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Introducédo

As microalgas sdo organismos fotossintéticos que exercem papeis importantes nos biossistemas, garantindo matéria
organica e metabolitos secundarios, tais como acidos graxos insaturados (BELLOU et a., 2014). S&o microrganismos
unicelulares, microscopicos (2-200 mm), com capacidade de proliferacdo répida em condicGes ambientais adversas
(EJOVWOKOGHENE €t al., 2015). Também podem estar associados a filosfera de plantas, que possibilitam a
despol ui¢do dos cursos de &gua, e até mesmo na protecdo contra microrganismos patogénicos (DERNER et a., 2006).

Com o atual esgotamento dos combustiveis fosseis e pelo aumento da emissdo de gases na atmosfera, a procura por
fontes alternativas vem sendo bastante atraente para o cen&rio mundial, e as microalgas estdo sendo apontadas como
organismos promissores na area biotecnol égica. Sdo capazes de desempenhar um duplo papel como biorremediacéo de
aguas residuais, bem como na geracdo de biomassa, que podem alcancar altas taxas de produtividade e acumular ato
teor lipidico e, este pode ser convertido para a producdo de biocombustiveis (HAMMOUDA et al., 2015;
EJOVWOKOGHENE et al., 2015). Diante disso, as microalgas necessitam de maior atencéo e maior investimento em
pesquisas e inovactes tecnol dgicas para of erecer beneficios nos dias atuais e futuros.

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi observar a din@mica de crescimento da Chlorella vulgaris e a densidade
celular em fungdo do tempo de cultivo utilizando o efluente industrial MEN (Meio Essencial Minimo).

Material e métodos

Este trabalho foi executado com a utilizagdo da linhagem de microalga Chlorella vulgaris, fornecida pela
Universidade Federal de Parand (UFPR). Toda atividade laboratorial foi desenvolvida no Laboratério Ecologia de
Microrganismos e Microbiologia Ambiental (LEMMA), na Universidade Estadual de Minas Gerais (UNIMONTES).
Para a obtencdo da cultura de Chlorella vulgaris, primeiramente utilizou-se um meio sintético BBM (Bold’'s Basal
Medium), sendo este 0 meio de cultivo padréo para desenvolvimento celular microalgal. Posteriormente, utilizou-se um
efluente industrial MEM (Meio Essencial Minimo), servindo como meio de cultivo alternativo, que se refere a um
efluente industrial proveniente da indUstria de medicamentos veterinérios Vallée S.A. Em seguida, a partir dos indcul os
obtidos do cultivo da Chlorella vulgaris em meio BBM, retirou-se aliquotas de 2 ml e foram adicionadas em
erlenmeyers de 250 ml na presenca de 100 ml de BBM (T1) e MEN (T2) em fase exponencial, incubados em BOD sob
condicOes estaciondrias a 30 + 2 ° C com fotoperiodo de 12\12 horas em triplicata, para fins de comparag&o.
Posteriormente o MEM foi adicionado em diferentes propor¢des ao BBM, nas quais foram de 80% (T3) e 50% (T4)
(vol/val). Com o intuito de avaliar uma maior reducdo com os custos de cultivos foi também estudado um aumento da
concentragdo molar de nutrientes do meio BBM em duas vezes (2x) mantendo-se as proporgdes de meio MEM
adicionado ao BBM de 80% e 50%, denominados (T5) e (T6) respectivamente. Para a andlise do crescimento e
densidade Optica da Chlorella vulgaris foram retiradas aliquotas de 1 ml das amostras T2, T3, T4, T5 e T6 a cada 24
horas no periodo de 10 dias consecutivos. Essas amostras foram levadas ao microscopio utilizando a camara de
Newbauer e espectrofotdmetro, onde se analisou o crescimento celular.

Das andlises edtatisticas foi empregado o software R (R Development Core Team 2008), através da
construcéo de modelos lineares generalizados (GLM) com distribuicdo de erros adequada (Crawley 2007), seguidos de
andlise de variancia (ANOVA), utilizando como varidveis explicativas a densidade celular e biomassa.
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Resultados e discussao

O MEN na concentragdo pura, que corresponde ao ensaio (T2), ndo apresentou desenvolvimento da espécie
em estudo (p<0.0001) conforme demostrado na (fig. 1), resultado que pode ser explicado, devido a baixa
disponibilidade de nutrientes para o desenvolvimento microalgal. O MEM é constituido por fontes que favorecem o
crescimento celular, como carbono, nitrogénio e fosforo, porém devido ao cultivo primério de células animais
(MDBK), é possivel que esses nutrientes se encontrem em baixas quantidades, o que impede o desenvolvimento das
células microalgais.

Dentre 0s nutrientes essenciais para o crescimento de microalgas, destaca-se o carbono, que atua diretamente na sintese
das substancias de natureza organica celular (Lourenco, 2006). Conforme o carbono vai sendo consumido durante a
multiplicagdo celular, em quantidades minimas ele se torna um fator limitante para o crescimento celular e torna o ph
do meio mais elevado. Esse fendbmeno é demonstrado pela cinética de crescimento celular nos testes (T3) e (T4) (fig.
2), onde 0 BBM quando misturado ao MEM nas proporgdes de 20% e 50%, houve melhor proliferacéo microagal, no
qual o (T4) apresentou melhores resultados devido ao maior nimero de células microalgais quando comparado aos
demais testes. O resultado é promissor e indica que nessa concentragdo houve uma melhor adaptacdo da microalga em
estudo. Além do carbono, também é importante ressaltar a importancia do nitrogénio e o fosforo como nutriente
essencial ao desenvolvimento de microalgas. A (fig. 3) ilustra a curva de crescimento da microalga em meio BBM em
uma concentragdo de 2x com adicdo de MEM nas proporcdes de 80% (T5) e 50% (T6) (vol/vol). Observou-se que nos
resultados obtidos do ensaio (T6), demonstraram melhor desenvolvimento em relagdo ao (T5) com diferencas
significativas (P<0.001). A Chlorella vulgaris apresentou rapida adaptacéo e o cultivo chegou a média de densidade
celular maxima de 3,0x1013 cél.mL-1. No oitavo e nono dias apresentaram declinio celular, que pode ter ocorrido pela
escassez de nutrientes devido ao consumo acelerado pela alta populacdo de microalgas. O tipo de método de cultura,
fontes de energia e fontes de carbono sdo sempre reconhecidos como fatores que influenciam significativamente o
crescimento microlagal (Chen et a., 2011; Mataet a., 2010, Yeh et a., 2011).

Conclusao/Conclusdes/Consider acles finais

A microalga Chlorella vulgaris apresenta 6timo crescimento celular quando € utilizado o efluente industrial
MEM em conjunto com o meio de cultura BBM na concentragéo de 50% de cada meio como fonte de nutrientes em
condicOes experimentais mixotréficas. Com o uso do efluente, foram obtidas elevadas taxas de crescimento celular o
gue corrobora para a producdo de biomassa microalgal, pois, para a viahilidade da geracdo de biocombustiveis em
maiores escalas, deve-se obter biomassa com elevadas concentracdes de lipidios ou carboidratos.
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Figura 1. Curva de crescimento da Chlorella vulgaris em cultivo BBM puro (T1) e efluente MEM puro (T2) medidas em camara de
Neubavier.
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Figura 2. Comparativo entre as curvas de crescimento da Chlorella vulgaris em mistura de meio de cultivo BBM e efluente MEM
em 20%:80% vol\vol (T3) e 50%:50% vol\vol (T4) medidas em camara de Neubaeur.
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Figura 3. Comparativo entre as curvas de crescimento da Chlorella vulgaris em mistura de meio de cultivo concentrado duas vezes
(2x) BBM e efluente MEM em 20%:80% vol\vol (T5) e 50%:50% vol\vol (T6) medidas em cdmara de Neubaeur.



