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RESUMO

Diversos estudos tém sido realizados com a micaoalg
Haematococcus pluvialis devido ao seu potencial de produgdo do
pigmento astaxantina, podendo acumular até 5% daestgosto em
termos de biomassa seca. Estudos relatam que igetenpo natural
apresenta uma atividade bioldgica mais potente emparacdo com
outros carotenoides, alavancando o interesse dwtim farmacéutica,
nutracéutica, cosmética e alimenticia. Por conttadecaracteristicas,
muitos estudos tém sido desenvolvidos justificaraloproducao
comercial desta microalga. Para o cultivo de migam os nutrientes
apresentem papel muito importante no crescimentproelucdo de
biomassa, sendo este componente um item fundameatal a
viabilidade econdmica dos cultivos comerciais. @spnte estudo teve
como objetivo determinar o efeito de trés diferenteeios de cultura
(OHM, BBM e COMBO) no crescimento da microalgaematococcus
pluvialis. Os parémetros de crescimento avaliados foramsidbzhe
celular, biomassa maxima alcancada e produtivid@deeio de cultura
que gerou a maior biomassa foi o BBM (0,57 g/lyusdo do OHM e
COMBO com (0,47 g/l) e (0,36 g/l), respectivamerf®rém, com
relacdo a produtividade, o emprego dos meios COMB@BM
apresentou 0s melhores resultados, com 0,046 )(@1/0,044 (g/l/d)
respectivamente, ndo havendo diferenca estatéstica eles.

Palavras-chave Microalga.Haematococcus pluvialis. Astaxantina.



ABSTRACT

The studies was conducted with microalgdaematococcus
pluvialis because of its potential to produce pigment asthignwvhich
may accumulate up to 5% of this compound in terfndrp biomass.
Studies report this natural pigment presents a rpotent biological
activity compared to other carotenoids, leverading interest of the
pharmaceutical, nutraceutical, cosmetic and foaldstries. Because of
these characteristics, many studies have been apmebl justifying
commercial production of this microalgae. For theltication of
microalgae the nutrients present very importare inlthe growth and
biomass production, which is a key component itemtlie economic
viability of commercial product. This study aimed tletermine the
effect of three different culture media (OHM, BBMd&COMBO) the
growth of the microalgaklaematococcus pluvialis. The parameters of
growth were: cell density, reached maximum bionaass productivity.
The culture medium had the largest biomass was BBMN7 g/l),
followed by OHM and with Combo (0.47 g /) (0.361y respectively.
However, with respect to productivity, employmerit @OMBO and
BBM media showed the best results, with 0.046 (¢d)land 0.044
(g/l/d) respectively, with no statistical differenbetween them.

Keywords: Microalgae Haematococcus pluvialis. Astaxanthin.
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1 INTRODUCAO

Muitos estudos tém sido realizados com a microblgematococcus
pluvialis devido ao seu potencial de producdo do pigmerntxastina. Esta
espécie pode acumular até 5% de astaxantina enogedm biomassa seca
(ZHANG et al., 2014).

Segundo Lorenz (1999), a primeira descricdo da aaiga
Haematococcus pluvialis foi conduzida por Flotow, em 1844 na Europa. No ano
de 1899, Hazen fez a primeira descricdo detalhalolsgervando que a espécie
apresentava alternancia de ciclo de vida, com w@sa fmovel, com coloragéo
verde e uma fase em repouso, com coloracdo avexd®l® autor chamou os
corpusculos vermelhos, até o momento de naturefaicpudesconhecida, de
hematocromos.H. pluvialis foi enquadrada na Classe Cloroficea, Ordem
Volvocales (FLOTOW, 1844 apud LORENZ, 1999).

Em termos de distribuicdo, esta alga é cosmopaiado encontrada
da Escandinavia & Veneza e, nos Estados Unidogedeont ao Texas e de
Massachusetts a Nebraska (HAZEN, 1844 apud LORHENEZ9). Esta alga é
normalmente encontrada em charcos, pocas, lagodsa@ngs rochosas,
geralmente de pequenas dimensdes, desde zonastdltapucos metros do
nivel do mar (ALMGREN, 1966 apud LORENZ, 1999). nGinlerando o fato
da microalgaH. pluvialis ser amplamente distribuida, as diferentes cepas —
isoladas dos diversos ambientes — podem apresgripriedades biologicas
diferentes, tais como: taxa de crescimento, praaldedbiomassa, espessura da
parede celular e producéo de astaxantina (NOROCa! 2012).

H. pluvialis tem quatro estégios, ou tipos de células, duranteislo
de vida, podendo ser classificados como: microzasoidflagelados,
macrozooides flagelados, células palmeloides insdwei hematocistos ou
aplanésporos, estes Ultimos s@o células grandaneelfs com uma parede
celular altamente resistente (ELIOT,1934 apud LOREN99) (Figura 1). A
reproducdo pode ser tanto sexuada quanto assexaEmi#y mais comum o
segundo tipo (LORENZ, 1999).

Figura 1: Células delaematococcus pluvialis em diferentes estagios: (a) forma livre
(macrozooide), (b) forma encistada (aplanéspongita de astaxantina.

)

Fonte: CYSEWSKI, TODD LORENZ, 2004.



A fase microzooide € similar a fase macrozooidehasrapresentam 2
flagelos que permite a locomocgéo, assim como, sep@ de delicadas pontes
citoplasmaticas que irradiam-se através do envejpipeproteico, dando, ao
microscopio, a impresséo de que este é divididéetias (BICUDO; BICUDO,
1970). No estagio palmeloide ocorre a perda daglis e é nesta fase que
ocorre a reproducdo, caso as condicdes estejamrafei® para seu
desenvolvimento, caso contrario, € iniciado o psscede encistamento da
microalga. A fase aplandsporos ou hematdcitos @ctaizada por um
enrijecimento da parede celular e acumulo de astimes ficando até seis vezes
maiores em comparacgdo com as fases vegetativa® {1934 apud LORENZ,
1999).

O estdgio de encistamento corresponde uma formalefiesa a
condi¢bes de estresse ambiental, tais como a Aovde nitrogénio e fésforo,
aumento da intensidade luminosa, aumento da temp&rpH, estresse pelo
incremento da salinidade ou adicdo de fontes deonar (KOBAYASHI et
al.,1992; KAKIZONO et al. 1992; FABREGAS et al.199®or outro lado, o
maior crescimento vegetativo ou ganho em densidadidar € geralmente
alcancado durante a fase de macrozooides flagel@bgALHEIRO et al.
1999).

Figura 2: Ciclo de vida da microalglmematococcus pluvialis.

Microzooide & Macrozooide

Aplanosporo .

Fonte: CYSEWSKI, TODD LORENZ, 2004. Modificada.

O pigmento astaxantina tanto pode ser obtido posiitética quanto
natural, entretanto, a produgao sintética supreammparte da demanda do
mercado mundial. O pigmento obtido por sintese maimem sendo utilizado
h& décadas no segmento da aquicultura, adiciona@dg& de peixes como
salméo e truta, no entanto, a tendéncia mundialgeisumo cada vez maior de
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produtos naturais e, as restricbes quanto ao usommponentes sintéticos nas
indUstrias alimenticias, tem estimulado a realiazadé@ mais pesquisas para
producgédo de astaxantina a partir de fontes nat(CH#sPARA et al., 2006).

O pigmento astaxantina, ilustrado na Figura 3 {&lBiidroxi3-p'—
caroteno—4-4'diona), tem coloragdo avermelhadadpdasdollvel, pertence ao
grupo dos carotenoides, e é sintetizado por umogreptrito de microalgas,
bactérias e fungos. Este composto pode ser endonteanbém na carne de
salmao, truta, krill e em algumas espécies de da@aaiNOROOZI et al, 2012;
GREEN et al, 2010).

Figura 3: Estrutura molecular da astaxantina.
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Fonte: FONTANA et al., 2000.

Estudos relatam que o pigmento natural possui uthadade
biolégica como antioxidante mais potente quando psvada a outros
carotenoides, alavancando o interesse das indsifnamacéutica, nutracéutica,
cosmética e alimenticia. A astaxantina provenieddefontes naturais tem
efeitos preventivos a doencas em humanos e aninmbjindo: cancer,
hipertensédo, diabetes, doencas de pele, cardideessle neurodegenerativas
(HAN et al. 2013; AMBATI et al.2014).

Essas caracteristicas justificam o potencial usoastaxantina em
alimentos, cosméticos, suplementos vitaminicos,icaatentos e na fabricagao
de racdo e aditivos alimentares para aves, peigassticeos. O mercado globa
para astaxantina tanto sintetica quanto naturabkmmentos para organismos
aquaticos, nutraceuticos, cosmeticos, alimenta=balhs foi estimado em 280 t,
estimados em US$ 447 milhdes em 2014, com uma géimjele em 2020
alcancar 670 t avaliada em US$ 1,1 bilhdo (RESEARKMD MARKETS,
2015).

O preco de venda é estimado entre US$ 2.000 - A$0® custo de
producdo é de cerca de US$ 1.000/kg (RESEARCH ANARKETS, 2015),
sendo que a maior parte destes valores de mers#io lEaseados na produgéo
de carotendides sintéticos. Embora a maior partendecado atual esteja
baseada em astaxantina sintética, a procura pdufm® naturais proporciona
uma excelente oportunidade para a producdo da aerdiaematococcus
pluvialis, que representa a maior fonte bioldgica deste gigoy e tem sido
cultivada em grande escala por varias empresag elas:BioReal (Suécia),



Algatechnologies (Israel) e Cyanotech, Mera Phaeutzals e Fuji Health
Science (Havai).

Conforme (OLAIZOLA, 2003) a producdo comercial d#aaantina a
partir da microalgaH. pluvialis € realizada em sua grande maioria pela
combinagdo de duas etapas. Na primeira etapa, @#e & obtengdo de
biomassa, as células vegetativas sdo produzidasreambiente fechado, com
controle de iluminacéo, pH, temperatura e nutrientéa segunda etapa, o
cultivo inteiro é transferido para outros tanquiestipo raceway ao ar livre, e 0s
parametros antes favoraveis para o crescimentoaago propositalmente
alterados (causando um estresse), tais como: fAdvage nutrientes,
principalmente de nitrogénio, aumento da tempegmatar da irradidncia
(intensidade luminosa) e/ou adicdo de cloreto desio meio de cultura. Apos
2-3 dias nestas condi¢gfes de estresse, as célgis miciam o processo de
alteracdo morfolégica. De 3-5 dias as algas aumerdgaporcentagem de
astaxantina acumulada - cerca de 1,5 até 3,0%od@absa seca - e assim estao
pontas para colheita (OLAIZOLA; HUNTLEY, 2003). Estempo pode ser
variavel dependendo da cepa (ou variedade) e dabgé@s ambientais para o
estresse.

Um sistema de cultivo continuo, para utilizaca@raalugdo comercial
do pigmento astaxantina, vem sendo estudado pgrupo espanhol. O cultivo
é realizado em um fotobiorreator com controle de tekhperatura, nutrientes e
irradiacdo; o processo de encistamento é feita fmiéacdo do nitrogénio
fazendo assim com que as células entrem na faseailamento (DEL RIO et
al., 2005).

Numa cultura de microalgas, para o crescimento afaulpcéo, séo
necessarios nutrientes. Estes compostos tém furaltéesente diversificadas,
sendo muito essenciais por serem constituinteatestis de biomoléculas, de
membranas e do meio intracelular, por participagenprocessos de trocas de
energia, por regularem atividades metabdlicas réenttras fungbes relevantes.
Os nutrientes sdo divididos em dois grupos pringipas macronutrientes
como, por exemplo, o carbono, nitrogénio, fosfotodrogénio, calcio,
magnésio, ferro, zinco e potassio; 0os micronutegntomo por exemplo, o
boro, manganés, molibdénio, zinco e cobre, alémmodas vitaminas também
desempenham um papel importante. (BOROWITZKA et $91).

O carbono é considerado o macronutriente mais ir@piar no cultivo,
uma vez que constitui ao redor de 50% de biomagemalgal, sendo que,
comumente o crescimento das microalgas encontrirsieado por este
composto (ABALDE et al., 1995; DERNER, 2006). Ostrodois
macronutrientes muito importantes sao o nitrog@&im fésforo. O nitrogénio
comple trés classes de substancias estruturaiseldi: cproteinas, acidos
nucleicos, pigmentos fotossintetizantes como cila®fe ficobilinas. J& o
fésforo esta associado a realizagdes de todosoosgmos que envolvem trocas
energéticas das células: ATP, acucares fosfatadogjos nucleicos e
fosfoenzimas (LORENZ, 2006).
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As vitaminas também sdo constituintes dos meiosulteira e tem
importdncia no desenvolvimento das algas, sendo mmcipais:
cianocobalamina (vitamina ;B), que segundo (CROFT el al. 2005 apud
LOURENGCO, 2006), atuaria como cofator de uma enziaasintese de
metionina; a tiamina € constituinte de enzima ergal em processos de
fermentacdo e respiracdo celular e a biotina (WtanH) que tem funcgéo
transportadora de GO

Reconhecidamente os meios de cultura precisam miopar uma
composicdo balanceada de nutrientes, que atendaeésssidades das
microalgas. Segundo Noroozi e colaboradores (20423 estudaram o
crescimento de diferentes cepas da microklgaluvialis em distintos meios de
cultura, o melhor desempenho na producéo de bi@nfassbtido utilizando o
meio COMBO em relagdo ao meio OHM, que por sualeeau a um melhor
desempenho do que o meio BBM.

O estudo realizado por Fabregas et al (2000) demoangue o cultivo
empregando o meio de cultura OHM alcangou uma dadsicelular trés vezes
maior em comparacdo com o meio BBM e seis vezesrmaando comparado
ao meio CHU.

Tocquin e colaboradores (2012), testaram difererdesentracfes de
nitrogénio e fésforo e observaram gtk pluvialis apresentou um melhor
desempenho na fase vegetativa com concentragés<leaadas de fésforo.

As pesquisas geradas compluvialis diferem em estratégias quanto a
otimizacdo da producdo de astaxantibem dos gargalos para a producéo
comercial desta microalgao fornecimento de um meio de cultura que conduza
a um melhor desempenho em relagdo a produgdo deassa. Por conta da
significativa importancia do meio de cultura, o genete trabalho teve como
objetivo a comparacdo entre diferentes meios deirausobre o crescimento
vegetativo da microalgtd. pluvialis.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar o efeito de diferentes meios de culh@grodutividade da
microalgaHaematococcus pluvialis.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar o efeito dos meios de cultura COMBO, OKMBBM no
crescimento da microalgaHaematococcus pluvialis, em termos da
Densidade Celular e da Biomassa.

Determinar o efeito dos meios de cultura COMBO, OlNMBBM na
produtividade em biomassa microalgaematococcus pluvialis.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Biolégico

O estudo foi realizado a partir da cepaHlepluvialis cedida pelo
Centro de Investigaciones Biol6gicas del NoroeStBOR). México.

3.2 Condig¢bes de Cultivo
O experimento foi conduzido no Laboratério de Gultde Algas

(LCA), do Departamento de Aquicultura, da Univeassid Federal de Santa
Catarina.

Para aclimatacdo das células, as culturas forantidaandurante 15
dias em cada meio de cultura (tratamentos), dedacoom Voltolina et al.
(1988).Apos este periodo, as culturas foram centrifugé2l&4.0 x g, 10 min),
a biomassa aderida ao fundo dos frascos foi lawata agua esterilizada
(autoclave) e resuspendida, homogeneizada e imzulaas unidades
experimentais, conforme o meio de cultura. A bisadsicial das culturas foi
de 0,133 (g/l).

O experimento foi conduzido em frascos de 5.00@ani volume (util
de 4.000 ml, sendo trés diferentes meios de cuttona quatro repeticées por
tratamento, totalizando 12 unidades experimenfgsunidades experimentais
foram mantidas em 24°C, iluminacao continua demel fétons nf s, com a
utilizacdo de lampadas fluorescentes tipo luz dodsi 36 W (temperatura de
cor de 6.400 K) posicionadas em um dos lados dascds de cultivo. As
culturas foram mantidas com agitacédo através doulitamento constante de ar
atmosférico (num fluxo de 1 | mih com suplementacédo de €(,5%).

Figura 4: Imagem das unidades experimentais.




Figura 5: Imagem do desenho experimental.

3.3 Meios de cultivo

Trés diferentes meios de cultura foram selecionagasa o
experimento: OHM (FABREGAS et al, 2000), COMBO (KIAM et al, 1998)
e BBM (BOLD, 1949). As composi¢coes dos meios detivaul estdo
apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1- Formulagdo dos meios de cultura BBM, O#®OMBO.

. BBM OHM COMBO
Formula (mgl) (mgl)  (mg )
H3BO3 14 11,42 24
EDTA-Na, 50 - 4,3
NaHCO; - - 12
Vit. H 0,0024 0,025 0,0005
B12 0,0013 0,15 0,00055
FeCeHs07.5H,0 - 2,62 .
CaCl,.2H,0 25 110,9 36
CoCl,.6H,0 - 0,011 0,012
FeCl;.6H,0 - - 1
NacCl 25 - -
MnCl,.4H,0 1,4 0,989 0,18
Se0, 0 0,005 0,0016
K,HPO, 75 - 8,7
Na,HPO, - 30 -
KH,PO,4 175 - -
KOH 31 - -
Na,Mo0,4.2H,0 0,039 0,12 0,022
Co(NO3),.6H,0 0,49 - -
KNO3 - 410 -
NaNO; 250 - 85
Cr,03 - 0,076 -
CuS0,.5H,0 1,57 0,012 -
MgS0,4.7H,0 75 246,5 37
MnS0,4.H20 - - 0,001
ZnS0,4.7H,0 8,8 - 0,022
B1 0,0168 17,5 -

Para o preparo dos diferentes meios de culturamfgoreviamente
estocadas solugdes de nutrientes concentradaadditt a vacuo em filtro GF-1
— 0,a1m) e mantidas sob refrigeracdo %4 Todos os reagentes utilizados
foram de grau analitico P.A. As solugfes estoqu@®so assim sdo chamadas,
foram manipuladas assepticamente para evitar aawdmicdo e o



desenvolvimento de micro-organismos como bactériasigos nas solugfes e
mesmo nos meios de cultura. Incialmente, as sodufd@ram preparadas com
agua filtrada, deionizada e esterilizada em auteck posteriormente, foram
adicionados os nutrientes respectivos a cada snl@smeios de cultura foram
preparados a partir de aliqguotas de volumes -cotbecifiltrados e
homogeneizados em cada solugéo.

3.4 Relagéo Nitrogénio/Fésforo

Tabela 2: Relacao nitrogénio e fosforo nos meiosutterra.

N P Relacdo N/P
Meio (mgll) (mgll) (Atémico)
COMBO 14,0 1,6 20/1
OHM 56,7 6,5 19/1
BBM 41,2 53,0 1,7/1

A razdo nitrogénio/fésforo € uma relacdo da quadid
(concentragdo), destes compostos no meio de cul@raneio de cultura
COMBO tem as menores concentragfes de nitrogériéisfero dentre os 3
meios analisados, com 14,0 mg/l de nitrogénio arigh de fosforo, ja o0 meio
de cultura OHM tem 56,7 mg/l de nitrogénio e 6,5Irdg fésforo sendo que o
BBM apresenta uma concentragdo de 41,1 mg/l e &8/ de nitrogénio e
fésforo respectivamente. Com relagdo a relacdoietbpodemos observar que
0 meio de cultura COMBO apresenta a maior relag®y Bendo de 20 vezes
mais nitrogénio do que fosforo, enquanto o meio Oidivi uma relacdo de 19/1
e o BBM de 1,7/1.

3.5 Parametros Avaliados

Para a avaliacdo do desempenho em relacdo ao ncessgidos
cultivos, foram retiradas aliquotas de 0,5 ml madeterminagdo da densidade
celular, sendo as células fixadas com uma gotagi®.|A densidade celular foi
estimada por contagens em duplicata, para cadadmiéxperimental, com
auxilio de microscépio optico e camaras de Neubaecontagem foi feita
anotando separadamente os diferentes estagiossdevdé/iimento das células
algais (microzooide, macrozooide, palmeloide e rajporo) a fim de
determinar qual fase foi favorecida diante das m@ed de cultivo
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estabelecidas. As células foram identificas comane® em fase vegetativa
(englobando os estagios microzooide, macrozooigmlmeloide) e fase de

encistamento (corresponde apenas a fase de aptaopspssa identificacdo

tem o intuito de reconhecer se as microalgas estafase de crescimento ou se
atingiram a fase de encistamento.

Para determinar a produtividade dos -cultivos foraoletadas
diariamente amostras de 30 ml das culturas. Peoéeta das amostras, a cultura
de cada unidade experimental foi vigorosamentadai{para homogeneizacéo)
e, com auxilio de uma seringa de 60 ml foram mtisaas amostras. As
amostras foram filtradas a vacuo, em filtro dedite vidro com porosidade de
0,8 um (GF-1). A biomassa retida nos filtros foi seca estufa (50°C) até
atingir peso constante (24 h), segundo Arredondbotiolina (2007). A
produtividade, em g'ldia, foi calculada a partir dos dados de massa fieal e
do tempo de cultivo no qual cada unidade experiaheappresentou a maior
biomassa.

Figura 6 - amostras para analises diarias.

O meio de cultura resultante do processo de fidapara a
determinacdo da biomassa (amostras de 30 ml fiirach filtro GF-1 — 0,8m
de porosidade) foi empregado para a andlise doemes, sendo mantidas em
frascos estéreis para a aplicacdo das metodololigsito (N-NO;, mg ')
(APHA, 2005) e Ortofosfato (P-ROmg I') (AMINOT; CHAUSSEPIED, 1983
in BAUMGARTEN et al., 1996).

O pH e temperatura foram monitorados diariamenta perificar se
as condigdes ideais de crescimento estavam mansttasés do aparelho pH
100 EcoSense, YSI.



As andlises estatisticas foram realizadas com iausdd Software
STATISTICA 11. Os resultados foram submetidos alismade variancia
(ANOVA, 0<0,05). Quando detectadas diferencas significafioeaplicado o
Teste de TukeyK0,05), para comparacéo entre as médias dos tratasne
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4 RESULTADOS

4.1 Consumo de Nitrato

As concentracdes iniciais medidas de nitrato fod@n165,15 mg/l no
meio OHM, 107,42 mg/l no meio BBM com e 43,35 nmgylmeio COMBO. Na
Figura 7 pode-se observar que o nitrato do meio BOMoi consumido
integralmente no dia 4do cultivo. Ja os nutrientes meio BBM foram
totalmente consumidos em dez dias, e no caso do dwiOHM, nao foi
observado o consumo total do nitrogénio até o t@wrdb experimento, ficando
ainda com um residual de 71,4 mg/l no dia 13 dbwveul

Figura 7 — Consumo de Nitrato (N-N)Ohos meios de cultura.
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4.2 Consumo de Fosfato

Uma vez que as concentragdes iniciais medidas fdeu®0 mg/l no
meio BBM, 4,6 mg/l e 1,6 mg/l nos meios OHM e COMBEspectivamente, é
possivel observar na Figura 8 que o meio COMBOsfafo foi inteiramente
consumido até o quarto dia. Ja o meio OHM foi mtaiente consumido até o
dia 7, enquanto o meio de cultura BBM ainda aptaesenum residual de 50,4
mg/l de fosfato até o término do experimento.



Figura 8 — Consumo de Fosfato (P,@os meios de cultura.
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4.3 Densidade Celular

Para analisar/identificar as fases de crescimeatbl.dpluvialis, foi
necessario fazer a contagem das células separaddoestagio, considerando
0s estagios microzooide, macrozooide e palmelo@aocsendo da fase de
crescimento vegetativo. E o estagio aplanésporcatenfase de encistamento.
Conforme pode ser visualizado na Figura 9, nestadi¢cdes foi observado que
o final da fase vegetativa, que que foi objetivetdeexperimento, ocorreu no
meio de cultura OHM até o dia 10 do cultivo, egitido a densidade celular de
43,9 x 106 cel mI', seguido pelo meio de cultura BBM que também apoot
final da fase vegetativa no dia 10 de cultivo camawlensidade de 20,6 x*10
cel mI*, enquanto o meio COMBO apontou o final de faseetatiya no dia 5
de cultivo, com densidade de 12,15 % a6l mI*.
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Figura 9 — Curva de crescimento ldepluvialis em termos da Densidade
celular (pontos verdes representam a fase vegatgiontos
vermelhos o fim da fase vegetativa).
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4.3.1 Densidade celular do meio COMBO

O emprego do meio de cultura COMBO levou a uma mdapsidade
celular, assim como o tempo de cultivo também ritérior aos outros meios,
uma vez que a cultura entrou em fase estacionérig’mdia de cultivo, que
ocorreu provavelmente por conta da falta de nittmgé de fésforo no meio,
que foram consumidos por inteiro ja no 4° dia d#ivau Pelo fato destes
nutrientes terem uma grande importancia sobreszicnento das microalgas, e
uma vez que nao estavam disponiveis no meio deraukis condi¢des ja ndo
eram favoraveis para seu crescimento das célulasoamais, iniciando o
processo de encistamento. Como mostrado na Fi@uapbs o 5 dia de cultivo
(fase vegetativa) ocorre uma reducdo na densidddiaic e em contrapartida a
fase encistada comeca a parecer, chegando no tando experimento com
uma densidade de 2,2 x*i&| mI* encistadas.



Figura 10 -Curva de crescimento d¢ pluvialis em densidade celular do meio
COMBO.
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4.3.2 Densidade celular do meio OHM

O emprego do meio OHM gerou densidade celular supaquela do
meio COMBO e idéntica aquela obtida com o meio BB®hdo o dia 10 o final
do crescimento da fase vegetativa. Uma hip6tesa nae este fato tenha
acontecido pode ser por conta do fésforo ter acabadlia 8. Na Figura 11 fica
claro que a fase encistada teve inicio apenasmd@ha, que correspondeu com
a falta de fésforo no meio de cultura. A densidiénla da fase encistada foi de
5,5 (1d cel mIY.

Figura 11 -Curva de crescimento d¢ pluvialis em densidade celular
do meio OHM.
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4.3.3 Densidade celular do meio BBM

No meio BBM, que assim como o OHM levou a um terdpaultura
mais longo, teve o inicio da fase de encistamentdlia 9, sendo o final do
crescimento da fase vegetativa no dia 10. Esteedife dos outros meio néo
ocorreu 0 consumo total do fésforo até o términcegperimento no dia 14,
sendo este um fator que permitiu um maior cresdioneh densidade celular
final da fase encistada foi 6e8 (10" cel mI* no dia 14.

Figura 12 -Curva de crescimento di& pluvialis em densidade celular
do meio BBM.
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4.4.1 Densidade celular no estagio de vida - COMBO

Foi feita a contagem celular diferenciando os 4gies do ciclo de
vida da microalga. pluvialis com o objetivo de determinar a representacao de
cada estagio de vida ao longo do cultivo, para, fessam construidos gréficos
com frequéncia relativa, levando em conta a poag@mh de cada tipo de célula
no dia apresentado. Nos trés primeiros dias do rdeicultura COMBO o
estagio predominante foi palmeloide, isso se devéato do in6culo para o
inicio do cultivo ter uma quantidade considerdwetdlulas neste estagio. Apés
o dia 3 de cultivo pode se observar um grande atotm nimero de células
macrozooide, assim ocorrendo uma reducéo das s¢halaneloides. No 5 de
cultivo ocorreu o inicio da fase de encistamenfmrecendo assim células
aplan6sporo. Como a partir dessa data as céluj@ss antes macrozooides,
agora se transformam e palmeloides, para posterigamvirarem células
aplandsporos, ocorrendo assim uma grande reducanumero de células
macrozooides nos dias finais de cultivo.



Figural3 —Frequéncia relativa dd. pluvialis em distribuicao celular
do meio COMBO, separado pelos estagios de vidardMic
Microzooide, Macro — Macrozooide, Palm — Palmeloéde
Aplanésporo.
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4.4.2 Densidade celular no estagio de vida — OHM

Apés o terceiro dia da fase de aclimatacdo é pelsehservar uma
grande redugdo das células palmeloides, ocorremdaumento significativo de
células microzooide e macrozooide. No dia 7 adalalmeloides comegaram
a aparecer com maior evidéncia, e entdo no diacdktigo ocorreu o inicio da
transformacdo das células palmeloides em célultenégporo, sendo mais
evidente nos dias subsequentes. Ap6s o dia 10excartredugdo das células
micro e macrozooides.
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Figural4 —Frequéncia relativa dd. pluvialis em distribuicao celular
do meio OHM, separado pelos estagios de vida: Micro
Microzooide, Macro — Macrozooide, Palm — Palmeloéde
Aplanésporo.
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4.4.3 Densidade celular no estagio de vida — BBM

Assim como nos outros meios de cultura, as migesalevaram cerca
de trés dias para se aclimatar ao meio de cultocerecar a crescer. No dia 4 é
possivel observar (Figura 15) um crescimento dadasémacrozooides, com
uma significativa diminuicdo das células palmelside no sexto dia € possivel
observar o crescimento das células microzooidegjosque, ja no sétimo dia
ocorreu 0 aparecimento de algumas células aplara@sda@ando mais evidente
no dia 10. Foi também no dia 10 que as células om&rmacrozooide
comecgaram a reduzir e dar lugar a células palnmeleidplanésporo de forma
mais acentuada.



Figura 15 -Frequéncia relativa dd. pluvialis em distribuicdo celular do meio
BBM, separado pelos estagios de vida: MickMicrozooide, Macro
— Macrozooide, Palm — Palmeloide e Aplanésporo.
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4.5 Biomassa

Uma vez que o objetivo deste estudo foi comparaefeito dos
diferentes meios de cultura e determinar o crestionala microalgaH.
pluvialis na fase vegetativa, foi levada em conta apenameebsa referente aos
dias nos quais a cultura ainda se encontrava fesstatendo em vista que até o
final do experimento a biomassa das culturas rnidgiato ponto maximo. Isso
ocorreu por que quandd. pluvialis passa da fase vegetativa para fase de
encistamento as células aplandsporos sao muito pea@das que as células
micro, macro e palmeloide, acontecendo assim uneatoyda biomassa.

Conforme mostrado na Figura 16, o meio de cultueaprrespondeu
a maior biomassa na fase vegetativa foi o0 BBM, &&Y g/l no dia 10 do
cultivo, seguido pelo meio OHM com 0,47 g/l, tambéondia 10, sendo o0 meio

COMBO aquele com o pior resultado de biomassa s&\agetativa, com 0,36
g/l no dia 5 de cultivo.
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Figura 16 — Curva de crescimento em termos da lisma OHM, A
COMBO, o BBM.
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4.5.1 Tabela de Produtividade

Segundo os dados apresentados na Tabela 3, o maioltdra que
levou & maxima densidade celular no menor tempouttzvo foi o COMBO,
com 12,2 x 1bcel mI* no dia 5 de cultivo. Os meios BBM e OHM permitiram
alcancar a densidade maxima da fase vegetativaanbOdcom, 20,7 X0’ cel
mi* e 43,9 x 16cel mI', respectivamente. Com relacdo a densidade celular,
todos os meios foram estatisticamente diferentes p&0,05, sendo o OHM
com melhor desempenho seguido do BBM e, com a nu#rmsidade celular o
meio COMBO. Um estudo conduzido por FABREGAS e28100), testando o
meio de cultura OHM e BBM obteve resultados demgdzelular bem superior
com o meio de cultura OHM em comparacdo ao BBMultado bastante
parecido com o presente estudo. Apesar do nuneggldlas no meio OHM
ser muito maior do que do BBM e do COMBO, esse artamento do meio
OHM néo se reflete em biomassa, sendo a maior lssenalcancada, de 0,57
g/l, com o meio BBM, seguida dos meios OHM e COMBGmM 0,47 g/l e 0,36
g/l, respectivamente. O fato do meio de cultura Okéivl alcangcado maior
densidade celular do que o meio BBM - porém aptasetesempenho inferior
com relagdo a biomassa final - se deve ao fataélatas do meio OHM terem
apresentado menor volume celular do que aquelasidmBBM, assim também
como a presenga de mais células no estagio middezeom meio OHM com
relacdo ao BBM.

Em relagdo a produtividade, os meios COMBO e BBbI méstraram
diferencas significativas, tendo atingido os medsamesultados com 0,046 g/l/d
e 0,044 g/l/d respectivamente. O meio com o pisedgenho foi o OHM com



0,037 g/l/d. Um estudo feito por Noroozi et al (2pXestando meios de cultura
BBM, OHM, COMBO e Mixotréfico, conseguiu resultadds produtividade
superior para 0 meio de cultura COMBO em relaca®ldl e BBM, perdendo
apenas para 0 meio que continha acetado (mixa)ofic

A andlise estatistica mostrou que os meios dareutOMBO e BBM
tiverem o mesmo desempenho, porém esses dois medsaram
comportamentos diferentes, sendo o COMBO um merefcimento rapido e
tempo de cultivo de cinco dias contra dez dias dmBBM.

Porém pode-se levar em conta que houve consunatsautrientes
nitrogénio e fésforo no meio de cultura COMBO, gel@ assim um cultivo
mais eficiente se comparado ao meio BBM, que atfmino do experimento
(dia 10) apresentava 1,67 mg/l de nitrogénio e 5Bgll de fosforo, sendo
assim, considerado como um excesso de nutrientasegaa microalga nessas
condicdes de cultivo.

Isso ocorre pelo fato do meio BBM ter concentracidsiais de
nitrogénio e fosforo de 41,16 mg/l de nitrogéni®301 mg/l de fésforo, sendo
estas muito superiores, as concentragdes de miimgé 14 mg/l e de fosforo
de 1,55 mg/l do meio COMBO.

Tabela 3 — Densidade celular méxima (DCM), tempocdigvo (TC),
biomassa final e produtividade.

Biomassa Produtividade
DCM TC
Meio (g (9/l/d)
COMBO 12,15+1,62 0,36 +0,02 5* 0,046 + 0,002
OHM 43,93 + 0,85 0,47 +0,0f 10° 0,037 + 0,001

BBM 20,65+ 1,94 0,57 + 0,08 10° 0,044 + 0,001
ANOVA e Teste de Tukey, p<0,05).

Segundo a razdo de Redfield (REDFIELD, 1958), acéel de
nutrientes na biomassa de plancton é 106C: 16Neridqjanto o meio de
cultura COMBO apresenta relagdo N: P de 20:1 camraelacddem baixa do
meio BBM 1,7:1Parece que, apesar do meio BMM nao ter uma razdo N/
adequada conforme a raz&o de Redfield, isto ndiouageprodutividade desta
microalga.

A partir dos dados de produtividade foi possivekfaalguns calculos
considerando a producao de 1,0 kg de biomassa gamute os trés meios de
cultura. Para obtencdo de 1,0 kg de biomassa sedd g@luvialis, seriam
necessarios 21.739 | de cultura para o meio COMBL)27 | para 0 meio
OHM e 22.727 | para o0 meio BBM. Se calcular a quiade necessaria de
nitrogénio e fésforo que cada meio de cultura asagriam necessarios 304,3 g
e 33,7 g de nitrogénio e fésforo respectivamenta p@eio o meio COMBO,
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1532,4 g e 175,7 g para o meio OHM e 936,49 e 52@4para o meio BBM de
nitrogénio e fosforo respectivamente. O meio deucalCOMBO usaria 5 vezes
menos nitrogénio que o meio OHM e 3 vezes meno®@&BM, em questéo de
fésforo o meio COMBO usaria 5 vezes que o OHM ev@fes menos que o
BBM.



5 CONCLUSAO

No cultivo de Haematococcus pluvialis o emprego meio OHM
permitiu alcancar a maior densidade celular (43,91k cel ml') em
comparagao os demais meios de cultura avaliados.

O emprego do meio BBM permitiu alcancar a maiomzssa final
(0,57 g/l). Em termos de produtividade, o empreg® mheios BBM e COMBO
originou os melhores resultados, com 0,046 g/ldcDd4 g/l/d, respectivamente,
nao tendo diferenca estatistica entre eles.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Com os dados obtidos neste experimento pode comglei 0s meios
COMBO e BBM obtiveram os melhores desempenhos,csendeio de cultura
COMBO mais balanceado com relagdo ao nitrogénio fsforo, porem para
que se tenham uma melhor clareza sobre qual meio uma melhor
desempenho, seria necessario um estudo aprofuddadiomassa final - fazer
um experimento com 0s respectivos meios de cudtigralcancar a fase final de
encistamento, onde as culturas microalgais se #&aconcom a maioria das
células na fase aplandsporo, para assim analisatbésmassa com o intuito de
determinar qual meio de cultura produz a maior entracdo de astaxantina.
Fazendo assim uma relagdo com a produc¢édo de biarsasa e a concentragdo
de astaxantina, para obter os dados de produtwidadastaxantina de cada
meio analisado. Uma vez que estudos realizadosNpooozi et al (2012)
mostraram que o meio de cultura COMBO obteve rada#t superiores tanto na
produtividade quanto na contracéo final de astéxargm comparacdo com 0s
meio OHM e BBM e mixotréfico.

Um dos estudos necessarios seria, para um meltemrdémento deste
experimento, seria fazer a anélise econdmica ddasshr@e cultura, para assim
poder determinar qual o real custo de producaciengsoder afirmar qual dos
meios de cultura testados leva ao melhor desempenho
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