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Resumo

Biocombustiveis sdo comumente descritos como derivados de materiais
bioldgicos, incluindo matéria orgdnica ndo fossilizada e produtos
metabdlicos de organismos vivos, como 6leo vegetal para a produgdo de
biodiesel. Entre as matérias-primas para biodiesel, as microalgas tém sido
apontadas como uma alternativa promissora. Este estudo visa otimizar as
condi¢des de cultivo das microalgas Chlorella sp. e Scenedesmus sp.,
analisando seu crescimento em diferentes concentragdes de nitrato, ferro,
zinco e biotina. O cultivo ocorreu em reatores planos horizontais em
acrilico, com temperatura controlada entre 25 ¢ 30°C, fotoperiodo de 12
horas de luz e escuro, utilizando meio sintético Chu. O experimento,
baseado em um planejamento fatorial 23 e um planejamento composto
central, indicou que a metodologia otimizada para Chlorella sp. resultou
em um maximo de 51,54% de teor lipidico em 20 dias de cultivo. O
estudo destaca a necessidade de continuar a busca por condigdes ideais de
cultivo para aprimorar os resultados.

Evaluation of the impacts induced by various cultivation
conditions on microalgae Scenedesmus sp. and Chlorella sp.,
aiming to increase lipid content
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Biofuels are commonly described as derived from biological materials, including non-
fossilized organic matter and metabolic products of living organisms, such as vegetable
oil for the production of biodiesel. Among the raw materials for biodiesel, microalgae
have been identified as a promising alternative. This study aims to optimize the
cultivation conditions of microalgae Chlorella sp. and Scenedesmus sp., analyzing their
growth in different concentrations of nitrate, iron, zinc and biotin. The cultivation took
place in horizontal flat acrylic reactors, with a controlled temperature between 25 and
30°C, a photoperiod of 12 hours of light and darkness, using synthetic Chu medium.
The experiment, based on a 23 factorial design and a central composite design,
indicated that the methodology optimized for Chlorella sp. resulted in a maximum of
51.54% lipid content in 20 days of cultivation. The study highlights the need to continue
the search for ideal growing conditions to improve results.

Keywords: Chlorella sp., microalgae, Scenedesmus sp., lipids.

1. Introducao

A persistente dependéncia dos combustiveis fosseis como a principal fonte de
energia em diversas atividades humanas representa um dos maiores desafios enfrentados
pela humanidade. Diante da finitude desses recursos, a inevitavel escassez dos
combustiveis fosseis impulsiona a busca por fontes alternativas de energia, visando a
reducdo do impacto ambienta. [1]

A necessidade de limitar a emissdo de gases de efeito estufa, responséaveis pelo
aquecimento global e suas consequéncias prejudiciais para a humanidade, implica na
gradual substituicdo das atuais fontes de energia por alternativas. [2]

Nesse contexto, surge o biocombustivel, comumente definido como um
combustivel derivado de materiais bioldgicos, incluindo matéria organica nao
fossilizada e proveniente de produtos metabodlicos de organismos vivos, como o 0leo

vegetal usado na producao de biodiesel. [2]
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Em linhas gerais, o conceito de biocombustivel abrange tanto formas solidas
quanto liquidas e gasosas. Exemplos de biocombustiveis soélidos incluem madeira e
residuos agricolas, como casca de arroz. Entre os liquidos, destacam-se o etanol, obtido
pela fermentacdo alcodlica da cana de agtcar, e o biodiesel, produzido a partir de
diversos 6leos vegetais, como soja, amendoim e sebo bovino [3]

Contudo, surge uma preocupacdo amplamente debatida em relagdo aos
biocombustiveis, que se refere a competicdo entre combustiveis e alimentos.
Argumenta-se que ha uma disputa por areas entre a producao de alimentos e a expansao
dos biocombustiveis, com estes ultimos ganhando terreno em detrimento dos primeiros.
Um aspecto crucial na avaliacdo da sustentabilidade dos biocombustiveis ¢ o problema
do desmatamento, especialmente em nagdes com florestas tropicais que estdo sendo
desmatadas para dar espaco a plantagdes destinadas a producao de energia [4].

Diante disso, a biomassa, representada por matéria organica continuamente
renovavel, como cereais, arvores, algas e residuos de origem vegetal e animal, destaca-
se como uma das possiveis. [2] Nesse cenario, o emprego de microalgas como biomassa
para a producdo de biodiesel e outros derivados emerge como uma alternativa
promissora, evidenciando vantagens significativas em comparagdo a outras matérias-
primas.

No entanto, a implementacao de um processo comercial viavel para a produgdo
de biocombustiveis a base de algas enfrenta diversos desafios e barreiras técnicas. Os
biocombustiveis derivados de microalgas demandam uma intricada sequéncia de
processos unitarios, incluindo cultivo, colheita, desidrata¢do, extragdo de oleo,
conversao e outras etapas, resultando em custos elevados de producdo. Diante desse
cenario, o presente estudo explora alternativas nas condi¢des de cultivo que possam
maximizar a producdo e reduzir os custos associados [5]

Como objetivo geral, este trabalho visa otimizar as condi¢cdes de cultivo das

microalgas Chlorella sp. e Scenedesmus sp. para maximizar a producdo lipidica,
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visando viabilizar a produgdo em larga escala de biodiesel. Os objetivos especificos sao:
Avaliar se as diferentes espécies de microalgas apresentam rendimentos distintos
quando submetidas as mesmas condigdes de cultivo; Determinar se um periodo de
cultivo de 30 dias ¢ o mais adequado para essas espécies nas condi¢des estabelecidas;
Analisar o rendimento de Oleo ao adicionar a vitamina biotina em diferentes
concentracdes ao meio de cultivo; Verificar o rendimento em teor lipidico das
microalgas quando expostas a diferentes concentragdes de nitrato, ferro e zinco em seu

meio.

2. Metodologia
2.1 Microalgas Chlorella sp. e Scenedesmus sp. e meio de cultivo

As linhagens das microalgas Chlorella sp. e Scenedesmus sp. foram isoladas e
preservadas no LEMARC, Laboratério de Energias Renovaveis, Materiais e Catalise, no
Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (Quimica) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU). Todas as operagdes de manutengdo e testes experimentais foram
conduzidas em condi¢des controladas, detalhadas nos itens a seguir, apds um rigoroso
processo de lavagem envolvendo alcool e agua destilada. Apos a esterilizagdo dos
recipientes, deu-se inicio ao cultivo de ambas as espécies.

Para o crescimento das microalgas, ¢ essencial um meio suplementado, sendo
empregado o meio sintético Chu (conforme apresentado na Tabela 1) durante o cultivo e
a manuten¢do. Em busca de otimizar as condi¢des de producdo da biomassa algal, o
meio foi preparado em quatro distintas condigdes: 150% de nitrato, 30% de nitrato,
150% de ferro e 200% de ferro em relagdo ao meio Chu. Cada solugdo foi preparada
com as concentracdes (g/L) especificas de cada reagente para cada litro do meio,

conforme detalhado por [6].
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Tabela 1 — Biomassa umida.

REAGENTE FORMULA QUANTIDADE (g/L)
P — 02
Cloreto de ciélcio di-hidratado CaClz.2H:0 0,025
Sulfato de magnésio hepta-hidratado MgS0,.7TH20 0,075
Fosfato de potassio dibasico K:HPO, 0,075
Fosfato de potdssio monobdsico KH:PO; 0,175
Cloreto de sodio NaCl 0.025
Sal de EDTA CioH1sN2Na>0s 2H-0 0,05
Hidroxido de potissio KOH 0,031
N -0 60015
Acido borico H;BO; 0,01142
Sulfato de zinco hepta-hidratado ZnS04.7H20 8.8210°
Cloreto de manganés tetra-hidratado MnCl:.4H-O 1.44 10°
Molibdato de sédio NaMo04.2H:0 1,19 10°
Sulfato de cobre penta-hidratado CuS0:.5H-0 1,57 10°
Nitrato de cobalto hexa-hidratado Co(NO;3)2.6H-0 0,49 10

Fonte: Autores (2024).

Diferentes concentragdes de nitrato e ferro foram adotadas com o objetivo de
avaliar qual delas resultaria no melhor crescimento em biomassa e, especialmente, na
maior porcentagem de lipidios nas microalgas Chlorella sp. e Scenedesmus sp. Para
isso, quatro solucdes estoque foram preparadas: cada reagente foi pesado
separadamente, transferido para baldes volumétricos de 1 L e, por fim, diluido com agua
destilada. Essas solugdes foram armazenadas em frascos ambares na sala de cultivo,

mantendo-se por até 1 ano a uma temperatura ambiente em torno de 25°C.

2.2 Condigoes de cultivo

O cultivo foi conduzido em reatores horizontais do tipo bandeja aberta,
fabricados em acrilico e com um volume util de 1 litro. Esses reatores foram
hermeticamente fechados com filme plastico de PVC, apresentando perfuragdes
aleatorias para facilitar a oxigenacao e reduzir a evaporagdo. O ambiente de cultivo foi
mantido a uma temperatura ambiente proxima a 25°C, com um controlador de
fotoperiodo configurado para 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo. Durante o

periodo de 30 dias, a iluminagdo foi fornecida por trés lampadas fluorescentes brancas
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de 40 volts, seguindo um arranjo semelhante a unidade experimental descrita por

Ramirez (2013).

23  Leitura de crescimento celular e biomassa seca

As medigdes de densidade otica foram realizadas em triplicata a cada 7 dias para
cada aliquota de cultivo, utilizando um espectrofotometro Shimadzu modelo UV-1800 e
um comprimento de onda de 570 nm. As analises de massa seca e densidade celular
foram conduzidas para determinar a quantidade de biomassa produzida. A relacao entre
a absorbancia e a porcentagem de massa seca permitiu a constru¢ao da curva analitica
para a determinacao do teor de lipidios nos experimentos do planejamento experimental.

Para a colheita da biomassa e a determinacao de sua massa seca (g), o conteudo
total de cada reator foi submetido a centrifugacdo em um equipamento da marca
AAKER, a uma rotagdo de 4000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante, composto pelo
meio de cultivo, foi descartado, e o sedimento de biomassa foi reservado em um béquer
previamente pesado. Esse sedimento foi levado para secagem em estufa a 80°C por 48
horas. Para quantificar a biomassa seca final expressa em g/L, as amostras foram
pesadas seguindo a metodologia indicada por Ramirez (2013).

As microalgas selecionadas e os nutrientes incorporados ao meio representam
varidveis cruciais para o crescimento das algas e a obtencdo de lipidios visando a
producao de biodiesel. Com esse proposito, os experimentos foram planejados para
maximizar a producdo significativa de lipidios. O delineamento experimental adotado
foi o planejamento fatorial 2°, conforme detalhado na Tabela 2, que apresenta cada um

dos fatores analisados durante o cultivo.
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Tabela 2 - Variaveis e niveis estudados para a otimizag@o do processo de produgdo frente ao cultivo de microalgas.

Varidvel Nivel inferior Nivel
(-) superior

(+)
Espécie de Microalga Scnedesmus sp Chlorella sp
Nitrato 0,375g/L 0,075g/L
Ferro 0,0DTSi_g,fL 0,01 g;'L

Fonte: Autores (2024).

Com base nas variaveis escolhidas e seus niveis, elaborou-se a matriz do
planejamento fatorial 2°, que destaca a combina¢do de todas as condi¢des experimentais
para o cultivo das algas. A Tabela 3 exibe a matriz do planejamento dos experimentos,

executados para aprimorar a viabilidade do processo de cultivo das algas.

Tabela 3 - Matriz do planejamento experimental fatorial 2°, para variagdes no meio de Cultivo. Varidveis: M: Meio
de Cultivo, T: Tempo de cultivo em dias e I: Porcentagem de Indculo.

Varidveis

|
2
3
4
5

S8 ~1 &

Fonte: Autores (2023).

24 Extracao de Lipideos segundo Folch Less e Sloane
Stanley

Apos a colheita da biomassa, seguida de centrifugacdo e secagem, uma amostra
de aproximadamente 1000 mg passou por um processo de extragao de lipidios conforme
a metodologia descrita por Folch, Less e Sloane Stanley (1957). Inicialmente, a massa

seca foi macerada em um cadinho de porcelana com a adi¢do de 20 mL de cloroférmio e
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10 mL de metanol. Posteriormente, a mistura foi transferida para um erlenmeyer de 125
mL e submetida a trés ciclos de sonicacdo, cada um com duragao de 30 minutos, em um
banho ultrassonico (QUIMIS - Ultrasonic Cleaner 1400, frequéncia de 40 kHz), visando
auxiliar na ruptura celular. Apds esse processo, a amostra foi encaminhada para
centrifugacao.

Apods os ciclos de centrifugacdo de 8 minutos, a parte sélida da amostra
sedimentou-se, e o sobrenadante contendo os lipidios foi extraido e transferido para um
béquer de 200 mL, contendo uma solug¢ao de 12 mL de KCI. Esse liquido foi agitado e
encaminhado para um funil de separacdo. Apds a formacdo de duas fases, a fase que
continha os lipidios foi reservada, e 4 mL de uma mistura de metanol/agua na proporcao
1:1 foram adicionados ao funil, que foi novamente agitado. A fase superior foi retirada
por succao usando uma pipeta graduada e descartada, enquanto a fase inferior, que
continha os lipidios, foi recuperada e submetida a secagem com sulfato de magnésio.
Em seguida, foi transferida para um baldo volumétrico e exposta a uma capela de
exaustdo para a completa evaporacao dos solventes.

Posteriormente, a massa dos frascos contendo o 6leo produzido em cada reator,
com um volume util de 1 litro, foi aferida para possibilitar o célculo gravimétrico e

obter a medida do teor lipidico total em porcentagem, conforme a equagao 1:

TL(%) = (MO / MB) x 100 Equacgao 1

Em que: TL: teor de lipideos, expressa em porcentagem (%); MO: massa de 6leo
produzida, expressa em gramas (g); MB: massa da biomassa, presente em 1 L de meio

de cultivo (g).

2.5 Otimizacao das condicoes de cultivo
Através do planejamento fatorial 2°, foi possivel identificar as variaveis

incorporadas ao meio de cultivo que proporcionaram os melhores resultados para a
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producdao de biomassa (expressa em g/L) e Oleo (indicando o teor lipidico em
porcentagem massica). Este planejamento visava selecionar os parametros qualitativos
que demonstraram um desempenho superior em relacdo as variaveis estudadas, a fim de
serem utilizados em um segundo plano quantitativo, o Planejamento Composto Central.

O emprego do planejamento fatorial exigiu diversas combinagdes dos niveis
dos fatores estudados, utilizando o planejamento de experimentos 2°. Esse processo
permitiu a obtencdo de dados que resultaram em uma matriz destacando o melhor
desempenho das variaveis de resposta, utilizando a Metodologia de Superficie de
Resposta (MSR) e curvas de contorno (GOES, 2018).

O Planejamento Composto Central (PCC) foi executado com duas varidveis,
resultando em 11 experimentos distribuidos entre os niveis dos fatores de interesse. Essa
configuragdo incluiu 4 pontos cubicos (+1 e -1), 4 pontos axiais (+a e -a) e 3 repetigoes
no ponto central. As varidveis analisadas foram a concentra¢do de zinco no meio Chu
(%) e a inser¢do de biotina em diferentes concentragdes. O teor de lipideos, determinado
pelo método de extracdo de Folch, Lees e Stanley (1956), foi a variavel resposta nos
planejamentos.

A Tabela 4 apresenta as variaveis e os niveis avaliados durante a otimizacao da

extracdo, enquanto a Tabela 5 representa a matriz de contraste das varidveis codificadas.

Tabela 4 - Variaveis e niveis da otimizacdo do teor lipidico

Nivel
Varidvel
Aal = 0 + 1.4
(1) Zinco 0,3g 0.5g 1,0g 1,5g 1,7
( 2) Biotina 0,075g 0,125g 0.25g 0.375¢ 0,425g

Fonte: Autores (2024).

Tabela 5 - Matriz de planejamento composto central em 2 variaveis para otimizagéo do teor lipidico (1-
Concentragdo de zinco no meio Chu em porcentagem (%) e 2 — insercao de biotina em diferentes concentragdes.
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Ensaios Valor codificado Valor codificado | ZINCO BIOTINA
A B
1 . - 0,5 0,125
2 + - 1,5 0,125
3 - 1 0,5 0,375
4 n + 1.5 0,375
5 0 0 1.0 0,25
6 0 0 1.0 0,25
7 0 0 1.0 0,25
8 -14 0 0.3 0,25
9 + 1.4 0 1,7 0,25
10 0 - 1,0 0,075
11 0 +1.4 1.0 0,425

Fonte: Autores (2024)

As andlises estatisticas foram conduzidas por meio do software Statistica 7.1 da
StatSoft. Utilizando conceitos de estatistica descritiva, analise multivariada e
metodologia de superficie de resposta, foram exploradas as variaveis que influenciam
determinadas respostas. Apds a conclusdo de todas as andlises mencionadas, a faixa

otima de cada variavel foi identificada.

3. Desenvolvimento e discussao
3.1 Avaliacao do crescimento das microalgas Chlorella sp. e
Scenedesmus sp.

Os processos metabolicos exercem uma influéncia direta sobre o crescimento
das microalgas, podendo ocasionar alteracdes nas propriedades quimicas e
caracteristicas morfologicas desses organismos. Diante desse cendrio, torna-se
imperativo avaliar o crescimento das espécies, acompanhando seu desenvolvimento por
meio de analises de densidade optica através da espectroscopia eletronica [7]

Devido ao seu ciclo de vida rapido, as microalgas superam outras matérias-
primas em termos de vantagem competitiva. Considerando essa superioridade, ¢

essencial explorar métodos que facilitem as analises de crescimento microalgal,
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proporcionando um entendimento mais aprofundado da velocidade de reprodugdo diante
das variaveis presentes no ambiente de cultivo. [8]

O crescimento celular de todos os ensaios foi monitorado a cada sete dias por
meio da absorbancia a 570 nm, analisando a densidade optica. Nesse contexto, a Figura
8 oferece uma representacdo visual do perfil de crescimento das algas em termos de

absorbancia.

Ciicis deTosaile Curva de Inéculo
ensaio 5 ensaio 6
1,500 5
E r E 1,500
S 1000 | — oo o 1,000 =
~ -
= 0,500 | S 0.5000 |
L L

g 0,000 g 0000 1 *° -
3;; 0 10 20 30 40 % 0 10 20 30 40
'§: Tempo (Dias) § Tempo (Dias)

Figura 8 — Andlise de Crescimento celular. Fonte: Autores, 2024.

A andlise da densidade celular das microalgas revelou uma fase de crescimento
progressivo em todos os experimentos. No entanto, destaca-se que o aumento percentual
¢ mais expressivo entre os 15 e 20 dias de cultivo, especialmente observado nos ensaios
5 e 6, que foram submetidos as mesmas condicdes de cultivo. Importante ressaltar que
todos os ensaios foram conduzidos ao longo de um periodo de 30 dias, apresentando,
em média, resultados semelhantes. Diante desse panorama, a andalise do crescimento
celular sugere que 20 dias seria o periodo mais adequado para dar continuidade ao
experimento, pois apos esse intervalo, ha a possibilidade de iniciar um decréscimo na
densidade celular devido ao elevado consumo de nutrientes pelas algas.

O estudo de [7] constatou que, em um periodo de 16 dias, houve uma produgao
de biomassa de 1,94 g/L. Observou-se que a microalga Scenedesmus sp., apds a fase de

crescimento linear (dias 10-25), pode apresentar um declinio na densidade celular.
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Borges ao concluir seu cultivo de 22 dias, registrou uma biomassa microalgal de
0,244 g/L. Seus estudos destacam a importancia de maximizar a fase estacionaria da
cultura entre os dias 10-16 e 22-30 para obter um melhor acumulo lipidico nas células
da alga Scenedesmus sp., impedindo que, apds o consumo dos nutrientes do meio de

cultivo, ela utilize suas reservas energéticas para continuar o periodo de crescimento. [9]

3.2 Avaliacao do teor lipidico das variaveis selecionadas

A biomassa gerada pelos meios de cultivo foi submetida a centrifugagdao e
secagem, seguindo a metodologia delineada por Folch visando a extracdo do Oleo.
Posteriormente, a massa dos frascos contendo o 6leo produzido foi mensurada para
permitir o calculo gravimétrico, resultando, ao final do procedimento metodologico, na
determinagdo do teor lipidico total em porcentagem. [10]

O objetivo da metodologia de cultivo investigada foi avaliar se as variaveis
selecionadas exercem influéncia na formagao de lipidios nas microalgas. Vale ressaltar
que as trés variaveis escolhidas foram as espécies de microalgas, a concentragdao de
nitrato e a concentragdo de ferro, com a aplicagdo de dois niveis para cada variavel.

A Tabela 10 apresenta a matriz do planejamento, incluindo as interagdes entre as
variaveis. Isso permite analisar a influéncia de cada varidvel na resposta medida, que € o

teor de lipideos.
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Tabela 10 - Porcentagem de teor lipidico de acordo com o planejamento fatorial 2° (Autores, 2024)

Varidvei
Ensai ) N
o E N F ExN ExF NxF ExNxF % T.L
1 - - = - + - = 7,04
2 B = = = - + + 15,04
3 - + - - + - + 9,34
4 + + - + - - - 13,41
5 - - + + - - + 9,50
6 ek - + - + - - 5,08
7 - + + - - + - 4,82
8 - - - B - - + 20,19

Fonte: Autores (2024).

Ao examinar a varidvel ferro nos ensaios 1 e 5, nos quais ambos foram
conduzidos com a mesma espécie de microalga e concentragdo de nitrato, variando
apenas a concentracdo de ferro, observa-se que o ensaio 5 apresentou uma porcentagem
mais elevada de teor lipidico, indicando uma correlacdo positiva com a maior
quantidade de ferro.

Essa tendéncia ¢ corroborada ao analisar os ensaios 4 e 8, nos quais ambos foram
submetidos a mesma espécie de microalga (Chlorella sp.) com uma concentragdo de
nitrato de 30%, variando apenas a concentracdo de ferro. O ensaio 8, sujeito a maior
concentracao de ferro, demonstrou a maior porcentagem de teor lipidico.

Para avaliar os efeitos das varidveis em cada ensaio com base nos resultados do
teor de lipidios, calculou-se os efeitos médios para cada varidvel em cada nivel. Esses
efeitos foram determinados pela média aritmética das porcentagens de lipidios para cada

variavel e em cada nivel, aplicando o resultado na equacdo 2 abaixo:

Ef =R(+) —R(-)
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O teor de lipidios obtido para o experimento conduzido em um nivel positivo (+)
de uma determinada varidvel € representado por % TL (+), enquanto % TL (-) denota o
teor de lipidios obtido para o experimento realizado em um nivel negativo (-) dessa
variavel. A equacdo foi aplicada individualmente para cada varidvel analisada. Os

valores de efeito correspondentes estao apresentados na Tabela 11.

Tabela 11- Efeitos das variaveis estudadas e suas interagdes.

Varidveis Efeitos

1 Espécies de microalga + 6,03
2 Nitrato + 251
3 Ferro =22

12 Espécies x Nitrato +3,69
13 Espécie x Ferro -0,19

23 Nitrato x Ferro +2.35
123 Espécie x Nitrato x Ferro +5,84

Fonte: Autores (2024).

Com base nos valores de efeito, constatou-se que as espécies de microalgas
desempenharam um papel mais significativo no cultivo. O efeito de +2,51 indica que o
aumento da concentracdo de nitrato de 30% para 150% resulta em um acréscimo de
2,51 g/L no teor de lipidios. Assim, um teor lipidico mais elevado torna-se mais
interessante para a producdo de biodiesel. Em relagao aos efeitos negativos, observou-se
que apresentam menor significancia no teor lipidico.

Como os experimentos ndo foram replicados, a estimativa do erro dos efeitos
ndo pdde ser obtida a partir das variancias individuais dos experimentos. No entanto, ha

uma alternativa para estimar o erro dos efeitos por meio da andlise do grafico normal
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dos efeitos. Neste grafico, os efeitos mais dispersos de um valor padronizado (Z) igual a
zero sao considerados estatisticamente significativos.

A construcdo do grafico normal de efeitos envolveu o calculo das interagdes
entre os fatores, resultando em sete efeitos no total: trés efeitos principais, trés
interagoes de dois fatores e uma interacdo de trés fatores. Para calcular os efeitos de
interagdo das varidveis, realizou-se a multiplicagdo dos sinais dos niveis elemento por
elemento. Inicialmente, as interagdes das variaveis foram determinadas pela
multiplicacdo dos niveis de duas em duas e, posteriormente, de trés em trés variaveis
[11]

A significancia dos efeitos pode ser mais bem observada por meio do grafico

normal dos efeitos, conforme ilustrado na Figura 8.

1.5 4 @1
1.0 4
@123
0.5 =
@12
0.0
]
-5 -1
-1.0 4
15 4
| — — i | T T T T T 1
-1 0 1 2 3 4 3 [ 7 8

Efeito (% TL)

Figura 8 - Grafico normal de efeitos para o cultivo das algas. Sendo que 1 corresponde ao meio de cultivo, 2 ao
tempo de cultivo e 3 a porcentagem de indculo. (Autores, 2024).

Os efeitos cujos valores se afastam mais de zero s3o considerados

estatisticamente significativos, enquanto aqueles que se aproximam desse valor exercem
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menor influéncia na resposta. Por exemplo, as varidveis 3,13, 23 e 2 apresentaram
pouca influéncia no teor de lipidios. Os efeitos mais expressivos para a resposta foram
12, 123 e 1. No entanto, como os valores compostos t€m menor impacto do que uma
variavel pura, pode-se afirmar que o efeito 1 (Espécie de microalga) foi o mais
determinante nos resultados obtidos (% TL).

Ao analisar os graficos anteriores, ¢ possivel observar que, dentro da variavel
espécie, a Chlorella sp. alcangou a maior porcentagem na producao de lipidios. Esses
resultados indicam que a espécie Chlorella sp. foi a que melhor se adaptou ao ambiente

de cultivo, resultando em uma producao mais elevada de teor lipidico.

3.3 Biomassa seca e teor lipidico produzido

Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 12, a qual reflete uma
variedade de varidveis que foram investigadas para analisar o crescimento das
microalgas. Foram utilizadas duas espécies diferentes de microalgas (Chlorella sp. e
Scenedesmus sp.), duas concentragdes de nitrato (30% e 150%), e duas concentragdes
de ferro (150% e 200%). Esses fatores foram avaliados em ensaios distintos, seguindo

um plano fatorial aleatorio.

Tabela 12 - Biomassa seca e quantidade de 6leo produzido por reator e teor lipidico. Autores, 2024.

Biomassa (g/L) Oleo (g) Teor Lipidico (%)

Ensaio 1 09714 0,0684 7,04
Ensaio 2 0,53772 0,0828 15.4
Ensaio 3 0,8918 0,0833 9,34
Ensaio 4 0,9802 0.,1315 13,41
Ensaio 5 1,4233 0,1353 9,50
Ensaio 6 1,8427 0.1076 5.8

Ensaio 7 0,7061 0,0341 4,82
Ensaio 8 23628 04771 20,19

Fonte: Autores (2024).
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O cultivo de microalgas em diversas condi¢des geralmente resulta em respostas
variadas, especialmente quando se consideram diferentes concentracdes de nitrato e
ferro. [12]

Em média, os melhores resultados em termos de producao de 6leo foram
observados na variante da espécie de microalga Chlorella sp. Além disso, o teor
maximo de lipidios foi verificado no ensaio 8, no qual Chlorella sp. foi cultivada em
meio sintético Chu com uma redugdo de 30% no nitrato. [12]

Singh et al. (2014) explicam que o nitrato ¢ um nutriente crucial para o
crescimento das microalgas, e sua deficiéncia interrompe o ciclo normal, levando as
células a redirecionar o metabolismo para a sintese de lipidios. Isso pode justificar os
valores mais altos encontrados na variavel nitrato quando submetida a uma diminuicao
de 30%. [13]

Silva, em sua pesquisa, também observou que a condi¢do de deplecao de nitrato
resultou em menor crescimento celular, mas concentragdes mais elevadas de lipidios,
relevantes para a producao de biodiesel. Além disso, com maior concentragdo de ferro,
o crescimento celular aumentou, tornando-se a segunda melhor condicdo para a
producdo de acido oleico e acido palmitico. [14]

Por outro lado, ao analisar a variavel da espécie de microalga Scenedesmus sp.,
pode-se notar que os ensaios com deplecao de nitrato apresentaram o menor percentual
de teor lipidico. Em contraste, os melhores resultados para Scenedesmus sp. ocorreram
nos ensaios em que houve aumento de nitrato, como evidenciado nos ensaios 1 e 8. Isso
sugere que a espécie Scenedesmus sp. ndo se adaptou a condicdo de deplecdo desse
nutriente.

Autores que cultivaram Scenedesmus sp. com aumento de nitrato em seu meio
BG11IN e observaram um aumento significativo no acimulo lipidico, cerca de 2,6 vezes

maior do que nos outros meios testados. [15]
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3.4 Otimizacao das condicoes de cultivo

Com base nos resultados obtidos, a pesquisa avangara para a otimizagdo do meio
de cultivo, concentrando-se exclusivamente na espécie de microalga Chlorella sp. com
uma redugao de nitrato para 30%, conforme estabelecido pelos valores do meio sintético
Chu, e um tempo de cultivo de 20 dias. Essa abordagem visa alcan¢ar uma produgdo
mais elevada de teor lipidico extraido das microalgas.

Na proxima etapa, serdo avaliadas as seguintes variaveis: a concentragdo de
zinco no meio Chu (%) e diferentes concentracdes de biotina. Conforme detalhado na
Tabela 13, serdo conduzidos experimentos baseados em um planejamento estatistico do

tipo Planejamento Composto Central (PCCR).

Tabela 13— Biomassa seca, quantidade de 6leo produzido e teor lipidico das microalgas Chlorella sp. em processo de
otimizag¢do de cultivo. Autores, 2024.

Biomassa (g/L) Oleo (g) Teor Lipidico (%)
Ensaio | 0,9710 0,0781 8.04%
Ensaio 2 04211 0,0226 6,14%
Ensaio 3 0,3581 0,1527 42 64%
Ensaio 4 0,9987 0,1346 13.47%
Ensaio 5 24621 0.4617 18.75%
Ensaio 6 1,0602 0,0956 14,93%
Ensaio 7 0,8131 0,1121 13,78%
Ensaio 8§ 0,8215 03214 39.12%
Ensaio 9 0,0831 0,0031 3.73%
Ensaio 10 1,8318 0,1125 5,36%
Ensaio 11 1,2652 0,6521 51,54%

Fonte: Autores (2024).

Através do modelo estatistico, as respostas obtidas incluiram o teor de lipidios,
expresso em porcentagem, a quantidade de 6leo produzido em gramas e a biomassa seca
em gramas por litro. Todos os experimentos foram conduzidos em duplicata, ao longo
de um periodo de 20 dias, e os resultados apresentados representam a média dos valores

obtidos.

Modelo estatistico:

www.scientificsociety.net

176


http://www.scientificsociety.net/

Scientific Society Journal
ISSN: 2595-8402
Journal DOI: 10.61411/rsc31879

CIENTIFICA

REVISTA SOCIEDADE CIENTIFICA, VOLUME 8, NUMERO 1, ANO 2025

Bl

._ 15.82-10,14x; + 13,40x, + 0,96x” + 4,47x* — 6,82x,x;
}_I — - r4
£1,50  +0,92+0,92 £1,09 £1,09 £1,30

Onde: xIrepresenta o valor codificado para o zinco e x2 € o valor codificado
para a biotina. A adequagdao do modelo foi avaliada por meio da Analise de Variancia

(ANOVA), conforme apresentado na Tabela 14.

Tabela 14- Analise de variancia para o modelo estatistico ajustado ao teor de lipideos obtido na producéo da alga
Chlorella sp. Autores, 2024.

SOMA

FONTE DE VARIACAO %l&nni_ N° G.L. Qurnill??#lca TESTE F
REGRESSAQ 2.559,76 5 511,95
RESIDUOS 235,37 5 47,07
FALTA DE AJUSTE 221,83 3 73,94 10,92
ERRO PURO 13,54 2 6,77
TOTAL 2795,13 10
% de variagiio explicavel (R%) 99,52

% de variacdo explicada (R* ajustado) 91,58
Fonte: Autores (2024).

Conforme a ANOVA, 99,52% da varia¢do observada no experimento pode ser
explicada pelo modelo estatistico da Equagdo 1. Essa constatagcdo indica um bom ajuste
do modelo ao processo de obtencdo do teor lipidico da microalga Chlorella sp.
Adicionalmente, o modelo ndo evidenciou falta de ajuste com base no teste F, uma vez
que a razao MQg/MQ., foi de 10,92, enquanto o valor critico de F foi de 19,16. Em
outras palavras, MQg/MQ., < F3,2,95% a um nivel de confianca de 95%. O modelo
estatistico desenvolvido para a producao lipidica da microalga Chlorella sp. resultou na

superficie de resposta representada na Figura 9.
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Figura 9- Superficie de respostas para o teor lipidico produzido por algas Chlorella sp. obtida seguindo o
planejamento composto central. x1 ¢ o valor codificado para zinco e x2 ¢ o valor codificado para biotina

Conforme evidenciado pela Figura 9 da superficie de respostas, o teor lipidico
mais elevado para as microalgas Chlorella sp. é alcangado quando o valor de x1 se
aproxima de -1,4 e x2 se aproxima de +1,4. Isso sugere que baixas concentragdes de
zinco e altas concentragdes de biotina correspondem a valores experimentais favoraveis
para a producao lipidica.

Os ensaios 3 e 4, nos quais o ensaio 3 foi submetido a uma menor concentragao
de zinco, apresentaram uma maior producdo de teor lipidico. Da mesma forma, nos
ensaios 2 ¢ 4, em que o ensaio 4 foi submetido a maior quantidade de biotina, foi
observada uma maior porcentagem na produgao de lipidios.

Verificou-se que a concentragdo de nutrientes desempenha um papel
significativo na resposta, j& que o acumulo de lipidios atinge o maximo quando a
concentragcdo de biotina ¢ de 170%, resultando em uma porcentagem maxima de teor

lipidico de 51,54%. Para concentracdes inferiores de biotina, o modelo prevé uma
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redu¢do no actimulo de lipidios, como observado nos ensaios 1, 2 e 10, quando
inseridos em baixas concentragdes de biotina, resultando em uma redugdo no acumulo
de lipidios.

Ao longo da fase de crescimento celular constante, a disponibilidade de
nutrientes influencia diretamente a constituigdo bioquimica das microalgas.
Porcentagens mais baixas no meio nutricional levam a taxas mais elevadas de teor
lipidico devido a perda da multiplicacdo celular, permitindo o acimulo de energia na
forma de lipidios [16]

Trevisan, avaliando a influéncia da concentragdo de nutrientes (nitrogénio e
fosforo), obteve rendimentos de teor lipidico entre 12,7% e 17,9%, destacando que a
restricao nutricional resulta em porcentagens elevadas de lipidios. [16]

Observou-se que o melhor resultado para a varidvel zinco ocorreu em
concentragdes mais baixas, resultando em porcentagens de teor lipidico de 42,64% e
39,12%. Considerando os custos do meio nutricional para o cultivo de microalgas, um
dos fatores limitantes para a produgdo e conversdo em biodiesel. Pesquisadores
cultivaram Chlorella sp. em meio Chu com redu¢do de nutrientes, obtendo 41% de
lipidios totais. [17]

Hakalin também observou que a densidade celular em biomassa foi diretamente
influenciada pelas concentracdes de nutrientes. Ao comparar dois meios distintos, com
38% menos nutrientes e adicdo de vitamina, foi possivel aumentar em 55% o teor
lipidico.[18]

Em relagdo a producao de biodiesel utilizando biomassa microalgal, ¢ crucial
que o cultivo apresente um alto rendimento lipidico. Guarieiro (2019) desenvolveu uma
metodologia com variagdo na concentragdo de nutrientes, adicionando um efluente
proveniente da producdo de 6leo de palma, alcangando uma produgdo de 11,21% com

2,12 g L-1 de conteudo lipidico.
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A porcentagem lipidica extraida do experimento demonstrou-se satisfatoria,
variando de 20,19% a 51,54%, comparada a literatura, em que a microalga Chlorella
sp., por exemplo, apresenta entre 31,2% e 54,7% de lipidios, conforme autores como.
[18]

No entanto, para dar continuidade a essa pesquisa, ¢ essencial implementar
constante aeragdo, novas técnicas de extracdo mais aprimoradas e meios de cultivo mais
adequados e atualizados, de acordo com a literatura, visando melhorar ainda mais as
condi¢des de cultivo e obter resultados mais promissores, com redugao de custos e

homogeneidade [19].

4, Consideracoes finais

A pesquisa permitiu a estimativa das melhores condi¢des de cultivo, testando
duas espécies distintas de microalgas, Chlorella sp. e Scnedesmus sp., com diferentes
concentracoes de nitrato, ferro, zinco ¢ adi¢ao de biotina no meio sintético Chu.

Entre os resultados preliminares, destaca-se que a microalga Chlorella sp.
apresentou melhor adaptagdo em todas as condi¢des avaliadas, obtendo os melhores
resultados quando cultivada com reducdo da varidvel nitrato, resultando em um
rendimento de 20,19% em teor lipidico.

Observando a varidvel ferro, de acordo com os valores negativos na tabela de
efeitos, fica evidente que quanto maior a concentragdo de ferro no meio de cultivo,
menor sera a obtencdo do teor lipidico na biomassa produzida pelas microalgas. Isso
sugere que as espécies de microalgas ndo se adaptaram ao aumento de ferro.

Na primeira etapa do experimento, a leitura de crescimento celular indicou que,
em geral, os ensaios apresentaram maior crescimento entre o décimo quinto e o
vigésimo dia. Concluiu-se que 20 dias seria o periodo mais indicado para dar
continuidade a pesquisa, uma vez que apos esse periodo poderia ocorrer um decréscimo

celular devido ao alto consumo de nutrientes pelas algas.
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Na ultima etapa da pesquisa, foram avaliadas as variaveis de concentracdo de
zinco no meio Chu (%) e diferentes concentracdes de biotina, seguindo um
planejamento estatistico do tipo planejamento composto central (PCCR).

De acordo com a superficie de resposta, o maior teor lipidico para as microalgas
Chlorella sp. foi obtido quando a concentragdo de zinco (x1) foi proxima de 30% e a
concentragcdo de biotina (x2) proxima a 170%. Isso implica que concentragdes mais
baixas de zinco e maiores de biotina correspondem a valores experimentais favoraveis
para a producao lipidica.

A porcentagem lipidica extraida do experimento mostrou-se satisfatoria,
variando de 20,19% a 51,54%, evidenciando que a otimizacdo do meio de cultivo
contribuiu para o aumento da producao de lipidios.

No contexto geral, destaca-se que a reduc¢do de nitrato, zinco e a insercdo de
biotina podem ter efeitos significativos na produtividade de lipidios, possibilitando
reducdo de custos de producdo e aproximando ainda mais a utilizagdo dessa matéria-
prima para a producdo e comercializagao de biodiesel.

Entretanto, para avangar nesta pesquisa, € necessario aprimorar a otimizagao,
considerando o uso de constante aeragdo, implementa¢cdo de novas técnicas de extracao
mais aprimoradas e a utilizagdo de meios de cultivo mais adequados e atualizados de
acordo com a literatura. Isso permitird obter resultados ainda mais promissores,
contribuindo para a eficiéncia e viabilidade econdmica da producao de biodiesel a partir

de microalgas.
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