-12h e intensidade de luz
de 2595 lux (Termo-Higro-Anemometro Luximetro Dagit- THAL 300, marca
Instrutherm) fornecida por lampadas fluorescentasi®, 20 W, tipo luz do dia.

Depois, as cepas foram repicadas e colocadas enkrl@tmeyers de 125 ml
(n=3), onde cada um deles, continha 110 ml de wpa com um respectivo meio de
cultura, totalizando 60 Erlenmeyers para cada cdépaalmente, foram, entéo,
submetidas as trés temperaturas (13 °C, 25 °C°€)3durante oito (08) dias, contados
da repicagem das cepas.

A extracao de lipidios foi realizada no 1°, 4° @i@% do experimento, seguindo
protocolo de Bligh & Dyer (1959) descrito por Mahdaviallick (2009), sem adicéo de
agua. Para cada extracao foi utilizado 30 ml déuaul O teor de lipidios totais foi
expresso por porcentagem (%) de peso seco das algas

Concomitantemente a retirada da amostra para acéxtidos lipidios (1°, 4° e 8°
dias) 05 ml de cada cultura foi acondicionado easdo, devidamente identificado e

preservado com Lugol Acético a 1%, para a quaatfio da biomassa algal.
Analise dos dados

Para a analise qualitativa dos dados (composigadstica) foi utilizado o
microscopio oOptico, marca Carl Zeiss, aumento 4@0® identificacdo foi em nivel
especifico.

Para a analise quantitativa (biomassa dos orgasjsnfioi utilizado o
microscopio invertido, marca Opton, também no aumetDOx, sendo seguido o
método de quantificacdo de Utermohl (1958), e qptede sedimentacdo de Lund et al.
(1958). O célculo para a densidade dos organisindi/iduos.mt) foi segundo Ros

(1979). O biovolumeym3.ml-t — mm3.l-1) de cada espécie foi calculado segundo Sun
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& Liu (2003) e Hillebrand et al. (1999), a partie galores médios das medidas de 20
individuos. A biomassa (mm3.L-%» mg.L-!) foi estimada a partir da multiplicacdo dos
valores de biovolume pela densidade de cada taxon.

Foi realizada analise estatistica descritiva dodoslaobtidos através das
extracoes e quantificagbes da biomassa. Para izaag® dos testes estatisticos, foi
utilizada a transformacéo do arcoseno para tramsfioos dados. Anova Fatorial de
Medidas Repetidas foi efetuada para testar a \Gria@Q percentual de lipidios com
relacdo a temperatura e nutrientes aos quais @s deam submetidas e os dias do
experimento em que ocorreram as extracdes. Papa fiss utilizado o programa
estatistico SPSS 16.0. Para testar a significatasaincrementos maximos de lipidios
pelas cepas foram utilizados a Ano@me-Waye Teste T, e nos casos, onde a
homogeneidade das variancias e normalidade dos destioforam atendidas, os testes
ndo-paramétricos respectivdsiuskal-Wallis e Mann-Whitney Analise de Regresséo
Linear Simples foi realizada para demonstrar aagan do percentual de lipidios em
funcdo da concentracdo de biomassa algal. Parésagltimas analises foi utilizado o

programa estatistico Systat 13.0.

Resultados

Cepa LECV-1

A biomassa total encontrada nesta cepa da espkeaentortumfoi de 2931,8
mg.L-1. Ao final do experimento, em relacdo ao medotrole (657,95 mg.L-1), esta
cepa apresentou maior valor de biomassa quandoaddtno meio P2 (1068,25 mg.L-
1) e menor no meio N2 (298,61 mg.L-'). No oitava @i onde, normalmente, se
observou os maiores valores de biomassa algadnmaetratura de 37 °C (Fig. 1).

400,00

[
350,00 .
/
-~ 300,00 .
2 /
o 250,00

E .

@ 200,00
1%}

4 / /
£ 150,00 “
k=] /
o .o
100,00 / ;= - .
' - J / 0\,
A ¢ >~ B
<~ — L=
0,00
1 4 8 1 4 8 1 4 8 1 4 8 1 4 8
C P1 P2 N1 N2

13°C 25°C — --37°C

Fig. 1 Concentracdo de biomassa algal obtida na cepa LE@®s meios de cultura e temperaturas as
quais foi submetida ao longo do experimento.
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Considerando-se os dias em que se realizaram sac@s de lipidios os
maiores valores, geralmente, ocorreram no prindiEpnos tratamentos P1, N1 e N2,
na temperatura de 13 °C, no entanto, estes vat@i@s$oram significativos em relacao
ao controle §>0,05). Houve um aumento no teor lipidico de 16%relacdo ao meio
controle nesta mesma temperatura, ou seja, de®584da 100%. Quando submetida a
temperatura controle (25 °C), o meio de culturameéhor teor lipidico apresentou foi
0 N2 (100%), no oitavo dia. No quarto dia, mantidameio controle, a temperatura de
13 °C foi onde se observou o valor lipidico mate &7,18%). O meio P1 foi o Gnico
onde a variacao lipidica néo foi significativa eslacdo as temperaturas e aos dias em
gue ocorreram as extracogs@,05). Os percentuais lipidicos desta cepa vamiata
2% a 100%.

Na média geral, observou-se que o maior teor ddidip totais (88,18%) foi
encontrado quando submetida a temperatura de &7/nié@ntida no meio de cultura N2;
aumento significativo em relagdo ao controle nestsma temperatura (t=-2,967,
gl=16, p= 0,009). Os meios de cultura, onde foi alteradoitcato foram os que
apresentaram maiores concentracdes de lipidios,exaecdo do valor obtido a 13 °C
no meio controle (Fig. 2).
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Fig. 2 Comparacdo da média geral dos percentuais ligdaais encontrados na cepa LECV-1 quando
da interacdo entre os fatores temperatura e ntgsien
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Cepa LECV-2

A biomassa total encontrada nesta cepa da espkeaentortumfoi de 3201,3
mg.L-1. Ao final do experimento, em relacdo ao meootrole (751,36 mg.L-1), esta
cepa apresentou maior valor de biomassa quandoaddtno meio P2 (1460,45 mg.L-
1) e menor no meio N1 (193,30 mg.L-1). No oitava @i onde, normalmente, se

observaram os maiores valores de biomassa algmeeratura de 25 °C (Figura 3).
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Fig. 3 Concentracédo de biomassa algal obtida na cepa LEE@® meios de cultura e temperaturas as
quais foi submetida ao longo do experimento.

No geral, para a cepa LECV-2 o primeiro dia deagéo lipidica também foi o
que apresentou 0s maiores teores lipidicos tajaendo mantida nos meios P1, N1 e
N2, na temperatura de 13 °C, embora este incremsdotenha sido significativo
(p>0,05). Foi constatado um aumento de 126% de tedipitiios em relacdo ao meio
controle nesta mesma temperatura, aumentando d&o3para 100%. Quando
submetida a temperatura controle (25 °C), os ms* N1 apresentaram maiores
valores lipidicos (100%), no primeiro e quarto diesextracdo, respectivamente. No
entanto, quando mantida no meio de cultura conga®® °C, esta cepa apresentou o
melhor percentual lipidico (92,22%), no quarto dhavariacao lipidica no meio P1,
também, ndo foi significativa em relacdo a tempesaé aos dias em que ocorreram as
extracdes<0,05). Os percentuais lipidicos variaram entr8% & 100%.

Na média geral, os meios de cultura em que foraateo nitrato (meios N1 e
N2) foram os que apresentaram maiores percentedipidios totais, sendo o melhor
resultado encontrado (97,61%) na temperatura déCl30 meio N2; valor, este,
estatisticamente significativo em relacdo ao cdatfz=-3,518, gl= 16p= 0,003) (Fig.
4).
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Fig. 4 Comparacdo da média geral dos percentuais déolpiatais encontrados na cepa LECV-2 quando
da interacdo entre os fatores temperatura e ntgsien

Cepa LECV-3

As espéciesD. quadricauda e C. vulgaris presentes na cepa LECV-3,
apresentaram juntas uma biomassa total de 3857,1L-mgAnalisando-as
separadamente os valores encontrados foram 36944 -'me 162,7 mg.L-,
respectivamente. A espédie quadricaudafoi responsavel por 95,78% da biomassa
encontrada para esta cepa mista, enquanto qQe \ailgaris 4,21%. Ao final do
experimento, foi observado, para a LECV-3 que, doacultivada no meio controle,
apresentou maior valor de biomassa (2395,95 mgelmtyelagédo aos demais meios. O
menor valor foi observado quando a cepa foi mamtmaneio N2 (67,89 mg.L-1). No
oitavo dia foi onde, normalmente, se observaramaisres valores de biomassa algal,
na temperatura de 25 °C (Fig. 5).



24

1000,00
900,00
800,00
700,00

2
(=2}
£ 600,00
T 500,00
@ /
£ 400,00 .
E . .
@ 300,00 / /'\.
200,00 : N N
/ /
10000 | - /\
0,00 — = —e —
1 4 8 1 4 8 1 4 8 1 4 8 1 4 8
c P1 P2 N1 N2
——13°C 250C — .. 37°C

Fig. 5 Concentragdo de biomassa algal obtida na cepa LEG®s meios de cultura e temperaturas as
quais foi submetida ao longo do experimento.

Pode-se observar que, os mais altos percentudiigidies totais, normalmente,
foram observados no primeiro dia de extracdo lgaidpara os meios P1, P2, N1 e N2,
na temperatura de 25 °C, entretanto, estes peatenbdo foram estatisticamente
significativos em relacdo ao controlg>0,05). Houve um aumento de 102% no teor
lipidico em relacdo ao meio controle nesta mesmpéeatura, passando de 44,11%
para 100%. Quando submetida a temperatura contrslepaiores resultados obtidos
foram nos meios P1, P2 e N2, ambos com 100%, noepo dia de extracao.
Entretanto, quando comparados o meio de cultureratencom os resultados obtidos
nas trés temperaturas as quais a cepa foi submetidandicdo controle (meio de
cultura e temperatura controles) apresentou o melalmr (90%), no quarto dia. A
variacao lipidica nos meios N1 e P1 néo foi sigativa em relacdo as temperaturas e
aos dias em que ocorreram as extracpe8,(5). Os percentuais lipidicos, nesta cepa,
variaram entre 6,27% e 100%.

Foi observado, na média geral, que o maior perakdilipidios foi alcancado
a 13 °C no meio N2 (85,66%), tendo aumentado sigtifamente em relacdo ao
controle (U=19.000, gl=1p=0,043). Novamente, os meios onde foram alteradas a
concentracgdes de nitrato (N1 e N2) foram os quesamtaram maior valor lipidico (Fig.
6).
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Fig. 6 Comparacdo da média geral dos percentuais déolpiatais encontrados na cepa LECV-3 quando
da interacdo entre os fatores temperatura e ntgsien

Cepa LEA-04

A biomassa total deM. aeruginosafoi de 327,3 mg.L-t. Ao final do
experimento, em relacdo ao meio controle (61,39_+f)g.esta cepa apresentou maior
valor de biomassa quando cultivada no meio P1 2/§@.L-!) e menor no meio P2
(47,43 mg.L-%). No oitavo dia foi onde, normalmerse observaram os maiores valores
de biomassa algal, na temperatura de 25 °C (Fig. 7)
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Fig. 7 Concentracdo de biomassa algal obtida na cepal&Aes meios de cultura e temperaturas as
quais foi submetida ao longo do experimento.

A cepa LEA-04, no geral, apresentou os melhore®selipidicos totais, assim
como as demais cepas, no primeiro dia em que acarextracao lipidica, nos meios

P1, P2, N1 e N2, na temperatura de 13°C, tendouwmeto significativo de 258% em
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relacdo ao meio controle nesta temperatura (H=20.43-4, p=0,034). Submetida a
temperatura controle, foi observado que os maas daktores de lipidios totais foram
encontrados quando esta cepa estava no meio Nyarto dia (100%). Na condicéo
controle (temperatura e meio de cultura controtps} a cepa alcancou seu maior
percentual lipidico (79,6%), também no quarto djmanto ao meio P1, a variagéo
lipidica, ndo foi significativa em relacéo a tengiara e aos dias em que ocorreram as
extracdes. Os teores lipidicos variaram de 3,3%0&6l

Foi observado, na média geral, que o meio N2 a 2de@ncou o maior
percentual de lipidios totais (90,65%) (U=20.0061gp=0,043). Novamente 0s meios
onde foram alteradas as concentra¢coes de nitragseagaram os maiores valores de
lipidios totais (Fig. 8).
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Fig. 8 Comparacdo da média geral dos percentuais déokpiotais encontrados na cepa LEA-04 quando
da interacdo entre os fatores temperatura e ntgsien

Relacao do percentual lipidico e biomassa

N&o foi observada variacao lipidica significativare as cepas (p>0,05).
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O percentual lipidico variou significativamente eslacdo aos dias em que
ocorreram as extragdess(z=79,064,p<0,001). Foi observado que no primeiro dia de
extracdo, as cepas mantidas nos meios de cultura R2 obtiveram os melhores
percentuais de lipidios totais, independentemerde taimperatura a qual foram
submetidas. No quarto dia, os melhores resultaol@snf observados no meio N1 e na
temperatura de 37 °C. No oitavo dia foi 0 meio d#uca N2 que apresentou 0s
melhores teores lipidicos, também independentema@atéemperatura a qual foram
submetidas (Tabela 3).

No geral, o meio N2 foi 0 que apresentou maioresetelipidicos, apresentando
diferenca significativa em relacdo ao tratamento(Fz125=19,662, p<0,001), P1
(Fa,12719,662 p<0,001), P2 (F126-19,662,0<0,001) e N1(k12519,662,p<0,001). Os
meios C e P2, apesar de eventualmente alcancatesi tabres de lipidios totais,
guando comparados aos percentuais encontrados @osisd tratamentos, seus
percentuais foram mais baixos. Considerando-sempedraturas, o percentual lipidico
foi diferente estatisticamente entre as tempersatiiBae 25 °C (F.56,703,p=0,005) e
13 e 37 °C (k12576,703, p>0,001), sendo os maiores valores lipidicos obsew/ad
geralmente a 13 °C. Entre as temperaturas de Z%€,3 variagdo encontrada néo teve
significancia p>0,05).



28

Tabela 3Média e desvio padréo, respectivamente, relageogercentual de lipidios (%) encontrado nas cep&3/-1, LECV-2, LECV-3 e LEA-04 para cada dia ermedai
realizada a extragdo, nas temperaturas e meiadtdeacas gquais foram submetidas (n=3).

Dia 1 Dia 4 Dia 8
Temperaturas Cepas MeioC MeioP1 MeioP2 MeioN1 MeioN2 MeioC MeioPl MeioP2 MeioN1 MeioN2 MeioC MeioP1 Meio P2 Meio N1  Meio N2
LECV-1 13,4119 86+24,2 74,0+44,9 28,8+9,85 74,0+44,9 84,4226, 10,4+6,9 6,4+1,4 89,6+17,9 49,3+43,8 25,4+24,8 40,3#51, 10,2+9,6 50,9+30,4 100+0
250C LECV-2 10,2+9,5 72,1+48,2 59,5+26,8 75,5+£42,3 100+0 92,2+13,4 2+82 9,5+2.4 1000 67,0£28,5 11,4+9,8 1,8+0,9 8,0+1,5 4303,0 85,8+24,4
LECV-3 44,1+49,7 100+0 100+0 27,2+29,6 100+0 90+17,3 10,4119 22716 45,9+33,7 36,7+14,6 61,4+51,8 7,7+£3,5 6,2+3,0 123,2 71,8+48,6
LEA-04 68,8+47,2 77,3£39,2  74,6%43,8 40,4+52,6 96,9+5,2 79,6335 3,525 11,1+5,2 77,2+39,4 100+0 37,0£38,3 3,3+x1,3 4,3+ 15,1+3,0 75+43,3
LECV-1 85,9+21,2 100+0 88,8+19,2 100+0 66,6+57,7 87,1+22,2 5313+ 13,6+17,0 84,6+26,6 76,4+40,7 67,7£22,4 1,9+1,8 35558 29,5+26,5 52,7+41,2
130C LECV-2 37,5+54,4 100+0 94,4+9,6 90,9+15,7 100+0 75+43,3 4,3+0,6 0,9#30,0 100+0 92,840 14,7+9,2 6,1+6,1 15,2+11,9 50,5%44, 92,8+12,3
LECV-3 83,3+28,8 100+0 71,5+49,3 76,60 75,6+£57,7 63,5+29,2 AT 76,6+40,4 75,6+42,2 1000 7,445 34,7+56,5 22,8222 10,775 90,3+£16,7
LEA-04 15,5+£11,6 100+0 100+0 92,5+12,8 96,2+6,4 62,6+39,1 224241 72,7+31,8 53,0+46,2 63,6+40,4 12,5+10,4 59,2+44,.8 2432 37,1£54,5 54,4+10,7
LECV-1 39,6+52,3 100+0 34,5+13,5 91,6+14,4 100+0 71,3+32,1 22004 100+0 62,6+34,4 74,9+43,4 15,7+3,6 3,4+2,3 9,749,6 ,78%4,1 89,6+17,9
370C LECV-2 18,9+19,4 100+0 52,2+15,4 100+0 100+0 62,1+78,0 14,2+4,4 5,3#413,2 65,3+31,3 100+0 22,5£17,5 22,0+13,8 5,6+6,9 7,9+ 40,4+20,5
LECV-3 40,0+£52,0 85,1+25,6  79,2+35,8 100+0 66,6+57,7 60,9+47,3 1,685,7 72,2+13,8 78,2£32,5 46,9+45,9 27,4+28,0 10,1+6,8 10,9+9,0 21,846,5 33,8+8,4
LEA-04 48,6+30,0 95,8+7,2 64,6+35,5 80+34,6 100+0 11,3+£3,7 58+4 100+0 47,3+38,7 38,8+24,0 10,3+6,2 27,8+34,4 11,1+12,647,2+13,0 100+0
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Para todas as cepas foi constatado que o perceluiplidios variou em razdo
da biomassa alggh€0,05) (Fig. 9).
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Fig. 9 Relagdo da variacdo do percentual lipidico em&anga biomassa algal encontrada nas cepas
testadas. a) LECV-1; b) LECV-2; c) LECV-3; d) LEA-O

Discussao

A manipulacdo da temperatura e dos nutrientesenéiiou o teor de lipidios
produzidos nas quatro cepas estudadas. Todasasresponderam de forma similar ao
experimento realizado obtendo, geralmente, seubamesd resultados em relacdo ao
percentual lipidico, no primeiro dia de experimentm meio de cultura N2 e
temperatura de 13 °C. Essa similaridade tambérobfeérvada em relagdo as maiores
concentracoes de biomassa algal que, normalmesrean fobtidas no oitavo dia, no
meio P2 e na temperatura de 25 °C. Além disso,rcepwial de lipidios variou em

razao da biomassa em todas as cepas.
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As semelhangas encontradas no modo como as cegpsnderam ao
experimento podem ser explicadas pelos ambientelags em que as espécies vivem,
pois as quatro cepas sao encontradas em habitajremiaie aporte de nutrientes. Dentre
as cloroficeas, os génerb®noraphidium Chlorella e Desmodesmusdo comumente
associados a ambiente raso e enriquecido (Reyrblas2002) e, particularmentd).
contortumja foi associada ao perifiton em condi¢cdes de diewdisponibilidade de
fésforo no Lago das Garcas (Barcelos 2003) e do (A&ragut 2004). O género
Microcystis é tipicamente planctdnico e comumente encontradocerpos d’agua
eutrofizados, na forma de floracdes (Bicudo & M&%2006). Além disso, as espécies
utilizadas neste estudo sdo abundantes e de faltivo; sendo nestes aspectos,
excelentes alternativas a serem exploradas.

Com relacdo as diferencas encontradas, especi@nesrite as duas cepas
pertencentes a espécie d& contortum (LECV-1 e LECV-2), estas podem ser
atribuidas as diferencas na biossintese de lipfubtes algas, que pode ocorrer ndo sé
entre organismos taxonomicamente diferentes, nmalséia entre cepas de uma mesma
espécie (Aquarone et al. 1983). Ou seja, a dim@ilouda concentracdo da biomassa e o
consequente aumento do teor lipidico podem ocateerforma diferenciada entre
organismos pertencentes a espécies diferentesre anganismos da mesma espécie.
Ainda mais que, estas duas estirpes foram isodel&scais distintos.

A duracéo da cultura (tempo de cultura) pode agefarodutividade de lipidios
significativamente (Mandal & Mallick 2009). Consrdado-se os dias em que se
realizaram as extracoes de lipidios, todas as calptageram, geralmente, os maiores
valores lipidicos no primeiro dia, nos tratamerRdse N1 (LECV-1 e LECV-3), P1, P2
e N2 (LECV-2) e P1, P2 e N1 (LEA-04), na temperaile 13 °C.

As concentracbes de nitrogénio e fosforo presentea agua
sédo considerados fatores limitantes e tém infl@ntieta sobre o crescimento de
microalgas e acumulagdo de lipidios. Além dissapdihos j& mostraram que a
deficiéncia desses fatores é eficiente para indwmimulo de lipidios nas
microalgas (Watanabe et al. 1983; Feng et al. 20@@htudo, como os fatores que
afetam a producéo de 6leos sdo os mesmos que aetegscimento, com a limitacédo
de nitrogénio (N) e fésforo (P), o valor de bionzagsnde a reduzir. Isso explicaria o
fato de, geralmente, os maiores teores lipidicasresido encontrados no primeiro dia
de extracao lipidica e as maiores concentracodsoteassa algal no oitavo dia. Este
fato foi observado nas cepas LECV-1 (meio N1), LEEYmeios P1, P2, N1 e N2),
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LECV-3 (meios P1, P2 e N1) e na LEA-04 (P1 e Pay meios onde houve alteragao
nas concentracdes de fosfato e nitrato em relag&we#o controle.

Neste estudo, a concentracdo de biomassa delgarisfoi maior na condicéo
P2 e N1, onde houve a diminuicdo da quantidade deNPem relacdo ao controle,
contrariamente ao encontrado no estudo de Ferlg(2042), no qual a concentragéo de
biomassa deChlorella zofingiensidoi evidentemente muito menor sob condi¢cbes de
deficiéncia de N e P, comparando-se ao grupo dentisso pode ser explicado por se
tratar de espécies diferentes do gér&ntorella, pelo meio de cultura ser diferente do
utilizado neste estudo e, consequentemente coacént diferentes de N e P.

Foi comum a todas as cepas que 0s meios de culun@es o nitrato foi alterado,
apresentaram os melhores teores de lipidios, edperite, no meio de cultura N2. Nas
cloroficeas e cianobactérias, o0 estresse de nittogee correlaciona bem com o
aumento no teor de lipidios, ao passo que a resplesbutros taxa para estresse de
nitrogénio € mais variada (Watanabe et al. 1988filBs & Harrison 2009). Isso pode
explicar, em relacéo as cepas pertencentes acts$ass, 0 incremento lipidico ter sido,
geralmente, maior no meio N2, onde a concentraganittato foi menor do que a do
meio controle, no qual estas cepas estavam marmiidasormente ao experimento.

Estes resultados também corroboram com os encostpa Mandal e Mallick
(2009), onde o incremento lipidico por peso sec® algas da espéctecenedesmus
obliqguusfoi maior do que o encontrado no controle, no niEccultura onde o nitrato
estava deficiente. lllman et al. (2000) também naoain que a deficiéncia de
nitrogénio influenciou o cultivo d€hlorella, aumentando seu conteudo lipidico em
63%.

De acordo com Shiflin & Chisholm (1981), também eatacdo éScenedesmus
obliguusapresentou um aumento no rendimento de lipidi&o(d8 peso seco) quando o
nitrato estava deficiente, além disso, mostrou lyueve acumulacdo de derivados de
acidos graxos em trinta espécies de microalgaemmmtes as classes cloroficeas e
diatoméaceas sob privacao de nitrogénio. Feng @04R, também mostraram acumulo
de lipidios emC. zofingiensiem relacdo ao grupo controle, de 24,1% para 336%,
condicdo de deficiéncia de N ou P. Estes autoresnéraram maior conteudo lipidico
(65,1%) sob a deficiéncia de N, entre todos os fatsmentos. Este valor, inclusive,
foi maior do que o encontrado com a deficiénciaRd¢44,7%), indicando que a
deficiéncia de N foi mais eficaz para promover antmeaignificativo no teor de lipidios

nesta espécie do génethlorella.
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A limitacdo de fosfato também parece estimulariaradacéo de lipidios, como
encontrado por Rhee (1978), onde o teor lipidicaldas do géner8cenedesmuwi
maior quando o fosfato estava indisponivel. Todaaimaioria dos estudos realizados,
inclusive este, demonstrou que a deficiéncia datoifpproduz maior percentual lipidico
do que a deficiéncia de fosfato, inclusive, ja estp@cima.

Em relacdo a temperatura, foi observado por Paetedt. (1980) que a variagao
de 30 °C para 42 °C, ou seja, de doze graus, peumawn aumento de 7,4% para 11,5%
no conteudo de lipidios da cianobact&p@rulina maximaTodavia, neste estudo, com
a diminuicdo de doze graus na temperatura (25 PE£13°C), foi onde se obtiveram os
melhores incrementos lipidicos, com excecdo da t&gaV/-1 que foi a 37 °C. Neste
caso, o aumento de doze graus na temperatura oostobom o encontrado por Paoletti
et al. (1980).

A cepa LEA-04, pertencente a classe Cyanobactgqtiando submetida aos
meios de cultura alterados, principalmente em &eleso nitrato ndo limitante (meio
N2), apresentou altos percentuais de lipidiosrelitemente do encontrado na literatura
de que cianobactérias independentemente das cesdigbcultivo apresentam baixos
teores de lipidios (Aquarone et al. 1983). Conf® Reynolds (1984), quando
expostas a situagfes de estresse, as cianobae@rnagenam todas as suas reservas.
Isso pode explicar os bons valores lipidicos emados nesta cepa.

Os percentuais de lipidios de 84,44% e 92,22% déramos no quarto dia de
experimento, nas cepas LECV-1 e LECV-2, respecterde) pertencentes ao género
Monoraphidium quando submetidas a temperatura e meio de cutturarole foi o
quadruplo encontrado por Tomasini et al. (2008)e gpbteve 20,42%, também
utilizando o método de Bligh & Dyer (1959), semcdd de agua. Este percentual foi
similar ao encontrado neste estudo no oitavo diexgerimento com a cepa LECV-1
nas condicdes antes expostas.

Estatisticamente, os resultados obtidos quanto reag@ do percentual de
lipidios devido a temperatura, nutrientes e tempoia as cepas estiveram submetidas
foram significativos, com excecdo das cepas. Ca@m, ias cepas testadas, podem ser
consideradas como potenciais produtoras de lipidiesde que, o meio de cultura, a
temperatura em que estdo sendo mantidas e o diaxtlacdo lipidica sejam
corretamente estabelecidos.

Muitas cepas de microalgas tém naturalmente altdeddo de lipidios, em
torno de 20-50% do peso seco (Brennan & Owende)2@LAros estudos mostram que
o percentual lipidico chega a atingir cerca de 8Mmais da biomassa algal (Sporalore
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et al. 2006; Chisti 2007a). Através deste estudogbeu-se que é possivel aumentar
essa concentracdo lipidica com a modificacdo derefat determinantes, como a
concentracdo de fosforo e nitrogénio, temperaturaétodo de extracdo de lipidios
adequado.

Do ponto de vista sécio-econémico, o conhecimem@adp constituira base
descritiva e analitica de informacdes sobre asicoas 6timas para algas de agua doce
incrementar a producdo de lipidios e constituiramted de energia futura para
biocombustiveis. Tudo isso, pode ajudar a apemeicmedidas de manejo e
conservacdo dos ambientes que potencialmente geratéria-prima, visando

contencédo de despesas e tempo em investimentaddgicos nesta area.

Conclusao

Através deste estudo, percebeu-se que € possivengar a concentracao
lipidica de cloroficeas e cianobactérias com a fivadido de fatores determinantes,
como a temperatura e a concentracdo de fosforotreg@nio. Especialmente,
promovendo o0 estresse de nitrogénio e a diminudg@idemperatura, que foram as

condi¢cdes em que, geralmente, as cepas testadaeiaj@ram maior teor lipidico total.
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