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RESUMO

A cianobactéria Arthrospira platensis (A. platensis) € uma fonte rica em aminoacidos essenciais,
possui alta concentracdo de vitaminas e pode ser utilizada como matéria-prima de fontes
energéticas tal como biocombustiveis. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi analisar a
viabilidade técnica e o levantar os custos de diferentes meios para o cultivo da microalga A.
platensis. Para tanto, utilizou-se cepa de A. platensis, cedida pela Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). O cultivo foi realizado em 9 dias de processo, temperatura de £ 30°C, em shaker,
adaptado com iluminacdo artificial, com concentragdo inicial de 50 mg.L? no laboratério de
bioprocessos, junto ao Programa de Mestrado Profissional da Universidade Federal do Tridngulo
Mineiro (UFTM). Foram utilizados trés meios: T1 - meio padrdo para o cultivo (PAOLETTI et
al., 1975), T2 - meio modificado para o cultivo (PAOLETTI et al., 1975) sem microelementos e
T3 - meio alternativo substituindo alguns elementos. Foram analisados o crescimento, a
concentracdo maxima (Xmax), a produtividade (Px), a velocidade especifica maxima (Umax) €
levantou-se o custo inicial de investimento para a producdo de 1 kg de biomassa pelos trés
tratamentos propostos. Os resultados foram analisados estatisticamente pela analise de variancia,
com teste Tukey (p<0,05). Os crescimentos nos trés meios se apresentaram fases caracteristicas
de um processo microbiano. O Xmax variou entre 373,29 + 100,62 mg.L™ e 436,17 + 107,48 mg.L"
! ndo apresentando diferenca estatistica entre os tratamentos. A Px variou entre 40,39 + 12,57
mg. L1.d? e 48,22 + 13,43 mg. L1.d?, também n&o apresentando diferenca estatistica entre os
tratamentos. pmax Variou entre 0,2662 d* e 0,3074 d?, também ndo apresentando diferenca
estatistica entre os tratamentos. O custo inicial para a producdo de 1kg de biomassa em T1 foi de
R$3.117,84, o custo em T2 foi de R$ 2.667,04 representando um custo 14,46% menor que o valor
de T1, o custo em T3 foi de R$ 1.628,85, sendo 0 menor entre os trés tratamentos analisados,
representando um custo aproximadamente 47,76% menor que o T1 e 38,93% menor que 0 T2. De
acordo com as condi¢des experimentais em que foi realizado esta dissertacdo, pode-se concluir
que o crescimento da microalga apresentou uma boa viabilidade técnica pois seguiu a normalidade
de crescimento microbiano ndo apresentando diferenca entre os tratamentos. Os parametros
cinéticos e de produtividade foram satisfatérios ndo apresentando diferenga entre os tratamentos
e que 0 menor custo inicial de investimento foi do T3, tornando-se portanto o tratamento indicado

para uso.

Palavras — Chave: Arthrospira platensis; Meio de cultivo; Viabilidade técnica; Custo inicial de

investimentos.



ABSTRACT

The cyanobacteria Arthrospira platensis (A. platensis) is a rich source of essential amino acids,
has a high concentration of vitamins and can be used as a feedstock for energy sources such as
biofuels. In this sense, the aim of this study was to analyze the technical viability and raise the
costs of different means for the cultivation of microalgae A. platensis. Therefore, we used strain
of A. platensis, courtesy of the Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Cultures were
grown in 9-day process, = 30 ° C temperature in shaker, fitted with artificial light, with initial
concentration of 50 mg.L? in the bioprocess laboratory of Federal University of Triangulo
Mineiro (UFTM). Three means were used: T1 - middle standard for cultivation (PAOLETTI et
al., 1975), T2 - modified medium for cultivation without trace (PAOLETTI et al., 1975) and T3
- alternative mean replacing some elements. Growth were analyzed, the maximum concentration
(Xmax), Productivity (Px), the maximum specific rate (umax) and rose the cost of production of 1
kg of biomass by the three proposed treatments. The results were statistically analyzed by analysis
of variance with Tukey test (p <0.05). The growth media of the three treatments presented a
microbial process with characteristic phases. Xmax ranged from 373.29 + 100.62 mg.L™? and
436.17 + 107.48 mg.L?, with no significant difference between treatments. The Px ranged from
40.39 + 12.57 mg.L.d? and 48.22 + 13.43 mg.L™.d"%, and showed also no significant difference
between treatments. The pmax ranged from 0,2662 d* and 0,3074 d* and showed also no
significant difference between treatments. The initial investment cost of T1 was R$ 3,117.84, the
initial cost of investment in T2 was R$ 2,667.04 represents a cost 14.46% less than the value of
T1. The cost in T3 was R$ 1.628,85, the lowest among the three treatments analyzed, representing
a cost about 47,76% less than the T1 and 38,93% lower than T2. According to the experimental
conditions under which this thesis was researched, it can be concluded that the growth of
microalgae showed good technical feasibility for microbial growth followed normality, showing
no difference between the treatments. The kinetic parameters and productivity were satisfactory
showing no difference between the treatments and the lower initial investment cost was T3,

becoming therefore the treatment for use.

Key - Words: Arthrospira platensis; Culture medium; Technical viability; Cost of investiments.
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1 INTRODUCAO

O Brasil tem grande potencial para o uso de suas fontes de &gua. Isto esta relacionado a
sua extensdo costeira de mais de oito mil Km, a sua zona econémica exclusiva (ZEE) de 3,5
milhGes de km2 e a sua dimensao territorial que dispde de, aproximadamente, 13% da dgua doce
renovavel do planeta (ROCHA et al., 2013). Neste sentido, é preciso pensar em alternativas
para 0 uso e ocupacdo deste potencial objetivando aumentar a producdo, através de atividades

que chamamos de aquicultura.

Atualmente, por definicdo a aquicultura é considerada uma atividade agroindustrial
multidisciplinar, referente ao cultivo de diversos organismos aquaticos, incluidos neste
contexto plantas aquaticas, moluscos, crustaceos e peixes e uma que vem ganhando destaque €
o cultivo de algas (OLIVEIRA, 2009).

Algas sdo organismos simples que em sua maioria sdo aquaticas (OZKURT, 2009;
DERMIBAS, 2010). Ao longo da sua evolugdo, as algas se tornaram um grupo muito
diversificado de organismos fotossintéticos, sendo classificados em dois tipos principais:
microalgas e macroalgas (FRANCESCHINI et al., 2010).

E bem conhecido por varias décadas que diferentes espécies de algas podem produzir
diferentes tipos de produtos (TOPARE et al., 2012). O interesse em cultivar algas vem do valor

que existe nos produtos extraidos delas, conferindo-as um alto valor comercial.

Para a alimentacdo humana, as algas representam uma das mais promissoras fontes de
compostos com atividades bioldgicas que podem ser usadas como ingredientes funcionais
(MARCO et al., 2014). O seu uso €é estimulado para aumentar o valor nutricional de alimentos
por serem fontes de pigmentos, gordura insaturada, vitaminas, esterOis dentre outros
(BATISTA, 2012).

Algas tem recebido consideravel interesse como potencial matéria-prima para a producao
de biocombustiveis, atendendo assim, a um apelo mercadoldgico pela diminuicdo da emissédo
de gases poluentes e pelo uso de fontes energéticas renovaveis. A grande vantagem para isso €
que elas se adaptam facilmente as condi¢cGes ambientais de cultivo, alta eficiéncia fotossintética
e ndo sdo competidores em areas produtoras de alimentos (ZHU et al., 2014). Além disso, elas
podem produzir grandes quantidades de polissacarideos (agucar) e triglicerideos (6leo), que sdo
materiais para a producdo de bioetanol e biodiesel (SLADE; BAUEN, 2013).
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Na producdo nacional de algas, empresas que comecgaram a produzir biocompostos de
algas afirmam que a falta de investimentos em tecnologia para a producdo e de preco
competitivo acabam impedindo o avanco de projetos de produgdo em larga escala (BARROS,
2013).

Proposicdes devem ser feitas na tentativa de abaixar o custo de producéo e viabilizar
sua producdo. Novos fotobiorreatores, novos meios de cultivo e o uso de meios de cultivo
provenientes de residuos devem ser estimulados para este fim. E preciso atentar para o custo de
producdo que através de uma analise detalhada pode ofertar informacéo sobre qual componente

estd impactando mais.

Raoof et al. (2006) destacam que o meio de cultivo constitui parte significativa dos
custos de producao, ressaltando a viabilidade econémica da implantacdo de meios de cultura
com a utilizacéo de fertilizantes comerciais. Varios estudos demonstram o potencial de meios

alternativos em produzir biomassa de A. platensis com eficiéncia similar a dos meios sintéticos.

Neste sentido este projeto tem por objetivo propor um meio de cultivo alternativo
baseado no meio Paoletti (1975), almejando o cultivo da A. platensis, analisando o custo para
a producdo de 1 Kg de biomassa, contribuindo assim, com o desenvolvimento econémico e

tecnoldgico de sua producdo e comercializagdo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a viabilidade técnica e o levantamento dos custos para a producéo de 1 kg de biomassa

para os trés diferentes meios para o cultivo da microalga Arthrospira platensis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sdo objetivos especificos deste trabalho:

e Analisar o cultivo de A. platensis em trés meios de cultivo: meio Paoletti, meio Paoletti sem
microelementos e meio alternativo;

e Auvaliar a velocidade especifica de crescimento e produtividade deste cultivo diante das
condicOes propostas;

e Levantar e comparar 0s custos inicial de investimento dos meios utilizados para este cultivo;
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3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

Para melhor compreensdo do estudo, esse item aborda o levantamento tedrico dos

topicos analisados.

3.1 ALGAS

O termo alga é rotineiramente usado para indicar uma gama variada de organismos, que
podem crescer com o uso de O envolvidos, microrganismos fotossintéticos e com variadas
cores relacionadas com o tipo de pigmento (BARSANTI; GUALTIERRI, 2014).

A habilidade de sobreviver sob diferentes condi¢des e resistir a condi¢cdes extremas
fisico-quimicas fizeram as algas as pioneiras na colonizacdo de novos ambientes (RAJFUR et
al., 2012).

Em condic¢es favoraveis as algas crescem com muita rapidez e podem acumular acima
de 50% de lipideos em peso. Existem milhares de espécies de algas na natureza — de algas
microscopicas chamadas de microalgas até algas macroscopicas chamadas de macroalgas. As
espécies de algas conhecidas no mundo incluem por volta de 55.000 espécies que vivem em
ambiente marinho, salobro, &gua doce e espécies de algas terrestres. Esta lista € constantemente
atualizada com novas espécies (KOREIVIENE; KASPEROVICIENTE, 2011).

Ambas macro e microalgas tem sido utilizadas como fonte de alimentos para uma
grande variedade de espécies, focada principalmente nas espécies invertebradas
(DANTAGNAN et al., 2009).

O uso de algas como alimento e remédio é profundamente enraizado na historia humana.
No Egito antigo e ainda hoje, fazendeiros costumavam coletar algas que flutuavam na
superficie dos lagos para alimentar passaros e outros animais (AMARA; STEINBUCHEL,
2013).

3.1 MICROALGAS

O cultivo de microalgas é um ramo da moderna biotecnologia, embora haja registros de
seu cultivo ja em 1890. A producgdo comercial iniciou-se na década de 1960, no Japdo, com a

microalga Chlorella. Desde ent&o, a industria biotecnologica de microalgas tem se expandido
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e diversificado significativamente (BOROWITZA, 1999).

As microalgas sdo organismos autotréficos que se desenvolvem a partir do processo de
fotossintese, assim como plantas. Fotossintese € reconhecido como um meio natural de
sequestro de CO; e as microalgas aquéticas sdo 0s mais velozes organismos fotossintéticos que
podem fixar carbono em um indice moderado comparado com plantas terrestres. Microalgas
também tem a capacidade de utilizar CO: livre, ions carbonato e bicarbonato como substratos
de crescimento (MARTIS et al., 2013).

Sob esta denominacdo incluem-se organismos com dois tipos de estrutura celular: os
procariéticos, com representantes na divisdo Cyanophyta (cianobactérias) e os eucarioticos,
com representantes das divisbes Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta
(Prymnesiophyta), Heterokontophyta (Bacillariophyceae, Chrysophyceae e Xantophyceae),
Cryptophyta e Dinophyta (OLAIZOLA, 2003; PULZ; GROSS, 2004; DERNER et al., 2006).

Elas s&o consideradas como tendo alta eficiéncia energética, crescem rapidamente com
necessidades nutricionais baixas e, portanto, sdo superiores para a producdo de biomassa em
comparagdo com as plantas terrestres (COSTA; MORAES, 2011; MARKOQOU, 2012).

Esses microrganismos apresentam requisitos simples para seu desenvolvimento (luz,
acucares, CO2, N, P, K), podem crescer em diversos habitats e em temperaturas extremas com
diversas variagdes no pH (BRENAN; OWENDE, 2010; SOUZA et al., 2012). O
armazenamento quimico de energia é principalmente carboidratos, proteinas e lipideos. A
composicao da biomassa algal é afetada fortemente pelo ambiente e os fatores de cultivo e
estes sdo possiveis de serem manipulados (LI et al., 2008).

A composicdo dos seus pigmentos e a sua quantidade pré-determinam a cor das células.
A divisdo-celular — processo sobre o qual a célula divide em duas ou mais células filhas — é um
importante ciclo celular de uma alga multicelular ou uma alga monocelular (RASLAVICIUS
etal., 2014).

O interesse pelo uso de microalgas surge, em uma primeira instancia como uma fonte
proteica ndo convencional, tanto para a alimentacdo humana quanto como racdo animal. A
espécie Arthrospira platensis da familia Oscillatoriaceae compreende o grupo de cianobactéria
filamentosa multicelular (microalgas verde-azuladas), formada por células cilindricas
arranjadas em tricomas helicoidais (XU et al., 2010; HARUN et al., 2010).

A vantagem principal para o uso de microalgas para a producdo de biocombustiveis
(comparado com bicombustiveis de primeira e segunda geracao) séo que ndo contribuem para
a diminuigdo de florestas ou excessivo consumo de &gua e ndo competem com terras que

possam ser usadas para a producdo de alimentos (COSTA; MORAIS, 2011). As microalgas
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apresentam maior eficiéncia em produtividade lipidica (algumas espécies podendo alcancar até
80% do peso seco em Oleo), em comparacdo as plantas oleaginosas, reproduzem-se
rapidamente e, requerem menor area de cultivo, requerem menos agua, podem ser cultivadas
em agua nao potavel, aléem de serem CO> neutras e sequestrarem CO> pré-existente (SINGH;
GU, 2010).

Neste sentido, o cultivo de microalgas para a producéo de biodiesel mostra-se vantajoso
em varias perspectivas, tais como, o rapido crescimento desses microrganismos que, devido a
caracteristica de microscopia, ndo implica em grandes extensdes para sua cultura; o intenso
consumo de CO»; e a composicao celular ricamente oleaginosa. Além disso, vale salientar que
este modelo de cultivo ndo gera efeitos sobre a industria alimenticia, pois ndo suscita
concorréncia pelos terrenos cultivaveis (MEDEIROS et al., 2013).

Podem ser observados o0 uso da biomassa para a producéo de: (1) biossintese de etanol
e hidrogénio por fermentacdo usando algas, (2) biossintese de carboidrato (produzindo
bioetanol e biobutanol via acetona-butanol e fermentagcdo de etanol), hidrocarbonetos (que
podem ser levados para a producdo de diesel, querosene, dentre outros) e a propria producéo
de triacilglicerideos para a producéo de biodiesel (RASLAVICIUS et al., 2014).

Dentre as varias técnicas utilizadas, é preciso atentar-se as formas de separacdo de
biocompostos, uma vez que este é um gargalo da producdo de algas.

3.1.1 Separacdo de biocompostos em microalgas

Na producéo de biomassa das microalgas, a etapa de separa¢do das mesmas € considerada
mais dificil e cara em comparacao aos cultivos de plantas oleaginosas. A extracdo de lipideos
a partir da biomassa algal apresenta desafios que ndo foram encontrados anteriormente com 0s
grdos oleaginosos (HU et al., 2008). No caso das microalgas, ndo sdo bem compreendidas as
relacfes entre a extracdo dos lipideos, a associacdo desses com estruturas celulares e o
rompimento das mesmas. A maioria dos métodos de extracdo atual esta enfrentando desafios
com os altos custos associados com a remocao de agua e as dificuldades de romper as estruturas

celulares para tornar os lipideos suficientemente acessiveis (CHEN et al., 2009).

A maioria das analises econémicas publicadas extrapola os procedimentos de extragéo de
0leo de sementes para biomassa algal. Sementes requerem muito menos pré-tratamento ou
processamento e os Oleos (principalmente triglicerideos) sdo extraidos por prensagem da

semente ou usando um solvente apolar para extrair os triglicerideos. Devido a grandes
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diferengas entre as propriedades da biomassa de algas e de sementes e na composi¢ao dos 6leos,
procedimentos especificos deverdo ser desenvolvidos, aplicados e custeados para um processo
de producéo de algas (WILLIAMS; LAURENS, 2010).

Véarios métodos podem ser usados para romper as células antes ou durante a extracao,
dependendo da célula das microalgas e da natureza do produto a ser obtido. Entre estes métodos
citam-se: acdo mecanica (homogeneizacéo, trituracdo, ultrassom (sonicagdo), micro-ondas,
autoclave e atomizacdo), quimica (solventes organicos, choque osmético, &cido e alcalino) e
enzimaética (reagdes enzimaticas) (DUSTAN et al., 1992; LEE; YOON; OH, 1998; CHEN et
al., 2009; MATA; MARTINS; CAETANO, 2010). No entanto, 0 método mais eficiente para
microalgas ainda ndo foi bem definido (LEE et al., 2010). As extra¢des assistidas por ultrassom
e por microondas sdo reconhecidas como técnicas eficientes de extragdo, pois reduzem
drasticamente o tempo de realizagdo desta, aumentando o rendimento e, muitas vezes, a
qualidade do extrato (CRAVOTTO; CINTAS, 2007).

Lee et al. (2010) testaram diferentes métodos (autoclave, “bead-beating”, microondas,
sonicacao e solucdo NaCl 10 %) para identificar o mais eficiente no rompimento das células de
Botryococcus sp., Chlorella vulgaris e Scenedesmus sp. O contetdo lipidico das trés espécies
foram 5,4-11,9; 7,9-8,1; 10,0-28,6; 6,1-8,8 € 6,8-10,9 ¢ Lt quando usando autoclave, “bead-
beating”, micro-ondas, ultrassom e solucdo de NaCl 10 %, respectivamente. Dos métodos
aplicados nas trés microalgas a extracdo por micro-ondas mostrou-se mais eficiente em
produtividade lipidica, seguido de homogeneizacdo, sonicacdo, chogque osmatico e autoclave.
Os autores citam que resultados semelhantes pelo método de extracdo lipidica por micro-ondas
foram obtidos com o0leos vegetais e gorduras animais. Ainda, o0 método por micro-ondas
mostrou-se simples, rapido e eficiente quando testado em microalgas e comprovado em outras

matrizes oleicas.

Grima et al. (1996) relataram que a extracdo direta de acidos graxos a partir da biomassa
umida de Phaeodactylum tricornuturn com etanol 96 % produziu rendimento ligeiramente
inferior (90 %) aos obtidos a partir da biomassa liofilizada (96 %), tornando a secagem
dispensavel para a reducdo dos custos da extracdo. Entre os métodos utilizados para secagem
da biomassa de microalgas como Chlorella, Scenedesmus e Spirulina incluem atomizagéo
(spray-drying), secagem por tambor (drum-drying), liofilizacao (freeze-drying) e secagem ao
sol (RICHMOND, 2004).
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O conteudo de lipideos da biomassa microalgal pode variar entre 1 a 40 % do peso seco
e, em certas condicGes de cultivo, pode alcancar até 85 %. Os lipideos algais sdo tipicamente
compostos por glicerol, aglcares ou bases esterificadas e acidos graxos contendo entre 12 e 22

carbonos, podendo ser tanto saturados quanto mono ou poli-insaturados (BECKER, 2004).

Markou (2012) pesquisou a alteracdo da composicdo de biomassa da Arthrospira
platensis sobre vérias quantidades de limitacdo de fésforo. Foi observado que a alteracdo da
composicdo da biomassa ocorreu gradualmente a medida que o fosforo foi se tornando
limitado. Carboidratos e lipideos aumentaram sua quantidade de 9% para 65% e de 4,9% para
7,5% respectivamente, enquanto as proteinas decresceram em média de 46,5% para 25% a
medida que a quantidade de fésforo se tornou limitada.

Arthrospira platensis é a principal microalga produzida comercialmente, sendo
utilizado inimeros motivos elencados no tépico a seguir (LODI et al., 2005).

3.1.2 Arthrospira platensis

O género Arthrospira da familia Oscillatoriaceae compreende o grupo de cianobactéria
filamentosa multicelular (microalgas verde-azuladas), formada por células cilindricas
arranjadas em tricomas helicoidais (HENRIKSON, 1989).

Possui celulas cilindricas com diametro de 3 — 12 pum, organizadas em uma cadeia de
células ndo diferenciadas em forma de hélice, os tricomas. O formato deste filamento pode
variar consideravelmente em funcgdo das condi¢Ges ambientais, podendo ocorrer inclusive na
forma linear. Os tricomas lineares ocorrem tanto em cultivos de laboratério quanto em plantas
de producdo em massa, embora seja razoavel supor sua ocorréncia naturalmente. Apos a
linearizacdo dos filamentos, o conteudo de clorofila é similar ao dos tricomas espiralados,
porém as concentracdes de carotendides e ficobilinas sdo maiores. A inducdo dessa forma estéa
relacionada a condicGes adversas ao crescimento, como a falta de nutrientes ou variacdes na
intensidade luminosa, e € reversivel (HU, 2004; WANG; ZHAO, 2005). Os tricomas também
podem comprimir-se, como medida de autossombreamento em ambientes com alta incidéncia
de radiacdo ultravioleta (UV) (WU et al., 2005).

A espécie humana aprendeu cedo como usar a Arthrospira como uma fonte de
alimentacdo, através da observacdo da migracdo dos passaros que se alimentavam com
seguranga deste alimento (AMARA,; STEINBUCHEL, 2013). Kebede (1997) reportou que na
Etiopia fazendeiros e pastores que viviam proximos aos lagos alcalinos faziam a ragéo do gado

misturado com agua com Arthrospira mensalmente. Eles acreditavam que tinha efeito
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terapéutico e era um complemento na alimentagéo diéaria.

A Arthrospita platensis parece ser capaz de adaptar-se em certos ambientes onde outros
microrganismos ndo sobreviveriam, como em meios com alta concentracdo salina. Através da
fotossintese, converte nutrientes em material celular e produz oxigénio. Os nutrientes
necessarios sdo: dgua e fonte de carbono, nitrogénio, fésforo, potéssio, ferro e outros minerais
(HENRIKSON, 1989).

Além de uma fonte rica em aminodacidos essenciais e alta concentracdo de vitaminas, as
microalgas sdo vetores para producdo de agentes bioativos que possam ter aplicacdo na area
médica, compostos com caracteristicas bioquimicas especificas, e compostos de fontes
energéticas tal como biodiesel, biometano, hidrogénio e biobutanol, biometanol (XU et al.,
2010; HARUN et al., 2010). No entanto, o isolamento e 0 uso desses compostos bioativos
provenientes do cultivo de microalgas ainda carecem de pesquisas propondo 0 seu uso em
outros sistemas.

A microalga A. platensis é legalmente autorizada como complemento alimentar na
Europa, Japdo e Estados Unidos pelo FDA (Food and Drug Administration), sem efeitos
toxicos ao organismo (VON DER WEID et al., 2000; BELAY et al., 1993). No Brasil, a
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) permite sua comercializacdo desde que
0 produto final no qual a microalga tenha sido adicionada esteja devidamente registrado
(BRASIL, 2009). Certas caracteristicas da A. platensis sugerem aplicacfes clinicas, sendo que
muitos testes revelaram os efeitos terapéuticos dessa microalga em pacientes acometidos de
diversas doencas, tais como, aids, desnutri¢do, dentre outras (RICHMOND, 1990).

A producgdo comercial da microalga A. platensis, um saudavel alimento, tem crescido
em todo mundo (ALAVA, 1997), um dos motivos é que ela é considerada um alimento
funcional. Os alimentos funcionais se caracterizam por oferecer varios beneficios a satde, além
do valor nutritivo inerente a sua composicdo quimica, podendo desempenhar um papel
potencialmente benéfico na reducdo do risco de doencas cronico degenerativas (TAIPINA et
al., 2002; NEUMANN et al., 2000).

O consumo de A. platensis traz beneficios a salide humana devido a sua composi¢do
quimica, incluindo compostos como aminoacidos essenciais, vitaminas (especialmente B12),
pigmentos naturais (como carotenoides), xantofilas, ficobilinas e clorofila) e &cidos graxos
essenciais, particularmente acido o — linolénico, um precursor das prostaglandinas do corpo
(SASSANO, 2004).

A ficocianina é o pigmento fotossintético de maior concentragéo, constituindo até 20 %

do peso seco da proteina celular (SILVEIRA et al., 2007). A clorofila também é produzida por
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esta microalga, constituindo 1,15% da sua biomassa, sendo que apenas a clorofila a é produzida
(DANESI et al., 2004). Os carotendides estdo também presentes desempenhando a fungéo de
protecdo em situacOes de alta intensidade luminosa (KERFELD, 2004).

A. platensis sdo uma das mais ricas fontes proteicas de origem microbiana (55 a 70%),
colocando-se bem acima da carne (15 a 25%) (DILLON et al., 1995) e da soja (cerca de 40%)
(MAEHLER et al., 2003). Além disso, o corpo humano assimila por volta de 95% das proteinas
da A. platensis, ao passo que apenas 20% das proteinas provenientes da carne bovina sao
assimiladas (MAIER et al., 2000). No seu espectro de aminoacidos, todos os aminoacidos estdo
préximos dos padrdes estabelecidos pela FAO (Food and Agricultural Organization), como
pode ser observados na tabela 1 (DILLON et al., 1995).

Tabela 1 - Composicao de aminoacidos de proteinas de Spirulina platensis e Spirulina maxima
(mg.g! proteina bruta Nx6,25) em comparacdo com o recomendado pela FAO (Food and

Agricultural Organization) para criangas pré-escolares.

Aminoécido S. platensis S. maxima FAO
Histidina 22 17 19
Isoleucina 67 60 28

Leucina 98 87 66
Valina 71 63 35
Fenilanina 53 49
Tirosina 53 40 63
Lisina 48 41 58
Metionina 25 20 25
Cisteina 9 -
Triptofano 3 12 11
Treonina 62 49 34
Alanina 95 77
Arginina 73 72
Acido aspartico 118 99
Acido glutamico 103 135
Glicina 57 47

Prolina 42 39
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Serina 51 45
Fonte: DILLON et al., 1995.

O ciclo de vida de Arthrospira esté representado na Figura 1. Um tricoma quebra-se em
varias partes nos locais onde células especializadas, denominadas necridia, perdem o seu
citoplasma. Desses fragmentos surgem cadeias curtas (de 2 a 4 células), chamadas de
hormogénia. Elas diferem dos tricomas maduros na morfologia celular, no menor tamanho das
celulas e na auséncia de motilidade. O nimero de células desta estrutura aumenta por divisdes
celulares intercaladas, a medida que o citoplasma das células fica granulado e assumindo
coloracdo verde azulada. Assim cada hormogbdnia gera um novo tricoma, que cresce em

comprimento e assume a tipica forma espiralada (CIFERRI; TIBONI, 1985).

Figura 1 — Representacdo do ciclo de vida do género Arthrospira platensis.
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Fonte: (CIFERRI, 1983)

3.2 FOTOBIORREATORES

Desenvolver e construir um fotobioreator (FBR) para o propdsito de producdo é
necessario para o desenvolvimento do crescimento de microalgas em menor escala (por
exemplo, em escala de laboratdrio ou em uma planta piloto de producéo). A escala de um FBR
deve incluir a influéncia dos varios fatores no crescimento do microrganismo e no produto final
que é necessario. Os dados recolhidos em laboratério devem ser utilizados para a proposi¢éo
de escalonamento do reator (NIIZAWA et al., 2014).
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Varios sdo os sistemas utilizados para a producgdo do cultivo de algas em larga escala:
sistemas abertos, como o0s raceways, e sistemas fechados, como os reatores tubulares.
Trabalhos prévios indicam que a produtividade de um FBR depende da tecnologia empregada,
do seu design, a espécie de alga e a produtividade no local onde sera desenvolvido e quanto a

iss0, ainda ha um grande espaco para evolucdo (NORSKER et al., 2011).

3.2.1 Sistemas Abertos

FBR do tipo raceways tem sido intensivamente desenvolvido desde da décadas de 1950
para prover escala industrial para a cultura de microalgas. Atualmente, combinada com o
escalonamento e com os métodos de cultivo, eles sdo considerados 0 meio mais adequado de
producdo industrial da cultura de microalgas. Este reatores popularmente tem baixo custo incial
quando comparadas com outras tecnologias, como reatores tubulares, o0 que requisita mais
estrutura e equipamentos (PAWLOWSKI et al., 2014).

3.2.2 Sistemas Fechados

FBR tubulares sdo vantajosos para o escalonamento e para altas taxas de crescimento
de biomassa em alga. Esse sistema consiste de um arranjo de tubos transparentes horizontais
retos que sdo colocados cuidadosamente perto um do outro, sendo chamado de Horizontal, ou

verticalmente colocado, chamado neste caso de vertical (SLEGERS et al., 2013).

3.3 MEIO DE CULTIVO

O atual interesse em expansdo do uso industrial de microrganismos esta levando a uma
atencdo maior para 0 meio de cultivo utilizado. Por uma questdo de rentabilidade e protecédo
ambiental, é essencial que sejam ofertados nutrientes necessarios para assegurar a otimizagao
do cultivo dos organismos, ou maximizar a produtividade, com um custo minimo. Para isso é
preciso ter entendimento de qual ou quais nutrientes 0s microrganismos requerem e em alguns
casos que eles ndo necessitam (COGNE et al., 2003)

O crescimento de A. platensis e a composicao da biomassa produzida depende de muitos
fatores, os mais importantes sao temperatura, luz e principalmente a quantidade de nutrientes
disponiveis. Produzir esta microalga com custo reduzido é necessario quando considerada a

producdo em larga escala para objetivos industriais. O custo dos nutrientes é considerado a
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segunda maior influéncia no custo da produgdo biomassa da referida cianobactéria
(MADJOUR et al., 2012).

O principal nutriente requerido pelo cultivo de A. platensis € o carbono, pois suas
células contem aproximadamente 50% (v/v) deste elemento. Embora seja 0 mais importante
também se configura como o elemento mais caro. Para um crescimento autotréfico (o qual é
mais recomendado para o cultivo aberto em larga escala) o carbono pode ser provido a
produgdo como CO», carbonato ou bicarbonato. Se for utilizado bicarbonato este representara
cerca de 60% dos custos dos nutrientes (ALAVA et al., 1997).

Atualmente, a producdo comercial de A. platensis é orientada para um mercado de
alimento saudavel utilizando um meio quimico definido (BELAY; OTA, 1993). O primeiro
meio sintético formulado para o cultivo de A. platensis foi 0 meio Zarrouk (1966), que € usado
como meio padrdo. A partir disso, diferentes meios foram testados para o cultivo de A. platensis
como o meio Revised (RAOOF et al., 2006), meio CRTIR (VENKATARAMAN et al., 1995),
meio Bangladesh (KHATUM et al., 1994), meio Rao, meio OFERR (SINGH, 2006) e por fim
o0 meio PAOLETTI (PAOLETTI et al., 1975).

Muitos produtores usam para o crescimento da microalga o meio projetado por Zarrouk
(1966) com bicarbonato de sdédio como uma fonte de carbono o que corresponde a pelo menos
60% dos custos com nutrientes. A alga assimila durante o seu crescimento COz proveniente do
meio de cultivo recobrindo assim, a fonte de carbono e eliminando a necessidade de adicionar
este composto (ALAVA et al., 1997).

Existe uma falta de informacéo de como a mudanca de componentes de meio de cultivo
influencia a sintese de compostos e afetando significante o valor comercial, nutritivo, e

terapéutico no produto final a ser gerado (TARKO et al., 2012).

3.3.1 Efeitos das fontes de nutrientes

Os ensaios de adicdo de nutrientes, onde se detecta o efeito de mudancas sutis nas
concentracdes dos elementos de um meio de cultura no crescimento da microalga em estudo,
fornecem informagdes importantes sobre o efeito de cada nutriente na cinética de crescimento
e na composicdo bioquimica da biomassa produzida. Também possibilita identificar os
componentes efetivamente desnecessarios para determinada espécie, podendo ser removido do
meio de cultura sem qualquer prejuizo a microalga, acarretando economia ao cultivador
(CAMACHO; WIT, 2003; LOURENCO, 2006).
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3.3.1.1 Efeitos do carbono

O carbono é o elemento necessario em maiores concentragfes para as algas por ser
constituinte de todas as substancias orgénicas sintetizadas pelas células (proteinas,
carboidratos, acidos nucléicos, vitaminas, lipideos, entre outros) (LOURENCO, 2006).

A fotossintese é a principal rota de fixacdo do carbono, entretanto algumas espécies
(incluindo o género Arthrospira) permitem a combinacéo entre a fotossintese e a assimilagdo
heterotréfica de compostos orgénicos, num processo chamado mixotrofia. Tal processo
possibilita que o crescimento das microalgas ndo seja estritamente dependente da intensidade
de luz nos cultivos (CHOJINACKA; NOWORYTA, 2004) permitindo o uso de variadas fontes
desse nutriente, dependendo da aplicacdo da biomassa produzida e dos recursos disponiveis.

O bicarbonato é a fonte de carbono mais frequentemente empregada em meios de
cultura. E incorporado ativamente, gerando um gasto energético neste processo, sendo
convertido em CO usado na fotossintese, e em carbonato, que é liberado para o meio
extracelular aumentando o pH do cultivo (MATSUDO, 2006).

O género Arthrospira necessita de grandes quantidades de bicarbonato, que além de
fonte de carbono, auxilia na manutencdo da condicédo alcalina do meio de cultura, vital para o
cultivo deste género, e constitui uma barreira para o desenvolvimento de outros
microrganismos. Sua substituicdo por bicarbonato de sédio de grau comercial ndo alterou
significativamente a producdo de biomassa, o contetdo de clorofila e de proteinas quando
comparado com a biomassa produzida com bicarbonato de grau analitico (RAOOF et al., 2006)
constituindo uma estratégia viavel para produces em larga escala.

Segundo Laliberté et al. (1997), a suplementacdo de carbono é um dos fatores que
constituem a maior parte dos gastos operacionais e, embora tradicionalmente sejam aplicadas
concentragdes entre 9 e 17 g.L ™2, alguns trabalhos demonstram que a utilizacdo de 3a 4 g.L* é
suficiente.

O dioxido de carbono é a fonte principal de carbono pelas microalgas, uma vez que se
difunde passivamente da dgua ao interior das células e € utilizado diretamente no processo de
fotossintese (DERNER, 2006). Sua utilizagdo na aquicultura é de grande interesse uma vez que
0 COg utilizado pode ser proveniente de atividades industriais, produzido a partir da queima de
combustiveis fosseis, sendo uma alternativa para a redugdo das emissdes deste gas associado
ao efeito estufa. A taxa de alimentagdo de CO; de 0,44 g.L™.d? conferiu valores maximos de
producéo de A. platensis. (SOLETTO et al., 2008).

O melago, residuo da producédo de agucar de cana, € utilizado na producéo de alcool e



30

vinagre e como alimento animal. Mais de 50 % de sua composi¢do sdo agucares, o que lhe
confere grande potencial como fonte alternativa de carbono para a suplementacéo de meios de
cultivo para microalgas (ANDRADE; COSTA, 2008). Seu efeito no crescimento de A.
platensis foi mais evidente ap6s 11 dias de cultivo, sendo que antes deste periodo a intensidade
de luz mostrou-se mais influente no desenvolvimento da microalga (ANDRADE; COSTA,
2007).

Pesquisas envolvendo a glicose, agucar em maior concentracdo na biomassa de
Arthrospira, demonstraram a alta eficiéncia deste composto, que proporcionou uma velocidade
especifica de crescimento de 0,096 d* (LODI et al., 2005). Segundo Muliterno et al. (2005), a
concentracdo de 0,5 g.L* de glicose adicionada no meio Zarrouk diluido a 75 % em &gua
destilada, sob modo de cultivo em batelada alimentada, gerou 5,38 g.L™ de biomassa.

Chen et al. (2006) afirmam que o uso desta fonte de carbono aumentou a concentragédo
de ficocianinas de 0,119 g.L* no tratamento controle, para 0,279 g.L™* no meio suplementado
com 2,0 g.L* de glicose. As aloficocianinas aumentaram de 0,042 g.L! para 0,126 g.L%. A
biomassa obtida foi de 2,57 g.L™* sendo que o tratamento aplicado como controle produziu 1,08
gLt

Chen e Zang (1997) registraram 0 aumento de mais de 5 vezes na produgéo de biomassa
cultivada com glicose, quando comparada com a producdo fotoautotréfica de A. platensis.

O acetato é estudado como potencial fonte de carbono, uma vez que pesquisas
demonstraram seu efeito em aumentar tanto a biomassa de espécies de microalgas
(Haematococcus pluvialis, Dunaliella salina) e fungos (Phaffia rhodozyma), quanto o seu
contetdo de carotenos. 1sso pode ser explicado pelo fato de o &cido acético ser um precursor
dos carotendides (MOJAAT et al., 2008). Segundo Chen et al. (2006), o acetato também
aumentou a producdo de biomassa de A. platensis. A aplicagdo de 4,0 g.L™* aumentou a
biomassa produzida de 1,08 g.L* para 1,65 g.L . Lodi et al. (2005) obtiveram velocidade
especifica de crescimento de 0,074 d ! utilizando esta mesma fonte de carbono. O mesmo
trabalho também cita a utilizagdo de proprionato, resultando em 0,068 d* de biomassa de A.

platensis.
3.3.1.2 Efeitos do nitrogénio
O nitrogénio é componente fundamental de trés classes de substancias estruturais e do

metabolismo primario das células: proteinas, acidos nucléicos e pigmentos fotossintetizantes

(clorofilas e ficobilinas).
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Se o suprimento de nitrogénio é abundante em cultivos, verifica-se tendéncia de
aumento nas concentracGes de proteina e clorofila nas células. J& baixas concentragdes
diminuem o teor dessas duas substancias, diminuindo drasticamente também a taxa de divisdo
celular. A concentracdo de acido linolénico aumenta, e o contetdo de acidos graxos permanece
constante. As ficocianinas sdo degradadas e utilizadas como fonte de nitrogénio. Mais
carotendides e menos clorofilas sdo produzidas, gerando mudangas de cor que tendem ao
amarelado (LOURENCO, 2006).

Apesar da ampla utilizacdo dos sais de nitrato, estudos mostram uma variedade de
fontes alternativas de nitrogénio. Os sais de nitrato (NaNO3, KNO3z) séo as fontes de nitrogénio
que resultam em maior producéo, justificando a sua aplicagdo nos meios Paoletti, Zarrouk e
Schlosser (SASSANO et al., 2007).

Segundo Colla et al. (2007), mantendo-se o cultivo a 30°C, a produtividade de A.
platensis permanece inalterada sob variacdo da concentragdo de nitrato de sddio dentro do
intervalo de 0,625 g.L e 2,5 g.L%; resultado também relatado por El-Baky et al. (2008). Esses
resultados demonstram que a quantidade deste composto pode ser reduzida para
aproximadamente 25 % da concentragéo aplicada pelo meio Zarrouk (2,5 g.L ™), sem perdas de
producao.

Com o intuito de verificar a eficiéncia de fontes de nitrogénio de menor custo, 0s sais
de aménio foram avaliados quanto ao seu efeito na biomassa de A. platensis. O cloreto de
amonio, segundo Sassano et al. (2007), gerou resultados ainda melhores que os obtidos com
nitratos na producdo em tanques abertos, salientando a possibilidade da utilizacdo desta
microalga no tratamento de residuos pela remocdo de compostos nitrogenados. O uso desta
fonte de nitrogénio também causou um aumento no conteddo total de &cidos graxos (MANABE
etal., 1992).

Soletto et al. (2005) estudaram o efeito de diferentes concentracdes de sulfato de
amonio e constataram que a concentracdo de 1,1 mM, uma cepa de A. platensis apresentou
crescimento satisfatdrio apds 5 dias (640 mg.L™?). A concentragdo de 1,7 mM causou inibicdo
de crescimento apds 2 dias de cultivo. Neste estudo a uréia também foi empregada sob essas
mesmas concentracdes e a biomassa produzida foi praticamente o dobro da produzida com
sulfato de aménio.

Segundo Ferreira (2008) a assimilacdo de nitrogénio é facilitada com a utilizacdo de
sulfato de amonio, uma vez que este se dissocia no meio de cultura, formando amonia, a forma
de nitrogénio preferencial de A. platensis.

Assim como os sais de amonio, a uréia também é utilizada com intuito de baixar os
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custos da producdo. Porém a sua utilizagdo possui 0s mesmos pontos negativos, uma vez que
sua hidrélise em amonia sob condicBes alcalinas gera perda de nutriente por volatilizagéo,
sendo a producao também afetada pelo efeito toxico deste composto. Por isso a aplicacao desses

nutrientes na producdo em massa exige um controle de suprimento (MATSUDO et al., 2009).

3.4 ANALISE DE CUSTOS

O objetivo principal das empresas é a maximizacdo do lucro e, sendo assim, a analise
de viabilidade do projeto passa a ter um papel fundamental na tomada de deciséo do investidor,
que podera estimar as vantagens e desvantagens futuras, ndo tendo assim, surpresas
desagradaveis no decorrer da vida util do empreendimento. A busca de informagdes com maior
grau de certeza faz com que se utilizem novas ferramentas para analisar as informacdes
disponiveis (GITMAN, 2003).

O funcionamento de qualquer empreendimento no mercado exige a aquisi¢do (ou
aplicacdo) de recursos mais variados, pelos quais se deve pagar em troca da sua utilizacédo
produtiva. Os pagamentos por estes recursos — utilizados dentro de condi¢Ges determinadas e
distintamente, conforme o tipo de cada um — configuram-se como custo da empresa (FILHO,
2009).

Martins (2003) define custos como sendo o gasto relativo ao bem ou servigo utilizado
na producdo de outros bens ou servicos. Exemplos: matéria-prima, energia elétrica, maquinas,
etc. Assim, para acionar certo processo de producéo, sdo necessarios por exemplo, o local de
instalacdo, edificios, infra-estrutura (luz, agua, telefone, escritdrio), maquinas e equipamentos,
o trabalho humano e os insumos necessarios a producdo dos produtos. Além desses recursos
relacionados a estrutura administrativa (de producdo, da administracdo geral, de vendas, de

marketing, dentre outros).

3.4.1 Contabilidade e gerenciamento de custos

Até o seculo XI1X as relagbes empresariais eram somente externas e 0s niveis gerenciais
eram apenas superficiais (VIANA, 2005). Foi no evento da Revolucdo Industrial, com a
implantacdo do capitalismo como sistema econémico mundial, que se iniciou a ideia de

contabilidade de custos. Naquele tempo se verificava os custos e as vendas para controlar o
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crescimento de uma empresa, assim como avaliar se o negdcio resultava em lucro ou prejuizo
(SANTOS, 2011).

Desde aquela epoca foram vérias evolucdes e adaptacdes sofridas por essa contabilidade
para se chegar ao modelo predominante na atualidade. O grande avanco feito pela literatura
contabil de custos foi a partir de meados do século XX, uma vez que os administradores
passaram a demandar um conhecimento mais especifico para melhorar o gerenciamento das
empresas (SANTOS, 2011). Sua primeira funcdo foi apenas de registrar os custos, dando ao
administrador informagOes para avaliar estoques e determinar os resultados e balangos
(LEONE, 1991).

Com o passar dos anos, as industrias foram exigindo da contabilidade de custos uma
quantidade cada vez maior de técnicas qualificadas para determinar as acGes tomadas pela
administracdo. Com o aperfeicoamento dessas técnicas a contabilidade de custos aliou-se ao
gerenciamento de custos. A partir daquele momento, além de registrar e contabilizar todos 0s
custos de uma empresa, a contabilidade de custos iria influenciar no gerenciamento feito pela
administracao, fornecendo instrumentos e fatores para gestdo da tomada de decisdes, formacao
de precos, determinacéo dos lucros, levantamento de montante para investimento, etc (LEONE,
1991).

O gerenciamento de custos em uma empresa possui dois objetivos principais: gerencial,
para controle interno; e fiscal ou societéria, para atender as exigéncias da legislacdo sobre as
contribui¢des sociais (PEREZ JUNIOR et al., 2010).

No ambito do controle interno de uma entidade, gerir custos esta relacionado com a
apuracdo de informacdes dos custos de um produto e analisar suas relagdes com preco de venda
e taxa de lucro (SANTOS, 2011). Certo de que vivemos em um mundo capitalista, sem lucro
uma empresa nao consegue sobreviver. Assim, 0 empresario precisa, com rapidez instantanea,
ter consciéncia do resultado do seu negdcio, pois caso seja um resultado negativo, quanto mais
rapido for tomada uma providéncia, menor serdo os danos causados a empresa (SANTOS,
2011).

3.4.2 Nomenclaturas aplicadas ao custo
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Para a aplicagdo correta dos custos nas empresas, devemos conhecer vérias
nomenclaturas empregadas em sua aplicabilidade, tais como: Custo Direto, Custo Indireto,

Desembolso, Perdas e Despesas.

Para um nivelamento sobre a terminologia empregada nesta dissertacdo, serdo
apresentadas a seguir as definicOes para os termos utilizados na contabilidade de custos, de

acordo com Bornia (2002):

e Gasto: é o valor dos insumos adquiridos pela empresa, independente de terem sido

utilizados ou néo;

e Custo: é o valor dos insumos adquiridos pela empresa e efetivamente utilizados na

fabricacéo dos produtos.

e Desembolso: é o pagamento resultante da aquisi¢do dos insumos, que pode ocorrer em

periodo diferente do gasto;

e Despesa: é o valor dos insumos utilizados pela empresa e ndo identificados com a
fabricacdo e sim com a administracdo geral da empresa. Normalmente se divide em

administrativa, comercial e financeira;

e Investimento: é o valor dos insumos adquiridos pela empresa e ndo utilizados no

periodo, mas que poderdo ser empregados em periodos futuros.
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4 METODOLOGIA

4.1 MICRORGANISMO E CONDICOES DE CULTIVO

Foi utilizada a cianobactéria Arthrospira platensis, classificada como Arthrospira
(Spirulina) platensis (Nordstead) por Gomont (SILVA et al., 1996), cedida pela Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC).

4.1.1 Meio de Cultivo

Foi proposta a analise de trés meios de cultivo: um meio padrdo (PAOLETTI et al.,
1975); um meio padrdo modificado (PAOLETTI et al., 1975), sem microelementos; e por fim
um meio com substéancias alternativas.

O meio mineral padrdo utilizado foi o Paoletti (PAOLETTI et al., 1975), cuja

composicao esta contida na tabela 2.

Tabela 2 - Composigdo do meio de cultura mineral padrdo (PAOLETTI et al., 1975).

Componentes g.L?
NaCl 0,92
Na2SO4 1,88
K2HPO4 0,50
Na2COs3 8,89
NaHCO3 15,15
CaCl2.2H20 0,05
KNOs3 2,57
MgS0O4.4H20 0,25
Solucédo de Fe-EDTA 1,00
Solucdo de microelementos*# 1,00

*Quantidades em mL. L.

# solucdo de microelementos constituida de: HsBOs.4H20 (2,869.L™); ZnS04.7 H20 (0,222g.L°
1; NaM00a4.2 H,0 (0,390g.L™); MnSO4 (1,543g.L1); CuS0O4.5 H20 (0,079g.L1); CoCl2.6 H.0
(0.038g.L™).
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O meio mineral padrdo modificado foi o Paoletti (PAOLETTI et al., 1975) sem

microelementos, cuja composicdo esta contida na tabela 3:

Tabela 3 - Composicdo do meio de cultura mineral padrdo (PAOLETTI et al., 1975) sem
microelementos.

Componentes g.L?
NaCl 0,92

NaxSO4 1,88
K2HPO4 0,50
Na2,CO3 8,89
NaHCOs3 15,15
CaCl2.2H20 0,05
KNOs3 2,57
MgS04.4H,0 0,25
Solucédo de Fe-EDTA 1,00

*Quantidades em mL. L.

O meio alternativo foi proposto baseado no meio mineral padrdo Paoletti (PAOLETTI

et al., 1975), substituindo os seguintes elementos:
e NaCl por Sal Comercial da marca Cisne®.
e NaHCOs3 por Bicarbonato de Sdio comercial da marca Kitano ®.

e KNOs por nitrato duplo de sddio e potéssio vendido comercialmente como
Salitre da marca Vitaplan ® — Férmula 15-00-14.

A composicdo completa deste meio esta contida na tabela 4:

Tabela 4 - Composi¢do do meio de cultura alternativo baseado no meio Paoletti (PAOLETTI
etal., 1975).

Componentes g.L?

Sal Comercial da marca Cisne ® 0,92
NazSOq4 1,88

K2HPO4 0,50

Na2.COs 8,89




Bicarbonato da marca Kitano ®
CaCl.2H20
Nitrato duplo de sddio e potassio da marca
Vitaplan ® — Férmula 15-00-14)
MgS0O4.4H20
Solucdo de Fe-EDTA

15,15
0,05
2,57

0,25
1,00
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*Quantidades em mL. L.

4.2 PREPARACAO DO INOCULO

O in6culo foi preparado em erlemeyer de 250 ml. O cultivo foi realizado de acordo com

critérios estabelecidos em estudos anteriores: 8 dias de processo, temperatura + 30°C, utilizando

shaker Marqg Labor CFW 08- adaptado com luz com iluminacdo artificial, conforme pode ser

visualizado na figura 2. A concentragéo inicial de inéculo foi de 50 mg.L™* (PELIZER et al.,

1999 e PELIZER et al., 2003).

Figura 2 — Shaker marca Marq Labor CFW 08.

R

Fonte: O Autor, 2014.
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4.3 TECNICAS ANALITICAS

Os experimentos foram acompanhados por técnicas analiticas descritas a seguir:

4.3.1 Técnicas de acompanhamento do cultivo

4.3.1.1 Determinacéo da concentracéao celular

A concentracdo celular foi determinada diarimente por turbidimetria, a 560 nm
(LEDUY; THERIEN, 1977). Os valores de absorbancia obtidos no espectrofotdémetro marca
Biospectro SP-22, forma convertidas em concentracdo celular através de uma curva de

calibracéo.

4.3.1.2 Construcéo da Curva de Calibracao para determinacéo de concentracao celular

A curva de calibracdo foi obtida tomando-se um volume de 25 mL da solucédo
concentrada de células em fase exponencial, com o auxilio de um béquer previamente seco a
70° C por 12 h, e previamente pesado. A amostra foi levada a estufa a 100 — 105°C por um
periodo de 5 horas, suficiente para que mantivesse uma massa constante. A massa das células
foi calculada por diferenca dos valores das massas dos béqueres antes e depois da filtracdo. A
partir desta solucdo, foram preparadas diferentes dilui¢Ges, e aliquotas dessas dilui¢bes foram
levadas ao espectrofotdmetro para leitura da absorbancia a 560 nm de comprimento de onda e
caminho dptico de 1cm, com agua destilada em branco. Obteve-se, dessa forma, uma  curva

que relaciona concentracdo celular com o logaritmo de absorbancia.
4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
O delineamento experimental foi delineamento inteiramente casualisado (D.I.C),

utilizando um esquema fatorial de 3x4, sendo 3 tratamentos denominados aqui T1 (meio

padrédo), T2 (Meio padrdo sem microelementos) e T3 (Meio alternativo), com 4 repeticoes.
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O estudo estatistico das variaveis concentracdo maxima celular (Xmax), produtividade
(Px), velocidade especifica de crescimento (Umax) foi realizado pela técnica de analise de
variancia (ANOVA).

A comparacgdo entre os diferentes tratamentos fixando-se o dia de amostragem foi
conduzida utilizando-se o teste Tukey, considerando-se também um nivel de significancia de
5% (p < 0,05) (NORMAN; STREINER, 1994).

4.5 CALCULOS DOS PARAMETROS CINETICOS

4.5.1 Produtividade em células

_ (Xm—Xi)
x= Tc

(Equacéo 1)
Onde: Px = produtividade em células (mg. L.d?);
Xm = concentracéo celular maxima obtida (mg.L™);
Xi = concentragéo celular inicial (mg.L™);

Tc= Tempo de cultivo.

4.5.2 Velocidade especifica de crescimento

A equacdo mais simples para descrever o crescimento microbiano é a equacdo de
Monod, que assume a presenca de substrato como limitante para o crescimento. A cinética de

Monod esta representada na equacao a seguir:

Cx
Ln (C_xo) = Umax -t

(Equacéo 2)
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Onde: Mmax = Velocidade especifica maxima;
M = Velocidade especifica de crescimento;
Cx = Concentragéo celular (mg.L™);

Cxo = Concentragéo celular inicial (mg.L™?);

4.6 ANALISE COMPARATIVA DE CUSTOS

Para a analise de custos do meio de cultivo utilizado na producdo da biomassa da A.
platensis nos processos descritos neste trabalho € necessario descrever todos os elementos que
compdem os trés meios propostos (KALK; LANGLYKKE, 1986).

Os custos iniciais de investimento dos reagentes foram determinados através do
levantamento diretamente com os fornecedores. Em seguida foram calculados quantos litros de
meio seriam necessarios para a producédo de 1 kg de biomassa nos trés tratamentos. O custo dos
reagentes, foram entdo, calculados para os valores encontrados para esta producdo. Estes
valores estdo sujeitos a variagdes, sendo considerado valores atuais.

Foram excluidas da andlise o custo da méo-de-obra, 0 custo energético, o custo com
agua e demais custos variaveis, pois entende-se que estes custos seriam similares em todos 0s
meios analisados. Restando unicamente uma comparag¢do com os custo efetivo dos elementos

que compdem 0S meios.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos valores obtidos através da equacio de regressio contida no APENDICE
A e os valores da concentracdo celular ao longo dos dias que podem ser observadas no
APENDICE B, tracou-se os resultados experimentais de crescimento para os trés tratamentos

analisados que podem ser observados na figura 3.

Figura 3 — Curva de crescimento comparativo entre os trés tratamentos analisados.

450,00
400,00
350,00
300,00
250,00

200,00

Concentracdo (mg.L?)

150,00
100,00
50,00

0,00
1 2 3 4 5 6 7 8 9

=—@==T1 50,17 58,08 84,20 131,15 176,52 205,27 255,12 320,54 373,29
T2 50,38 78,92 126,49 168,55 188,07 235,64 308,24 386,60 436,17
-@=T3 50,11 89,34 143,12 212,26 220,46 249,90 301,38 370,77 417,89

Tempo (dias)

Fonte: O autor.

De acordo com os resultados expostos na figura 3, é possivel verificar que os trés
tratamentos analisados iniciaram-se com concentracdo de 50 mg.L™t. O T1 manteve-se em
crescimento culminando em concentracéo final (Xmax) € neste caso concentragdo maxima de
373,29 mg. L1, O T2 apresentou crescimento constante até culminar em concentracio final e
neste caso concentragio maxima de 436,17 mg.L ™. E o T3 apresentou crescimento constante

culminando em concentracgéo final (Xmax) € neste caso concentragdo maxima de 417,89 mg. L~
1
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Pode-se verificar que os crescimentos analisados de ambos tratamentos apresentaram
fases caracteristicas de um processo microbiano, ou seja, uma fase de adaptagdo lag depois
uma fase exponencial log e nestes dias de anélise ndo obteve-se a fase estacionaria.

Observa-se que no primeiro dia de analise o T1 foi o tratamento que apresentou menor
producdo, isso pode ser devido ao maior nimero de assimilagdo de componentes do meio e
numericamente ao final do cultivo, apresentou a menor concentracdo maxima. Observa-se que
0 T2 manteve-se em ascensdo desde o primeiro dia de cultivo apresentando a partir do sétimo
dia o maior crescimento entre os tratamentos analisados. Observa-se que 0 T3 manteve-se em
crescimento sendo o primeiro em producgdo de biomassa até o oitavo dia de analise.

Thirumala (2012) pesquisou o crescimento de biomassa de A. platensis usando oito
diferentes meios de cultura de diferentes combinac@es de agua do lago Lonar, N, P e K e meio
ZARROUK sob diferentes periodos de incubacdo. Como resultado, obteve-se que 0 meio
denominado Il cresceu no 9° dia de incubacdo e o meio 1l cresceu no 15° dia de incubacéo e
que 12 dias era a média geral de incubacao.

Os demais resultados experimentais e analise estatistica de concentracdo Maxima

(Xmax), Produtividade (Px) e Velocidade Especifica (1max) podem ser visualizados na tabela 5.

Tabela 5 — Dados experimentais durante nove dias de cultivo.

Tratamentos Xmax (Mg . L) Px (mg. L. d?) Mmax (d1)
T1 373,29 + 100,62 & 40,39 +12,57 2 0,27 com R?= 0,977 2
T2 436,17 + 107,48 2 48,22 +13,43 %2 0,30 com R?= 0,928 @
T3 417,88 + 113,722 4597 + 14,212 0,31 com R?= 0,805 2

* Letras diferentes indicam diferencas significantes entre os tratamentos analisados pelo teste
ANOVA, com analise Tukey (p <0,05) .

5.1 CONCENTRACAO MAXIMA (Xmax)

Como observado na tabela 5, a concentragdo maxima em T1 foi de 373,29 + 100,62 mg.
L1, para o T2 o resultado foi 436,17 + 107,48 mg. L™ e para o T3 foi de 417,88 + 113,72 mg.
L. Embora numericamente o resultado de T2 tenha sido maior, a analise estatistica ANOVA,
teste Tukey (p < 0,05) demonstrou que 0s trés tratamentos resultaram em quantidade

estatisticamente iguais. A analise estatistica completa pode ser visualizada no APENDICE C.
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Resultados semelhantes foram encontrados por varios autores. Kaushik et al. (2006) que
cultivaram a A. platensis em diferentes diluicbes de efluentes provenientes de atividades
industriais. Ap0s 14 dias de cultivo obtiveram valores de concentracdo maxima de crescimento

variando entre 460 mg.L ™' a 1230 mg. L.

Ao cultivar A. platensis em um meio de cultivo de baixo custo, Madkour et al. (2012)
encontraram valores maximos de concentracdo (Xmax) entre 591 + 0,018 mg. L™t e 813 + 0,018
mg. L para diferentes concentracdes de nitrato de amonia. E para diferentes concentragGes de
uréia foram encontrados resultados da ordem de 360 + 0,003 mg. L™ e 640 + 0,006 mg. L.
Pandey et al. (2010) em sua pesquisa cultivando A. platensis em meio Zarrouk por 20 dias

encontraram valores de concentragdo maxima (Xmax) de 390 + 0,020 mg. L™,

Lodi et al. (2005) realizaram um estudo preliminar de tentativa de remover glicose,
acetato e proprionato, selecionados como modelos de poluentes orgénicos, pelo uso do cultivo
mixotréfico de A. platensis em batelada. Como resultado obtiveram que as culturas sob
condi¢des de 30°C, 2,0 klux de intensidade luminosa mostram uma concentracdo final de

biomassa 40% maior que o alternativo 12 horas com luminosidade, 12 horas sem luminosidade.

5.2 PRODUTIVIDADE (Px)

Conforme observado na tabela 5, a produtividade no T1 foi de 40,39 + 12,57 mg. L™*.d"
! 'no T2 foi de 48,22 + 13,43 mg. L .d e no T3 foi de 45,97 + 14,21 mg. L1.d*. Os resultados
também foram expressos em % de mg. dia, para o T1 a produtividade foi de 80% mg. L1.d?,
para o T2 foi de 96,4% mg. L*.d?e o T3 foi de 91,9% mg. L1.d™.

Os resultados indicam que ndo ha influencia entre os tratamentos utilizados na
produtividade pois, embora numericamente o resultado de T2 tenha sido maior, a andlise
estatisica de Variancia Tukey (p < 0,05) demonstrou que os trés tratamentos foram
estatisticamente iguais. A andlise estatistica completa pode ser visualizada no
APENDICE D.

Resultados semelhantes foram encontrados por Jitendra et al. (2012). Estes autores

cultivaram A. platensis em diferentes meios de cultivo por 14 dias. Como resultados de
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produtividade obtiveram entre 60 % e 90% em mg.L™. Para o estudo de Madkour et al. (2012)
foram encontrados resultados entre de 16 + 0,0005 mg. L1.d e 52 +0,0005 mg. L™2.d%.

5.3 VELOCIDADE ESPECIFICA (Hmax)

Como observado na tabela 3, a velocidade especifica para o T1 foi de 0,27 d! com R2=
0,977, para o T2 foi de 0,30 d* com R2= 0,928 e para o T3 foi de 0,31 d! com R2= 0,805.
Estatisticamente os resultados de velocidade especifica foram estatisticamente iguais ao nivel

de 5%. A analise estatistica completa pode ser visualizada no APENDICE E.

Valores semelhantes foram observados por Borges et al. (2013) que encontraram 0s
valores entre 0,324 d* e 0,354 d™!. Estes autores objetivaram avaliar os parametros cinéticos,
composic¢do e o contetdo de acidos graxos proveniente da Spirulina ap. LEB-18 cultivada em
Meio Zarrouk (NaHCO3 16,8 g.L™!) em meio Zarrouk com a adigdo de 20% (v/v) de efluente
com reduzida concentragdo de NaHCOs (5,3 e 2,8 g.L ).

Soletto et al. (2008) estudaram o comportamento da A. platensis em diferentes modos
de cultivo, variando o di6xido de carbono presente e a densidade de luz do experimento. Como
resultado para Velocidade especifica maxima (max) encontraram valores entre 0,19 d* e 0,59

d?, valores portanto semelhantes aos encontrados neste trabalho.

Para o estudo Madkour et al. (2012) foram encontrados valores de velocidade maxima
especifica entre 0,096 + 0,006 d* e 0,233 + 0,016 d*! para os tratamentos que variaram nitrato
de aménia e de 0,099 + 0,007 d* e 0,225 + 0,020 d! e o controle foi de 0,321 + 0,010 d™.

5.4 ANALISE DE CUSTOS

Para a determinacéo do custo para 1 Kg de biomassa, procedeu-se primeiramente ao calculo
de litros de meio necessario para a producéo.

Para o célculo de custo por litro temos que para 0 T1 o custo é R$ 1,16, o custo para T2 é
de R$ 1,16 e parao T3 € de R$ 0,68. Para fazermos 1 Kg para cada meio necessitaremos para o T1
de 2.679 litros, para o T2 de 2.293 litros e para 0 T3 de 2.393 litros.

Sendo assim, o custo para a producéo de 1 Kg de biomassa para o T1 pode ser observado
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na tabela 6.

Tabela 6 — Andlise de custos para o meio Paoletti com microelementos (T1).

Componentes Custo para 1 Kg % Participacao
de biomassa
NaCl R$ 4,44 0,14%
Na2SO4 R$ 340,25 10,91%
K2HPO4 R$ 132,77 4,26%
Na2,CO3 R$ 857,35 27,50%
NaHCOs R$ 1.405,26 45,07%
CaCl».2H0 R$ 5,05 0,16%
KNOs3 R$ 110,16 3,53%
MgS04.4H20 R$ 40,18 1,29%
Solucédo de Fe-EDTA R$ 220,85 7,08%
Solucéo de microelementos para 1 L
H3sB03.4H,0 R$ 10,00 -
ZnsSO, R$ 19,51 -
NaMo0..2 H,0 R$ 87,85 -
MnSO;4 R$ 16,76 -
CuSO4.5 H0 R$ 9,42 -
CoCl.6 H,0 R$ 300,00 -
Custos de Microelementos para R$ 1,54 0,05%
1ml
Total Custo inicial R$ 3.117,84

Como pode ser visto na tabela 6 o custo para a producdo de 1 Kg de biomassa de T1 foi
de R$ 3.117,84 e os itens que mais oneram o investimento sdao o NaHCOs (45,07%) seguido
pelo Na;COs (27,5%) e Na2SO4 (10,91%).

A analise do custo inicial de investimento para o T2 pode ser observada na tabela 7.

Tabela 7 — Analise de custos para o meio Paoletti sem microelementos (T2).
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Componentes Custo para 1 Kg % Participacao
de biomassa
NaCl R$ 3,80 0,14 %
Na2SO4 R$ 291,20 10,92 %
K2HPO4 R$ 113,63 4,26 %
Na2COs3 R$ 733,75 27,51 %
NaHCOs R$ 1.202,67 45,09 %
CaCl,.2H0 R$ 4,32 0,16 %
KNO3 R$ 94,28 3,53%
MgS04.4H20 R$ 34,39 1,29 %
Solucédo de Fe-EDTA R$ 189,01 7,09 %
Total Custo inicial R$ 2.667,04

Como pode ser visto na tabela 7 o custo de investimento para a producdo de 1 kg de

biomassa em T2 é de R$ 2667,04 e os itens que mais oneram o investimento sdo 0 NaHCO3

(45,09%), seguido por Na.COs3 (27,51%) e por Na>S04 (10,92%).

A andlise do custo inicial de investimento para 0 T3 pode ser observada na tabela 8.

Tabela 8 — Andlise de custos para o meio alternativo (T3).

Componentes Custo para 1 Kg % Participacao
de biomassa
NaCl R$ 3,96 0,24 %
Na2SO4 R$ 303,94 18,66 %
K2HPO4 R$ 118,60 7,28 %
Na2.CO3 R$ 765,85 47,02 %
NaHCOs R$ 100,42 6,17 %
CaCl>.2H0 R$ 4,51 0,28 %
KNO3 R$ 98,40 6,04 %
MgS04.4H20 R$ 35,89 2,20 %
Solucédo de Fe-EDTA R$ 197,28 12,11 %
Total Custo inicial R$ 1.628,85
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Como pode ser visto na tabela 8, o custo de investimento para a producgédo de 1 kg de
biomassa de T3 é de R$ 1.628,85 e os itens que mais oneram o investimento sdo 0 Na,CO3
(47,02%), seguido por Na>SO4 (18,66%) e por Solugdo de Fe-EDTA (12,11%).

O grafico que mostra a comparagéo do custo de investimento dos trés tratamentos pode ser

visualizado na figura 4.

Figura 4 - Custo de Investimento inicial de comparacdo dos trés tratamentos.

R$3.117,84

R$2.667,04

R$1.628,85

T1 T2 T3

Custo de investimento Inicial.

Fonte: O autor.

Como pode ser observado na figura 4 o maior custo de anélise é do T1 (R$ 3.117,84). Dos
itens destacados que mais oneram o custo inicial de investimento para a producéo de 1kg de
biomassa estd 0 NaHCOz que foi teve a sua substituicéo realizada no T3.

O custo para a producdo de 1 kg de biomassa em T2 (R$ 2.667,04) representa um custo
14,46% menor que o valor de T1, ainda assim representa um custo aproximado de 38,9% maior
que T3. O elemento que mais onera o custo deste tratamento, NaHCO3 (47,02%), foi substituido
pelo Bicarbonato de S6dio comercial em T3.

O custo para a producéo de 1kg de biomassa em T3 (R$ 1.628,85) foi 0 menor entre os trés
tratamentos analisados. Visto que os custos que alguns dos custos que mais oneraram 0s demais
tratamentos foram suprimidos ou substituidos em T3. Este tratamento representa um custo
aproximadamente 47,79% menor que 0 T1 e 38,93% menor que 0 T2. Alguns autores também
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propuseram o uso de meios alternativos para o cultivo desta cianobactéria.

Para aplicacdo de microalgas em biocombustivel, o total de biomassa que é
comercialmente produzida é muito pequena comparada com as necessidades requeridas para a
producdo. A producao de biomassa comercialmente viavel hoje é de apenas 5 Kt/ ano com uma
producdo de custo de US$ 25.000 / ton (PULZ; GROS, 2004). Entretanto, para ocupar apenas
5% da demanda de biocombustivel de um pais como os Estados Unidos seriam necessarios
uma producédo de mais de 66.000 Kt/ ano de biomassa rica em 6leo a um custo menor que US$
400/t (CHISTI, 2007). Analisando o mercado Europeu para atender a toda malha de transporte
com biodiesel de microalgas, seria necessario um cultivo de 9,25 milhdes de hectares,
resultando em uma producéo de 40.000 litros / Hectares. Dia (WIJFFLES; BARBOSA, 2010).

Norsker et al. (2011) calcularam o custo da producdo de biomassa algal, em escala
comercial, para trés diferentes sistemas de producdo: fotobiorreator aberto, fotobiorreator
tubular horizontal e fotobiorreators em painel. Como resultados chegaram que os fatores
importantes foram as condicdes de irradiacdo, mistura, sistema fotossintético eficiente, 0 meio
o0 custo do didxido de carbono. Otimizando estes fatores a biomassa algal se apresenta como
uma fonte promissora em custos para biocombustiveis.

Acién et al. (2012) realizaram uma analise de custos para a producdo real da producéo
de biomassa microalgal da microalga Scenedesmus almeriensis em fotobiorreator tubular
operado por 2 anos. A anélise econdmica demonstrou que a producdo em si e a depreciacao
foram os principais ofensores do custo. Também chegaram a conclusdo que a simplificacdo da
tecnologia utilizada e os testes de escalonamento poderiam aumentar a produtividade e
diminuir os custos de producdo.

Madkour et al. (2012) estudaram um meio de cultivo de baixo custo para a producéo em
larga escala de A. platensis. Para tanto, 0 meio alternativo proposto continha fosfato simples ,
bicarbonato de s6dio comercial, cloreto de potassio e sal de cozinha. Além disso, foram testadas
quatro concentracdes de nitrogénio provenientes de nitrato de amoénia ou ureia. Os resultados
indicaram que o novo meio de cultura preparado pode ser usado como um possivel substituinte

do meio de cultivo ZARROUK para a producdo desta microalga em larga escala.

5.5 DISCUSSAO

Um dos pré-requisitos para o uso eficiente e econdémico das microalgas é ter um alto

grau de conversao do seu cultivo em biomassa (RASLAVICIUS et al., 2014). Neste sentido os
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resultados contidos neste trabalho sdo demonstragGes suficientes de que houve um cultivo
eficiente visto que, partindo-se de uma concentragdo inicial de 50 mg.L?, chegou-se a
concentragdes de 373,29 + 100,62 para o T1, 436,17 + 107,48 para o T2 e 417,88 £ 113,72
para o T3. Se formos contabilizar a quantidade de vezes em que se multiplicou o valor inicial
chegariamos a fatores proximos a quase 9 vezes o seu tamanho inicial.

Os resultados indicam que o uso de microelementos é dispensavel na producéo de A.
platensis uma vez que 0 meio que utilizava estes elementos (T1) apresentou resultados de
biomassa estatisticamente iguais aos outros meios (T1 e T2) que ndo continham estes
elementos.

E possivel ainda afirmar que fatores cinéticos como produtividade (Px) e velocidade
especifica (Lmax) apresentaram bons resultados, uma vez que se assemelham a outras pesquisas
realizadas.

Embora exista um grande potencial da microalga para a contribui¢do para a producéo
de alimentos e bioenergia, a demanda é alta, existindo assim uma grande diferenca entre a
tecnologia disponibilizada atualmente e a tecnologia necessaria para atender a necessidade
mundial (ACIEN et al., 2012). Portanto, faz-se necessario que haja a continuidade de pesquisas
para que melhorem os indices de produtividade.

A proposi¢do de um novo meio, representado neste trabalho pelo T3, mostrou-se de
muito sucesso, uma vez que apresentou a produtividade, a transformacdo em biomassa e a
velocidade especifica estatisticamente iguais aos outros meios. Acrescentando que o custo
desta producdo é menor que os outros elementos. Portanto, é altamente recomendavel o uso
deste meio alternativo.

Autores ja exploraram meios com elementos alternativos na produgdo de biomassa de
A. platensis. Devanathan e Ramanathan (2013) isolaram quatro cepas de A. platensis de varias
localidades e assim cultivaram-nas em meio Zorrouk enriquecido com agua do mar, outro meio
com diferentes quantidades de NaHCOs, NaNOs, K;HPOs e com agua do mar. Eles
acompanharam os teores de proteinas, lipideos, clorofila e carotenoides totais durante o cultivo.
Os resultados revelaram que hd um bom potencial de uso de agua do mar com a adicdo de
alguns nutrientes para viabilizar a comercializagdo de A. platensis a baixo custo.

Segundo Alava et al. (1997) o meio de cultivo na base de bicarbonato de sodio usado
para produzir a microalga A. platensis em massa e preparado pelo meio ZARROUK ¢é
metaestavel em contato com a atmosfera. Este fato causa uma grande perda de CO,. Neste

sentido, com célculos e experiéncias Alava et al. (1997) determinaram a relacéo entre a pressao
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parcial de CO- de solugdes de bicarbonato de sédio e o pH da solu¢do. Com pH 10,2 existe um
equilibrio com a concentragdo de CO2 no ar e desta maneira ndo ha perda de COo.

Amara e Steinbuchel (2013) objetivaram produzir um produto farmacéutico de uma
unica célula de A. platensis proveniente de uma cultura mista. Para tanto, eles projetaram um
meio de cultivo baseado nos meios George e Zarrouk. Uma cultura mista de Chlorela e A.
platensis foi usada para o desenvolvimento do melhor meio que inibiria a Chlorela e
beneficiaria o crescimento de Spirulina. Como resultado obtiverem um meio que foi capaz de
produzir o composto farmacéutico proveniente do cultivo de Spirulina (Arthrospira) para fins

medicinais e farmacéuticos, ou uma célula Unica de proteina.

Cogne et al. (2003) estudaram a diminuicéo taxas de inser¢do de macro minerais e de
tragcos de elementos caracterizados, em cultivos em batelada e continuo de A. platensis sob
condic@es fotoautotrdpicas como influencia no cultivo. Como resultado obtiveram que o meio
de cultura pode ser otimizado diminuindo os tracos de elementos na solucdo e os macro

minerais sem prejuizo da eficiéncia do processo.

Dwivedi et al. (2013) cultivaram Spirulina méxima em diferentes meios: Meio Zarrouk,
CFTRI, Meio Bangladesh e solugdo A-5 submetidas a diferentes condi¢fes fisico-quimicas
como pH, intensidade de luz e temperatura sendo monitorados por 20 dias. Como resultado
obtiveram que o maximo de crescimento em biomassa foi identificado no meio Zarrouk a pH 8

e 25°C de temperatura e 1900 klux de intensidade luminosa.

Murugan e Rajesh (2014) cultivaram duas espécies de Spirulina, platensis e platensis
var lonar, em meio de cultivo com base em agua do mar. O processo foi realizado por um
periodo de 15 dias, em 27°C e em intensidade luminosa constante de 1,7 klux. Os resultados
revelaram que o meio com agua do mar foram promissores em relacdo a um meio natural que
possa ser utilizado para o cultivo da Spirulina. Para o crescimento de biomassa, foi maior no

meio alternativo que no meio padréo Zarrouk.

Pandey et al. (2010) estudaram o cultivo de Spirulina maxima em diferentes meios de
cultura (Zarrouk, Rao, CFTRI, OFERR, Revised Media e meio Blangadesh) avaliando
crescimento de biomassa, clorofila a e o teor de proteina. O meio Zarrouk apresentou 0s

melhores resultados para o crescimento da cianobactéria.
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6 CONCLUSAO

De acordo com as condi¢des experimentais utilizadas nesta pesquisa € possivel concluir

que:

Foi possivel analisar o crescimento da microalga A. platensis nos trés meios propostos,
sendo que a analise estatistica indicou que a concentra¢do final de biomassa foi
estatisticamente (p < 0,05) igual para todos.

Os pardmetros cinéticos de produtividade e Velocidade especifica para este
microrganismo se mostraram eficientes nos trés meios estudados.

Na anélise dos custos iniciais de investimento, foi possivel concluir que o menor custo
é do meio T3.

Comparando o crescimento, a concentracdo maxima (Xmax), a velocidade especifica
maxima (umsx), @ Produtividade (Px) e o custo € possivel afirmar que o melhor meio é o
meio T3, pois mostra-se uma alternativa tecnicamente viavel e com menor custo para o

uso.
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APENDICE A - DADOS PARA A CONFECCAO DA CURVA DE CALIBRACAO
PARA DETERMINACAO DA CONCENTRACAO CELULAR.

1 — Dados para curva de calibracéo para o meio Paoletti com microelementos (T1).

Concentracgéo do cultivo Absorbancia a 560 nm. Gramas de A. platensis
100 % 0,275 0,28
80 % 0,215 0,23
60 % 0,157 0,14
40 % 0,088 0,08
20 % 0,064 0,05
0% 0 0

2 - Dados para curva de calibracdo para o meio Paoletti sem microelementos (T2).

Concentracéo do cultivo Absorbancia a 560 nm. Gramas de Arthrospira.
100 % 0,302 0,30
80 % 0,244 0,23
60 % 0,182 0,18
40 % 0,105 0,09
20 % 0,042 0,03
0% 0 0

3 - Dados para curva de calibrag@o para o meio alternativo (T3).

Concentracéo do cultivo Absorbéancia a 560 nm. Gramas de Arthrospira.
100 % 0,273 0,27
80 % 0,208 0,21
60 % 0,155 0,13
40 % 0,102 0,12
20 % 0,04 0,01

0% 0 0
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APENDICE B - CURVA DE CALIBRACAO PARA DETERMINACAO DE
CONCENTRACAO CELULAR.

1 — Curva de calibragéo para o meio Paoletti com microelementos (T1).

A determinacgéo da concentracéo celular com o meio Paoletti com microelementos (T1)

pode ser visualizada na figura 1.

0,3
0,25
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0,15
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0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

-0,05

Figura 1 - Curva de calibracéo para determinagéo da concentracdo de A. platensis no T1.

Os dados que originaram este resultado podem ser visualizados no APENDICE A.

Segundo a curva da figura 4 , a relago entre a absorbancia e a quantidade em mg. L
segue a seguinte funcéo:

Y =1,0551.x —0,0105

Onde:

e Y éaquantidade de A. platensis em mg. L™,
e X é aabsorbancia a 560 nm.

Com o coeficiente de correlagio (R?) de 0,99 ou 99%.

2 — Curva de calibracéo para o meio Paoletti sem microelementos (T2).
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A determinacgéo da concentracdo celular com o meio Paoletti sem microelementos (T2)
pode ser visualizada na figura 2.
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Figura 2 - Curva de calibracéo para determinagdo da concentracdo de A. platensis no T2.

Os dados que originaram este resultado podem ser visualizados no APENDICE A.

Segundo a curva da figura 5, a relagdo entre a absorbancia e a quantidade em mg. L

segue a seguinte funcéo:
Y =1,0014.x —0,0077

Onde:

e Y éaquantidade de A. platensis em mg. L™,
e X éaabsorbancia a 560 nm.

Com o coeficiente de correlagdo (R?) de 0,9966 ou 99,66%.

3 — Curva de calibragdo para o meio alternativo (T3).

A determinagdo da concentragdo celular com o meio alternativo sem microelementos

(T3) pode ser visualizada na figura 3.



67
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Figura 3 - Curva de calibracédo para determinagéo da concentracdo de A. platensis no T3.

Os dados que originaram este resultado podem ser visualizados no APENDICE A.

Segundo a curva da figura 5, a relagdo entre a absorbancia e a quantidade em mg. L

segue a seguinte funcéo:
Y =1,0243.X —0,0095

Onde:

e Y éaquantidade de A. platensis em mg. L™,
e X éaabsorbancia a 560 nm.

Com o coeficiente de correlagdo (R?) de 0,9722 ou 97,22%.
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APENDICE C — RESULTADO DA ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA A
CONCENTRAGCAO MAXIMA (X max.), COM TESTE TUKEY (P < 0,05).

Varidvel analisada: Concentracgdo méxima (mg/L)

Opcédo de transformagdo: Variadvel sem transformacdo ( Y )

FV GL SO oM Fc Pr>Fc
Tratamentos 2 8368.866935 4184.433468 0.363 0.7055
erro 9 103832.190378 11536.910042

Total corrigido 11 112201.057313

Ccv (%) = 26.25

Média geral: 409.1174167 Numero de observagdes: 12

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 4
Erro padrédo: 53,7050045199985

Tratamentos Médias Resultados do teste
T1 373.292750 al
T3 417.889000 al

T2 436.170500 al
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APENDICE D — RESULTADO DA ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA A
PRODUTIVIDADE (Px.), COM TESTE TUKEY (P < 0,05).

Variavel analisada: Produtividade

Opcdo de transformacdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Tratamentos 2 130.099817 65.049908 0.361 0.7067
erro 9 1622.250350 180.250039

Total corrigido 11 1752.350167

CV (%) = 29.93

Média geral: 44.8616667 Numero de observagodes: 12

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 4
Erro padrédo: 6,71286151519769

Tratamentos Médias Resultados do teste
T1 40.390000 al
T3 45.972500 al

T2 48.222500 al
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APENDICE E — RESULTADO DA ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA A
VELOCIDADE MAXIMA ESPECIFICA (u méx.), COM TESTE TUKEY (P < 0,05).

Varidvel analisada: Velocidade Especifica

Opcédo de transformagdo: Variadvel sem transformacdo ( Y )

FV GL SO oM Fc Pr>Fc
Tratamentos 2 0.003266 0.001633 1.623 0.2501
erro 9 0.009056 0.001006

Total corrigido 11 0.012322

CV (%) = 10.96

Média geral: 0.2893417 Numero de observagdes: 12

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 4
Erro padrdo: 0,0158601855635775

Tratamentos Médias Resultados do teste
T1 0.266250 al
T2 0.298000 al

T3 0.303775 al



