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Dos Santos, C.C.A. Avaliação do efeito das condições de cultivo na produção de 
biomassa e lipídeos da microalga Halamphora Coffeaeformis. [Dissertação – 
Mestrado]. Escola Politécnica – Universidade Federal da Bahia; Salvador, 2019. 

RESUMO 

Devido à insustentabilidade do consumo de combustíveis fósseis, seja por sua 
escassez ou pelos danos que sua queima pode ocasionar ao ecossistema terrestre, 
pesquisas cujo objetivo é o estabelecimento de alternativas a esses combustíveis vêm 
sendo realizadas. O biodiesel de microalgas é uma alternativa ao uso do combustível 
fóssil, contudo sua viabilidade financeira de produção ainda é discutida. Diante disso, 
essa pesquisa tem por objetivo, a avaliação do efeito das condições de cultivo na 
produção de biomassa e lipídeos da microalga Halamphora coffeaeformis. Utilizou-se 
para tanto, a metodologia de planejamento experimental fracionário de modo a 
estabelecer, dentre as variáveis independentes, concentração de NaNO3, 
NaH2PO4.2H2O, FeCl3.6H2O, Na2SiO3.9H2O, Salinidade e pH, quais possuem efeitos 
estatisticamente significativo sobre a produção de biomassa e lipídeos desse espécie. 
Como resultados, obteve-se que a concentração de Na2SiO3.9H2O e o pH foram os 
fatores que conferiram influência relevante sobre as duas respostas, entretanto 
exibindo efeitos positivos sobre a produção de biomassa e efeitos negativos com 
relação ao teor lipídico. Outrossim, verificou-se que nos ensaios em que o teor lipídico 
apresentou maior percentual, a biomassa seca exibiu os menores valores em massa. 
Ainda nesse estudo foi possível constatar que o exopolissacarídeo – EPS produzido 
por essa espécie interfere na quantificação da biomassa, sendo necessária, a sua 
extração antecedente ao processo de determinação de medição. 

Palavras – chave: Microalgas; Halamphora coffeaeformis; condições de cultivo, 
biomassa, lipídeos. 
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Dos Santos, C.C.A. Evaluation of the effect of culture conditions on biomass and lipid 
production of the microalgae Halamphora Coffeaeformis. [Master Dissertation]. Escola 
Politécnica – Universidade Federal da Bahia; Salvador, 2019. 

ABSTRACT 

Due to the unsustainability of the consumption of fossil fuels, either because of it’s 
scarcity or because of the damage that it’s burning can cause to the terrestrial 
ecosystem, researches whose objective is the establishment of alternatives to these 
fuels have been carried out. Microalgae biodiesel is an alternative to the use of fossil 
fuel, however it’s financial feasibility of production is discussed. The objective of this 
research was to evaluate the effect of culture conditions on the biomass and lipid 
production of the microalgae Halamphora coffeaeformis. The methodology of the DOE 
was used to establish, among the independent variables, NaNO3, NaH2PO4.2H2O, 
FeCl3.6H2O, Na2SiO3.9H2O, Salinity and pH, which have statistically significant effects 
on the production of biomass and lipids of this species. As results, the concentration of 
Na2SiO3.9H2O and the pH were the factors that gave relevant influence on the two 
responses, however showing positive effect on the biomass production and negative 
effect with respect to the lipid content. Moreover, it was verified that in the tests in 
which the lipid content presented the highest percentage, the dry biomass exhibited 
the smallest values. Also in this study it was possible to verify that the 
exopolysaccharide - EPS produced by this species interferes in the quantification of 
the biomass, being necessary it’s extraction antecedent to the biomass determination. 

Keywords – Microalgae; Halamphora coffeaeformis; cultivation conditions, biomass, 
lipids. 
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1. INTRODUÇÃO 

No âmbito mundial, o setor energético é o primeiro em emissões de gases do efeito 

estufa, com o setor de transportes apresentando as maiores taxas de emissões nesse 

setor, o que favorece mudanças climáticas. No Brasil, consoante as informações 

fornecidas pelo Observatório do Clima (2017), o setor de energia é o terceiro em 

emissão de CO2, com o setor de transportes apresentando o maior percentual em 

emissão. Além das emissões as quais são prejudiciais ao meio ambiente, as crises 

recorrentes do petróleo por conta da sua insustentabilidade mediante o aumento da 

demanda a cada ano, também representam um fator de apreensão. 

Diante disso, a busca por combustíveis alternativos aos fósseis têm se acentuado. Os 

biocombustíveis conforme a Agência Nacional de Petróleo, Gás Natural e 

Biocombustíveis (ANP), 

“são derivados de biomassa renovável que podem substituir, parcial 

ou totalmente, combustíveis derivados de petróleo e gás natural em 

motores à combustão ou em outro tipo de geração de energia.” (ANP, 

2016). 

Dentre os mais explorados, está o biodiesel que é conceituado, de acordo com Lee et 

al. (2015) como “uma mistura de ésteres metílicos de ácidos graxos produzidos pela 

transesterificação de triglicerídeos com aceitadores de alquilo, tais como metanol, na 

presença de um catalisador”.  

Esse combustível pode ser produzido tendo com base óleos de diferentes matérias 

primas, podendo ser considerado de primeira, segunda ou terceira geração. Biodiesel 

de primeira geração é assim classificado por ser gerado a partir de oleaginosas 

comestíveis, tais como soja e palma. A produção de biodiesel de segunda geração se 

dá mediante utilização de fontes não alimentares, por exemplo, óleo residual de 

cozinha e gordura animal. Esse combustível é dito como de terceira geração quando 

é originário da biomassa de microalgas, e, assim como o de segunda geração, não há 

competição com o setor alimentício (MARTIN e GROSSMANN, 2012). 

O biodiesel produzido tendo as microalgas como matéria prima apresenta diversas 

vantagens quando comparado com o combustível originário de óleos vegetais, 
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contudo, ainda há necessidade de aplicação de esforços no contexto de viabilizar a 

sua comercialização de modo a torná-lo competitivo em relação aos demais. 

A produção de biodiesel de microalgas perpassa por algumas etapas cruciais, desde 

a seleção de espécies promissoras, até o método de extração e transformação dos 

óleos em combustível. A etapa de cultivo é uma das mais importantes, visto que é 

nesta fase que ocorre a produção de biomassa e a síntese dos lipídeos os quais são 

imprescindíveis à geração do biodiesel (YEESANG e CHEIRSILP, 2011). Contudo, 

nessa etapa, o estudo das condições de cultivo (nutricionais e/ou abióticas) de 

espécies com alto rendimento em lipídeos e aplicação de técnicas que propiciem 

elevadas produtividade em biomassa e óleo, ainda é substancial. 

Nesse trabalho, as condições de cultivo da espécie de microalga Halamphora 

coffeaeformis (pertencente ao grupo das diatomáceas), foram avaliadas de modo a 

maximizar o seu rendimento em biomassa e lipídeos. A seleção dessa espécie para 

tal é justificada uma vez que a mesma é nativa, isolada do litoral da cidade de 

Salvador - Bahia; é termotolerante, com capacidade de resistir a temperaturas de até 

50ºC.  

Além disso, essa espécie possui características de um micro-organismo 

biorremediador, que quando cultivado em efluente doméstico logra remoções de 

aproximadamente, 50% e 95%, de compostos nitrogenados e fosfatos, 

respectivamente. Ademais, essa diatomácea apresenta elevado potencial de 

produção de biodiesel, visto o seu alto conteúdo lipídico quando comparado com 

outras algas utilizadas para esse fim. Outra vantagem apresentada por essa espécie 

é a facilidade de colheita (separação da biomassa do meio líquido), que é uma etapa 

importante para a produção de biodiesel, pois representa cerca de 20 a 30% do custo 

de produção, conforme expõem Lee et. al. (2015). Também foi contemplada na 

seleção dessa espécie a escassez de estudos com a finalidade de produção de 

biodiesel sobre a mesma. 

Sendo assim, essa pesquisa abarca dois pressupostos: 

 Que é possível maximizar a produção de biomassa da microalga Halamphora 

coffeaeformis, mediante alteração das suas condições de cultivo. 
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 Que a produtividade lipídica pode ser assegurada com o cultivo em dois 

estágios, sendo que no primeiro a produção de biomassa é priorizada e no 

segundo, a produção de lipídeos, obtendo a condição ótima para a produção de 

biodiesel de microalgas. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Avaliar o efeito das condições de cultivo na produção de biomassa e lipídeos da 

microalga Halamphora coffeaeformis de modo a identificar o seu potencial para a 

produção de biodiesel. 

2.2. Objetivos Específicos 

 Investigar condições de cultivo, que, de acordo com a literatura, atribuem 

influência na produção de biomassa e lipídeos em diferentes espécies de 

microalgas; 

 Avaliar os efeitos das condições de cultivo sobre a produção de biomassa e de 

lipídeos da H. coffeaeformis; 

 Identificar quais condições são estatisticamente significativas na produção de 

biomassa e de lipídeos da H. coffeaeformis. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. Microalgas  

Microalgas são micro-organismos unicelulares ou pluricelulares simples, 

fotossintéticos, procariotas ou eucariotas, os quais podem habitar em todos os tipos 

de ecossistemas, com elevada adaptabilidade quando submetidos a distintas 

condições ambientais (MATA et al., 2010; BAHADAR e BILAL KHAN, 2013; 

MORENO-GARCIA et al., 2017; PATEL et al., 2017).  

As microalgas são compostas basicamente por proteínas, carboidratos e lipídeos em 

proporções diferenciadas a depender da espécie e das condições as quais as 

mesmas forem submetidas. A Tabela 1 apresenta a composição celular de algumas 

espécies de microalgas. 

Tabela 1 – Composição bioquímica de algumas espécies de microalgas 

Espécie Proteínas (%) Carboidratos (%) Lipídeos (%) 
Ácidos 

Nucléicos 
(%) 

Botryococcus braunii 40 - 43 2 – 2,5 33 - 35 -- 

Chlorella minutissima 50 - 56 10 -17 12 - 14 -- 

Chlorella vulgaris 51 - 58 12 - 17 14 - 22 4 – 5 

Dunaliella tertiolecta 29 – 32 14 - 15 11 - 13 -- 

Euglena gracilis 39 – 61 14 - 18 14 - 20 -- 

Porphyridium 
cruentum 

28 – 39 40 - 57 9 - 14 -- 

Spirulina platensis 46 – 63 8 - 14 4 - 9 2 – 5 

Synechococcus sp. 63 15 11 5 

Fonte: (BECKER, 1994; SYDNEY et al., 2010; MINHAT et al., 2016). 

De acordo com o tipo de biocomposto, a produção de biomassa desse microrganismo 

possui vasta aplicabilidade econômica, podendo ser utilizada para a alimentação 

animal e humana, para a obtenção de pigmentos (que podem ser utilizados como 

corantes), para a aquisição de fármacos e vitaminas, como biofertilizante e 

biorremediadora de águas residuais (PULZ e GROSS, 2004). Outrossim, a biomassa 

de microalgas possui valor energético agregado, o qual vem sido profusamente 

estudado por conta, principalmente, da insustentabilidade da continuidade do 

emprego de combustíveis fósseis. A partir dessa matéria prima é possível produzir 
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biodiesel, bioetanol, biometano e biohidrogênio (BRENNAN e OWENDE, 2010; 

BAHADAR e BILAL KHAN, 2013). A Figura 1 esquematiza os possíveis produtos 

extraídos da biomassa das microalgas e suas aplicações. 

Figura 1 - Aplicações da biomassa de microalgas 

 
Fonte: Adaptado de PATEL et al. (2017). 

Conforme observado na Figura 1, as microalgas utilizam luz do sol, CO2 e nutrientes 

para o seu crescimento e multiplicação. Posteriormente ao cultivo, é possível garantir, 

a partir da centrifugação, a extração do exopolissacarídeo, o qual pode ser utilizado 

na indústria farmacêutica e/ou na agricultura (MARTÍN et al., 2018). Após a 

fermentação, os bioplásticos e o etanol são obtidos, e, mediante gaseificação, o bio-

hidrogênio. Aplicando diferentes métodos de extração, é possível obter vitaminas, 

carboidratos (que podem ser utilizados para geração de etanol), pigmentos (como o -

caroteno e a astaxantina, utilizada na indústria farmacêutica), proteínas (empregadas, 

principalmente, na alimentação animal, na aquicultura e também como suplemento na 

alimentação humana), e, por fim, por intermédio da extração dos lipídeos é permitida 

a produção do biodiesel (PATEL et al., 2017). 
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3.1.1. Halamphora coffeaeformis 

“As microalgas são classificadas grupos, cujos cinco principais são: Cyanophyceae 

(algas azuis esverdeadas), Chlorophyceae (algas verdes), Phaeophyceae (algas 

marrons), Rhodophyceae (algas vermelhas) e Bacillariophyceae (diatomáceas)” 

(CAVALCANTI, 2016). 

Desconhecidas até o século XVIII, as diatomáceas são algas diversificadas que 

constituem a Classe Bacillariophyceae, e se diferenciam das outras algas por sua 

principal característica, a presença de frústulas silicosas (parede celular dividida em 

duas partes, formada por sílica). A palavra diatomácea tem origem no grego, e tem 

por significado, dia, “de um extremo a outro” e tomos, “corte” (LOURENÇO, 2006; 

LEVITAN et al., 2014). 

Diatomácea é o grupo mais diverso de fitoplânctons e possui significativa importância 

para o ambiente marinho, uma vez que produz elevada quantidade de carbono 

orgânico, o qual é consumido rapidamente, pois esse grupo configura a base da 

cadeia alimentar marinha. Além disso, a matéria orgânica de diatomáceas ao 

submergir nos oceanos, serve tanto de alimento para organismos de águas 

profundas, quanto para a contribuição para as reservas de petróleo (ARMBRUST, 

2009). 

A Halamphora coffeaeformis (C.Agardh) Levkov (2009) (Figura 2) é uma diatomácea 

do gênero Halamphora, descrito recentemente, após a divisão do gênero Amphora. 

As informações taxonômicas dessa microalga podem ser visualizadas no Quadro 1. 
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Figura 2 – Halamphora coffeaeformis 

 

Fonte: Martín et al., (2016). 

Quadro 1 - Informações taxonômicas da H. coffeaeformis 

Domínio Eucarionte 

Reino Chromista 

Filo Bacillariophyta 

Classe Bacillariophyceae 

Ordem Naviculales 

Família Amphipleuraceae 

Gênero Halamphora 

Espécie Halamphora coffeaeformis 

Fonte: Adaptado de Guiry (2019). 

A H. coffeaeformis até 2009 era conhecida como Amphora Coffeaeformis, ambos 

nomes atualmente são utilizados como sinônimos, de acordo com Guiry (2019). Trata-

se de uma espécie marinha, bentônica e altamente polimórfica, capaz de tolerar 

http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=139141
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situações ambientais adversas (ARCHIBALD e SCHOEMAN, 1984). A Amphora 

coffeaeformis foi muito estudada por sua capacidade de produção de mucilagem 

(exopolissacarídeos - EPS), tendo sido encontrada, por exemplo, em uma massa de 

mucilagem no norte do Mar Adriático, no ano de 1988 (BRUNO et al., 1993). Existem 

estudos que evidenciam sua propensão em participar dos biofilmes formados em 

cascos de navios, devido a sua tolerância ao elemento cobre, constituinte das tintas 

desse meio de transporte (ROBINSON et al., 1985). 

A partir de pesquisa avançada realizada na base “web of science” empregando as 

palavras-chave combinadas: “Amphora AND coffeaeformis AND biodiesel” e 

“Halamphora AND coffeaeformis AND biodiesel”, foi possível identificar apenas 5 

(cinco) estudos envolvendo essa espécie como matéria prima viável para obtenção de 

biodiesel (Erro! Fonte de referência não encontrada.), embora 4 (quatro) deles 

apontem o potencial da mesma para a produção desse biocombustível. 

Figura 3 - Número de artigos por ano encontrados nessa pesquisa 

 

Fonte: Adaptado de “Web of Science” (2018). 

Na pesquisa realizada por Martín et al. (2016), os autores concluíram que essa 

espécie possui elevado potencial para a produção de biodiesel, apresentando lipídeos 

com um bom índice de qualidade. Martín et al. (2018) obtiveram aproximadamente 

33% de conteúdo lipídico a partir do peso seco livre de cinzas, quando essa espécie 

foi cultivada até a fase de declínio, percentual análogo ao apresentado pela 

Botryococcus braunii (Tabela 1), entretanto, essa última exibe um lento crescimento, o 
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que dificulta o cultivo e propicia a contaminação do meio, conforme reportado por 

Tavares (2009). Rajaram et al. (2018) citaram a Amphora coffeaeformis RR03 como 

uma nova diatomácea marinha e concluíram a partir dessa pesquisa, que essa 

espécie tem potencial para a produção de bio-óleo, uma vez que sua biomassa 

apresentou 47,72% de 16-octadecenoato de metila e 19,58% 13-metil 

pentadecanoato de metila.  

3.2. Microalgas como fonte de lipídeos para a produção de biodiesel 

3.2.1. Biossíntese de lipídeos de microalgas 

Lipídeos são “componentes celulares não solúveis em água que podem ser extraídos 

por solventes apolares” (NELSON e COX, 2011). Eles são classificados em dois 

grandes grupos, os lipídeos polares (fosfolipídeos e glicolipídeos) e lipídeos neutros 

(que podem ser acilgliceróis e ácidos graxos livres), sendo que os primeiros 

constituem a membrana celular e o segundo grupo possui a função de armazenar 

energia para a célula. Os ácidos graxos são os principais constituintes dos lipídeos e 

podem ser saturados ou insaturados (HALIM et al., 2012).  

A diferença entre os ácidos graxos saturados e insaturados está no tipo de ligação, os 

últimos apresentam no mínimo uma ligação dupla, enquanto que os saturados não 

exibem ligação dupla (MUBARAK et al., 2015). Srinuanpan et al. (2018) indicam que 

os ácidos graxos saturados são utilizados preferencialmente para a produção de 

biodiesel, uma vez que garante uma melhor qualidade desse combustível, e uma 

estabilidade oxidativa superior aos ácidos graxos insaturados.  

Inserido no grupo dos lipídeos neutros, os triacilgliceróis (TAG), conhecidos também 

como triglicerídeos, são os óleos desejados quando se tem por finalidade a produção 

de biodiesel (HUANG et al., 2010). Esses autores relatam que a biossíntese dos 

triacilgliceróis ocorre em três estágios: formação do composto Acetil Coenzima A 

(Acetil CoA), elongamento e dessaturação da cadeia de carbono dos ácidos graxos e, 

por fim, biogênese dos triglicerídeos. 

A formação de Acetil CoA ocorre no cloroplasto e o condutor para que essa reação 

ocorra é o Gliceraldeído 3 – Fosfato (GAP) produzido a partir da fotossíntese, no qual 

a clorofila converte energia luminosa em adenosina trifosfato (ATP) e fosfato de 
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dinucleotídeo de nicotinamida e adenina (NADPH). Parte do GAP é utilizada para a 

rota de produção de carboidratos e a outra parte é oxidada, transformando-se em 

piruvato e posteriormente em Acetil CoA, por intermédio da glicose e da catalisação 

da enzima piruvato desidrogenase (HUANG et al., 2010; LV et al., 2010). 

Ulteriormente transcorre a formação da molécula malonil-CoA (malonil coenzima A) a 

partir do composto Acetil CoA, o qual é catalisado com o auxílio da enzima acetil CoA 

carboxilase. Concomitantemente, há a ativação dos grupos malonil e acetil, de modo 

a dar início ao processo de elongação, por intermédio da enzima FAS (ácido graxo de 

síntese). Os ácidos graxos sintetizados nessa fase podem ser de cadeia longa (C20 – 

C22) ou cadeia curta (C14 – C18), todavia, os ácidos graxos de cadeia longa são 

indesejáveis à produção de biodiesel e algumas microalgas são propensas a sintetizá-

los, destarte, essas microalgas não devem ser empregadas na produção desse 

biocombustível (HUANG et al., 2010). 

Por fim, ocorre à formação dos triglicerídeos, que são compostos por três ácidos 

graxos em ligação éster a um glicerol e são preferencialmente utilizados para a 

produção de biodiesel. A Figura 4, apresenta uma síntese do processo de produção 

dos triglicerídeos. 
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Figura 4 - Síntese de triglicerídeos 

 

Fonte: Adaptado de HUANG et al.,(2010). 

A formação dos triglicerídeos depende das condições físicas e ambientais que as 

microalgas serão expostas na fase de cultivo. Pesquisadores concordam que em 

condições de cultivo adversas (que promovam o estresse celular), as microalgas 

tendem a produzir uma maior quantidade desse grupo de lipídeos, uma vez que os 

TAG’s têm por função, o armazenamento de energia para a célula (HU et al., 2008; 

HUANG et al., 2010; LV et al., 2010; MUBARAK et al., 2015). Sendo assim, diversos 

estudos vêm buscando maneiras de aumentar a eficiência na produção desse grupo 

de lipídeos nas células das algas, almejando, dessa forma, um melhor rendimento e, 

assim, minorar o custo na produção do biodiesel de terceira geração. 

3.2.2. Biodiesel de Microalgas 

O biodiesel produzido a partir das microalgas é dito como de terceira geração, visto 

que não há competição com a indústria alimentícia, o que configura uma das 

vantagens sobre o biodiesel proveniente de óleos vegetais, os quais possuem maior 

investimento no mercado atual de biocombustíveis (CANTER et al., 2015). Essa 

matéria prima apresenta outras vantagens quando comparada com a utilização de 
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plantas oleaginosas, contudo, como em todo processo, há também limitações, as 

quais necessitam de esforços para serem superadas, uma vez que a substituição dos 

combustíveis fósseis por renováveis é indeclinável (RODOLFI et al., 2009). 

O Quadro 2 aponta as vantagens e limitações da utilização das microalgas como 

matéria prima para a produção de biodiesel, contrapondo-se ao processo de 

fabricação desse combustível a partir de plantas oleaginosas.  

Quadro 2 - Vantagens e limitações da utilização das microalgas para a produção de 
biodiesel, quando comparadas com as oleaginosas. 

Vantagens Limitações 

Alta taxa de crescimento em curto tempo  Baixa concentração de biomassa  

Menos demanda de água que culturas terrestres  Difícil colheita  

Requerimento de pouca área  Elevado custo de produção  

Alta concentração de lipídeos neutros Biodiesel propício à oxidação  

Biodiesel sem enxofre  Tecnologia relativamente nova  

Biodiesel não tóxico e biodegradável  
Conteúdo energético menor que o do diesel de 
petróleo  

Não requer uso de herbicida e pesticidas  Dificuldade de cultivo em larga escala 

Pode reduzir as emissões de carbono  
Necessidade de selecionar espécies com 
elevado conteúdo lipídico e alta produtividade 
em biomassa 

Podem ser cultivadas em águas residuais, 
salobras e marinhas 

Elevado requerimento energético devido a 
necessidade de bombeamento de ar, colheita e 
desidratação da biomassa, resultando em uma 
razão de energia líquida (NER) negativa  

Podem ser cultivadas em áreas desérticas, 
áridas e/ou semiáridas  

- 

Microalgas produzem produtos com valor 
agregado, tais como, proteínas e carboidratos 

- 

Fonte: (RODOLFI et al., 2009; AHMAD et al., 2011; BAHADAR e BILAL KHAN, 2013; CHISTI, 
2013; KIRROLIA et al., 2013; CANTER et al., 2015). 

O processo de produção de biodiesel a partir de microalgas abarca duas etapas 

globais, a de montante, que compreende as tecnologias de cultivo, com a promoção 

de estratégias que possibilitem a melhoria de rendimento celular e de lipídeos, e, a 

fase a jusante, que integra os processos de separação da biomassa do meio de 

cultivo, incluindo a secagem, extração e purificação dos lipídeos e, por fim, a 

conversão desses lipídeos em biodiesel (MEDIPALLY et al., 2015). 

Preliminarmente à aplicação de tecnologias, deve ser realizada a seleção das 

espécies a serem empregadas no processo. Segundo Lv et al. (2010), a escolha de 



27 
 

espécies com elevado teor de lipídeos e alta produtividade de biomassa são fatores 

indispensáveis na busca por viabilidade econômica na produção de biodiesel a partir 

de microalgas. Além disso, Greenwell et al. (2010) apontam para a relevância das 

propriedades físicas das microalgas, avocando as atenções também para a seleção 

de espécies que apresentam a facilidade de recuperação do meio de cultivo. 

Consoante Brennan e Owende (2010) e Pôjo (2016), 

“a microalga deve ser capaz de sobreviver a uma grande variedade de 
temperaturas; possuir alta eficiência fotossintética; não necessitar de 
muitos nutrientes; ser capaz de dominar estirpes selvagens em 
sistemas de produção abertos; sobreviver às tensões de cisalhamento 
comuns nos fotobiorreatores; possuir elevada produção de lipídeos; ter 
alta capacidade de captação de CO2; características de 
autofloculação e produção de coprodutos valiosos.” 

Nascimento et al. (2015) expõem que a principal característica que uma microalga 

deve ter quando é desejada a produção de biodiesel é o rendimento em lipídeos, o 

que pode variar a depender de uma série de fatores, tais como condições de cultivo e 

espécies utilizadas. Em complemento, Kaewkannetra et al. (2012) destacam que é 

fundamental a utilização de espécies nativas e a otimização das suas condições de 

cultivo, de modo a viabilizar a comercialização do biodiesel produzido a partir de 

microalgas. Ademais, Lee et al. (2015) relataram que aliar a seleção de espécies com 

o melhoramento genético é necessário para a obtenção de um biodiesel similar ao 

diesel de petróleo. 

Após a seleção da espécie, o cultivo é a etapa posposta quando se deseja produzir 

biodiesel. Essa etapa visa à produção de biomassa e biocompostos e é importante, 

uma vez que nela será obtida a matéria-prima que será processada nas demais fases. 

É nessa etapa que ocorre a fixação de CO2 utilizado na fotossíntese. Diversos fatores 

podem impactar nessa fase, destacando-se, temperatura, luminosidade, pH, 

salinidade, fonte de carbono, concentrações de nitrogênio, fósforo, sílica, ferro, 

vitaminas e CO2. 

O próximo passo do processo é a separação da biomassa obtida do meio onde fora 

cultivada. Essa fase representa um dos maiores obstáculos para a produção de 

biodiesel a partir de microalgas, uma vez que os custos empregados podem atingir de 

20 a 30% do custo global do processo (LEE et al., 2015). Os métodos de colheita de 

biomassa de microalgas compreendem processos físicos, químicos e biológicos e a 
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escolha pela melhor alternativa é dependente das características físicas da microalga, 

tais como tamanho e densidade (OLAIZOLA, 2003). 

De acordo com Brennan e Owende (2010) normalmente esse processo ocorre em 

duas etapas, a primeira permite a separação da biomassa da suspensão, a partir de 

técnicas como floculação, flotação e sedimentação. Já a segunda, visa concentrar 

essa biomassa, empregando métodos como centrifugação e filtração. 

A sedimentação é uma técnica simples, de baixo custo, e fácil controle, contudo, a 

depender da espécie, pode se tornar um processo lento de colheita, e, como 

conseqüência, pode ocorrer a deterioração da biomassa. A densidade da microalga é 

um ponto importante nesse mecanismo (RAWAT et al., 2013).  

Assim como a sedimentação, a coagulação/floculação são métodos simples e 

rápidos, sem emprego de energia, porém diferente da primeira, são utilizados quando 

se tem elevados volumes de cultura. Nessa técnica, às células, que possuem cargas 

negativas e assim repulsão entre elas, são adicionados floculantes como, Cloreto 

Férrico (FeCl3) e Sulfato de Alumínio Al2(SO4)3, o que possibilita a interação entre as 

células, formando flocos maiores e mais densos, viabilizando a sedimentação dos 

mesmos. As limitações inerentes a essa técnica é, por vezes, a não reciclagem do 

meio de cultivo, bem como o encarecimento do processo pela utilização dos 

floculantes e, por fim, a toxicidade desses produtos para a biomassa de microalgas 

(MOLINA GRIMA et al., 2003).  

Na flotação, geralmente, há um tratamento anterior da célula com adição de sais de 

polieletrólitos, de modo a aumentar o tamanho dos flocos. Após esse tratamento, as 

células são submetidas à flotação por ar dissolvido, onde bolhas finas são formadas e 

aderem aos flocos que flutuam para a superfície do recipiente. As limitações desse 

mecanismo incluem o elevado consumo energético por conta dos injetores de ar e a 

toxicidade dos materiais utilizados para a biomassa de microalgas (RAWAT et al., 

2013; ZHU et al., 2017). 

A centrifugação compreende o uso da força centrífuga de modo a acelerar a taxa de 

sedimentação. É uma técnica amplamente utilizada por não necessitar a adição de 

reagentes químicos, entretanto, é um processo que envolve o uso de energia, o que o 

torna um método com um custo mais elevado, tanto financeiro, quanto energético. Por 

fim, a filtração é um método físico que se baseia na separação sólido-líquido por 
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intermédio de uma membrana que permite a retenção das microalgas. É um 

procedimento pouco utilizado em grande escala devido ao tempo demandado (SUALI 

e SARBATLY, 2012). 

Ulteriormente à sua separação, o produto do cultivo é submetido a um processo de 

secagem, o qual deve ser realizado da maneira mais rápida possível, de modo que 

não ocorra a deterioração da biomassa. Os processos de secagem comumente 

utilizados são a secagem por pulverização, em tambor, por liofilização, em estufa e 

diretamente ao sol (MOLINA GRIMA et al., 2003). Em seguida é realizada a extração 

e purificação dos lipídeos, cujos métodos mais aplicados são a extração mecânica e a 

utilização de solvente líquido (CUELLAR-BERMUDEZ et al., 2015).  

Para que o conteúdo celular seja extraído, preliminarmente é necessário que haja a 

ruptura da parede celular da microalga. Sendo assim, conforme  Su et al. (2017) os 

métodos de extração de lipídeos podem ser físicos ou químicos, e as metodologias 

mais utilizadas são: ultrassom, micro-ondas, utilização de solventes orgânicos, 

choque osmótico, extração enzimática e extração de fluídos supercríticos. Medipally 

et al. (2015) abordam que a escolha do método deve considerar os custos, a 

eficiência (de extração e energética), a toxicidade e a facilidade de manuseio. 

Por fim, os óleos extraídos são transformados em biodiesel, e, para tanto, as técnicas 

mais utilizadas são, transesterificação, microemulsões, pirólise, liquefação e uso 

direto e mistura de óleos crus (MCKENDRY, 2002; BRENNAN e OWENDE, 2010; 

AHMAD et al., 2011). O processo de produção de biodiesel a partir de microalgas foi 

sumarizado para um melhor entendimento, e pode ser visualizado mediante Figura 5. 
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Figura 5 - Processo de produção do biodiesel a partir de microalgas 

 

Fonte: Adaptado de Lee et al. (2015); Medipally et al. (2015); Suali e Sarbatly (2012). 

3.2.3. Novas perspectivas na produção de biodiesel a partir de microalgas 

Apesar de apresentar diversas vantagens quando comparado com o biodiesel 

produzido a partir óleos comestíveis, essa tecnologia ainda não é indicada devido ao 

alto custo associado ao processo. Destarte, muitos esforços têm sido convergidos 

para a redução do valor associado ao biodiesel de microalgas. 
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Os Estados Unidos da América (EUA) estão entre os países pioneiros e os que mais 

investem em pesquisas científicas sobre energia a partir de microalgas. De acordo 

com Su et al. (2017) desde 2008, o governo norte americano, investiu mais de 450 

milhões de dólares nessas pesquisas. Juntamente com os EUA, países da União 

Europeia, a citar, Irlanda, Inglaterra e Alemanha, e a China são os que possuem 

políticas de investimento em pesquisas científicas que viabilizem a comercialização 

do combustível de microalgas (SU et al., 2017). 

Segundo Chisti (2012) o custo estimado para a produção de uma biomassa com 

conteúdo total de lipídeos referente a 40% do seu peso seco, não deve ultrapassar 

US$ 0,25 por kg, de modo que essa biomassa seja competitiva com o petróleo. 

Entretanto, em conformidade com o mesmo autor, o valor real do custo de produção 

da biomassa é 10 vezes maior do que a estimativa recomenda.  

Sendo assim, numerosos autores se dedicaram a estudar alternativas que propiciem 

a competitividade do biodiesel de microalgas aos combustíveis fósseis. Zhu et al. 

(2017) elencaram possíveis estratégias que possibilitem a redução de custos no 

processo, bem como agreguem valor ao mesmo. Dentre os mecanismos abordados 

por esses autores estão à utilização da engenharia genética e metabólica, o 

isolamento de espécies adequadas, o cultivo contínuo e semicontínuo, técnicas 

otimizadas de colheita, integração com o tratamento de efluentes e biorrefinaria de 

microalgas, com a produção de múltiplos coprodutos com elevado valor. 

Rastogi et al. (2018) apontam que as mudanças nas condições de cultivo e a 

utilização da engenharia metabólica com o objetivo de aumentar a síntese de lipídeos, 

têm sido tema de pesquisas atuais. Já Chen et al. (2018) expõem que o cultivo de 

microalgas em área rural, a produção simultânea de lipídeos com outros produtos de 

valor agregado, como proteínas e vitaminas, o cultivo combinado de microalgas, 

peixes, tartarugas e camarão e, por fim, a integração do cultivo de microalgas com 

outro tratamento, a citar, o tratamento de águas residuárias, são quatro estratégias as 

quais consideram que podem ser aplicadas com o intuito de reduzir os custos de 

produção do biodiesel de microalgas. 

Singh et al. (2016) acreditam que o aumento do conteúdo lipídico de microalgas é um 

artifício que também pode contribuir para a dedução dos custos da produção de 

biodiesel a partir dessa matéria prima. Para tanto, esses autores acreditam que novas 
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abordagens como a combinação de fatores nutricionais e abióticos pensando na 

reprodução dos cultivos realizados em escala de bancada na escala industrial, o uso 

de fitos hormônios, o cultivo em dois estágios, a suplementação com EDTA e o uso 

de aditivos químicos como Brefeldin A, devem ser aplicadas. 

3.3. Cultivos de Microalgas 

3.3.1. Mecanismos de Cultivo de Microalgas 

A biomassa de microalgas pode ser obtida a partir de diferentes mecanismos de 

cultivo, podendo ser eles, autotróficos, heterotróficos ou mixotróficos (BRENNAN e 

OWENDE, 2010; CUELLAR-BERMUDEZ et al., 2015). 

No cultivo autotrófico há utilização de energia luminosa para que a reação de 

fotossíntese possa ocorrer, e de carbono inorgânico como fonte de carbono (HUANG 

et al., 2010; SUALI e SARBATLY, 2012). Consoante Amaro et. al. (2011) esse tipo de 

cultivo apresenta menor possibilidade de contaminação quando comparado aos 

demais tipos. É o cultivo mais empregado em escala de bancada. 

A microalga quando cultivada em um meio heterotrófico utiliza como fonte de energia 

e carbono, o carbono orgânico. Esse tipo de cultivo costuma elevar os custos da 

produção de biodiesel quando a fonte de carbono necessita ser comprada, todavia, 

podem ser utilizadas fontes alternativas de carbono orgânico, as quais não agregam 

custo e ainda pode acrescentar valor à produção, sendo possível citar, a utilização de 

águas residuárias, efluentes agroindustriais e suínos (AMARO et. al., 2011; SUALI e 

SARBATLY, 2012; CAPORGNO et al., 2015). 

O cultivo mixotrófico é aquele que possibilita a realização da fotossíntese a partir de 

fonte de energia e carbono de origem luminosa e/ou orgânica e de origem orgânica 

e/ou inorgânica, respectivamente. O Erro! Fonte de referência não encontrada. 

apresenta, de maneira resumida, os mecanismos de cultivos existentes para as 

microalgas, bem como suas principais desvantagens. 

Quadro 3 - Mecanismos de cultivo de microalgas 

Tipo de 
Cultivo 

Fonte de 
Energia 

Fonte de Carbono Principais Desvantagens 
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Tipo de 
Cultivo 

Fonte de 
Energia 

Fonte de Carbono Principais Desvantagens 

Fototrófico Luz Carbono Inorgânico Baixa densidade celular 

Heterotrófico Orgânica Orgânico 
Alto custo de substrato 
Risco de contaminação 

Mixotrófico 
Luz e/ou 
Orgânica 

Orgânico e/ou 
Inorgânico 

Elevado custo de substrato e 
equipamento 

Risco de contaminação 

Fonte: Adaptado de Suali e Sarbatly (2012); Hakalin (2014); CHEN et al. (2015). 

3.3.2. Tipos de Cultivo 

Quanto aos tipos de cultivos existentes para as microalgas é possível destacar os 

sistemas abertos ou sistemas de fotobioreatores fechados (CHISTI, 2007; BRENNAN 

e OWENDE, 2010; BAHADAR e BILAL KHAN, 2013; RAWAT et al., 2013).  

Os sistemas abertos ou lagoas abertas ou ainda “raceway” são comumente 

fabricados em concreto, podem assumir diferentes larguras e diâmetros e são 

geralmente empregados quando o cultivo é realizado em uma escala piloto, sendo 

executado ao ar livre (PATEL et al. 2017; HALIM et. al. 2012).  

Os fotobioreatores (PBRs) são sistemas integral ou parcialmente fechados, que 

podem ser fabricados levando-se em consideração as características das espécies de 

microalgas, sendo assim, são mais adaptáveis quando comparados com os sistemas 

abertos. Esses reatores podem ser tubulares, de placas ou de bolhas (MATA et al., 

2010; PATEL et al., 2017). 

A Tabela 2 expõe as principais características dos sistemas de cultivo de microalgas.  

Tabela 2 – Características dos sistemas de cultivo de microalgas 

Característica Sistemas Abertos Sistemas Fechados 

Razão Área/Volume 
Larga (de 4 a 10 vezes maior que o 

sistema fechado) 
Pequena 

Espécies de Microalgas Restrito Flexível 

Principal Critério para a Seleção 
de Espécies 

Competição de crescimento 
Resistência ao 
cisalhamento 

Densidade Populacional Baixa Alta 
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Característica Sistemas Abertos Sistemas Fechados 

Eficiência na Colheita  Baixa Alta 

Período de Cultivo Limitado Estendido 

Contaminação Possível Improvável 

Utilização Eficiente da Luz Baixa a Média Média a excelente 

Transferência de Gás Baixa Média a Alta 

Controle de Temperatura Nenhum Excelente 

Investimento de Capital Baixo Elevado 

Fonte: Adaptado de Carvalho e Meireles (2006). 

3.4. Condições de cultivo de microalgas 

O aumento do rendimento do conteúdo lipídico de microalgas configura uma das 

dificuldades para a produção de biocombustíveis (YANG et al. 2018). Assim, quando 

se deseja produzir biodiesel a partir de microalgas é indispensável o conhecimento de 

parâmetros ambientais e abióticos, bem como, as interações que possam influenciar a 

obtenção de biomassa e bioprodutos, como os lipídeos, com a finalidade de garantir 

um produto final de qualidade (AMARO et al., 2011; CHIRANJEEVI e MOHAN, 2016). 

Pesquisas atuais relacionadas ao aumento do teor lipídico em microalgas, convergem 

para a seleção de espécies, otimização das condições de cultivo e para a 

transformação celular com o uso da engenharia genética (YANG et al., 2018). Esses 

autores ainda expuseram que o equilíbrio da alteração na condição nutricional do 

meio de cultivo, pode ser determinante para a competitividade dos biocombustíveis de 

terceira geração. 

Lv et al. (2010) relataram que apesar de vários pesquisadores terem estudado 

algumas condições que afetam tanto a produção de biomassa, quanto a de lipídeos, 

poucos se dedicaram no estudo simultâneo desses fatores. Sendo assim, a utilização 

da análise multifatorial já tem sido prevista como necessária para os estudos das 

variáveis de cultivo das microalgas, de modo a encontrar os valores ótimos para 

esses parâmetros e obter as melhores condições, considerando as interações entre 
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os parâmetros e diminuindo assim, o tempo e o custo com experimentos realizados 

variando-se uma condição por vez (RUANGSOMBOON, 2012; HOSSAIN et al., 

2018).  

Outrossim, Singh et al. (2015) asseguraram que conhecer a interação entre o efeito 

das condições de cultivo das microalgas, bem como os seus efeitos independentes na 

produção de lipídeos, é primordial quando se requer máximos rendimentos. Eles 

ainda explicam que a utilização de metodologias convencionais para esse tipo de 

estudo é trabalhosa, visto que demanda quantidades exageradas de reagentes e 

testes, reafirmando, então, a conveniência em se utilizar da análise multifatorial. 

Normalmente, quando as microalgas são expostas às condições de estresse, as suas 

vias metabólicas podem ser modificadas prevalecendo à síntese de lipídeos, mais 

especificamente os lipídeos neutros, responsáveis pelo armazenamento de energia 

para a célula (FENG et al., 2011). Assim sendo, Yeesang e Cheirsilp (2011) 

concluíram que a modificação das condições de cultivo, é um mecanismo positivo, 

quando há busca de altos rendimentos em termos de produção de lipídeos. 

Hu et al. (2008) relataram que sob ótimas condições de crescimento as microalgas, 

em geral, sintetizam cerca de 5 a 20% de ácidos graxos, enquanto que em condições 

de estresse elas conseguem sintetizar até 50% de ácidos graxos do seu peso seco, 

sendo então de grande interesse, a busca pelas ótimas condições de cultivo de 

espécies potencialmente produtoras de lipídeos. 

Srinuanpan et al. (2018) estudaram o efeito da privação de nutrientes em duas 

espécies de microalgas, Scenedesmus obliquus e Micractinium reisseri e perceberam 

que essa condição prevalece não só o acréscimo na quantidade de lipídeos, bem 

como o aumento do teor de saturação dos ácidos graxos. 

Jiang et al. (2015) apontam que nitrogênio, fósforo, ferro e sílica são fatores 

consideráveis que afetam a produtividade de óleos das microalgas, Chiranjeevi e 

Mohan (2016) estudaram além dos fatores citados, as condicionantes luz, 

temperatura, pH, salinidade e concentração de dióxido de carbono (CO2). Sendo 

assim os subtópicos posteriores irão explanar a influência que alguns fatores detêm 

na produção de lipídeos e biomassa de microalgas. 
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3.4.1. Concentração de Nitrogênio 

O nitrogênio é um elemento limitante ao crescimento microalgal e pode ser assimilado 

pelas microalgas por meio de diferentes fontes. Está entre as variáveis mais 

estudadas quando o objetivo é o aumento da produtividade de lipídeos. De acordo 

com Pancha et al. (2014) quando na ausência desse nutriente as microalgas 

respondem com a degradação de compostos nitrogenados, como as proteínas e com 

o acúmulo de biocompostos ricos em energia, como os lipídeos e os carboidratos. 

Essa variável é dual, já que atua de maneira diferente nas respostas, crescimento e 

produção lipídica, haja vista que, comumente, para o crescimento são exigidas 

concentrações mais elevadas desse nutriente possibilitando o mecanismo de divisão 

celular, enquanto que por outro lado, uma maior produção lipídica normalmente 

demanda a ausência ou diminuição desse fator no meio de cultivo, de modo a ocorrer 

a estabelecer um estresse, e com isso, o armazenamento de energia em forma de 

óleo (JIANG et al., 2015). Esse comportamento pode ser verificado, por exemplo, nas 

pesquisas de Choi et al. (2011), que utilizaram a espécie dulcícola Botryococcus 

braunii, de Xin et al. (2010), que fizeram uso da Scenedesmus sp. e Converti et al. 

(2009) que utilizaram Nannochloropsis oculata. 

Conquanto, resultados divergentes também foram obtidos em diversos estudos, como 

os casos de Praveenkumar et al. (2012) e Converti et al. (2009), que verificaram não 

haver relação entre a privação ou redução desse nutriente no meio e à produção de 

biomassa das espécies Chlorella sp. BUM11008 e Chlorella vulgaris, 

respectivamente. 

3.4.2. Concentração de Fósforo 

Os compostos fosfatados são essenciais a todos os processos inerentes às trocas 

energéticas, de acordo com Lourenço (2006), e assim como o nitrogênio, possuem 

influência no desenvolvimento da biomassa das microalgas. Além de apresentar 

importância no crescimento, esse nutriente possui também relevância na acumulação 

de biocompostos como os lipídeos, e, consoante Penteado (2010), a privação de 

fósforo, muito mais que o conteúdo lipídico, afeta o perfil lipídico, visto que há a 

propensão de uma maior produção de lipídeos neutros e triglicerídeos. Zhu et al. 
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(2013) expõem que concentrações elevadas de fósforo podem levar a inibição do 

crescimento, devido a alteração da razão N:P. 

Assim como o nitrogênio, frequentemente esse nutriente se apresenta de maneira 

inversa sobre o crescimento e a produção de compostos intracelulares como lipídeos 

e carboidratos, conforme apresentaram Jiang et al. (2015) e Xin et al. (2010), contudo 

há também estudos controversos, a citar, Singh et al. (2016) que não verificaram 

influência dessa variável sobre a produção de lipídeos da espécie Ankistrodesmus 

falcatus. 

3.4.3. Salinidade 

A salinidade é um fator abiótico de estresse que afeta o crescimento de microalgas e 

que também pode influenciar no conteúdo lipídico das mesmas (VENKATA MOHAN e 

DEVI, 2014). Segundo o estudo de Gu et al. (2012), que analisou o efeito da 

salinidade sobre a cepa Nannochloropsis oculata, verificou-se que essa espécie 

apresentou melhor desempenho, em termos de produtividade de lipídeos e biomassa, 

quando cultivada a uma salinidade de 35%.  

Pancha et al. (2015) investigaram a influência de seis concentrações de Cloreto de 

Sódio (NaCl) no cultivo da Scenedesmus sp. CCNM 1077 e concluíram que com o 

aumento da salinidade há um decréscimo na produção de biomassa, em 

contrapartida, esses autores relataram que quanto maior esse parâmetro, maior a 

porcentagem de lipídeos.    

3.4.4. pH 

Outro importante fator de influência sobre o desempenho das microalgas visando à 

produção de biodiesel é o potencial hidrogeniônico (pH). Consoante Chiranjeevi e 

Mohan (2016), o pH do interior das microalgas é neutro ou ligeiramente alcalino e 

suas enzimas são afetadas quando o pH se torna ácido. Esse fator possui relevância 

na produção de lipídeos dado que a enzima Acetil CoA carboxilase depende deste 

parâmetro para sua ativação e o pH ideal é em torno de 7,5 (THAMPY e WAKIL, 

1985).  
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Normalmente os estudos que têm interesse nessa condição abiótica apresentam que 

os melhores resultados de produção de biomassa foram quando essa variável estava 

na faixa de 8 a 9 (CHIRANJEEVI e MOHAN, 2016; MANDOTRA et al., 2016). 

Em contrapartida, os experimentos realizados por Bartley et al. (2014) com a espécie 

Nannochloropsis salina mostraram que o pH não interfere estatisticamente na 

produção de triglicerídeos dessa microalga, nas faixas estudadas por eles. 

3.4.5. Concentração de Sílica 

A sílica é utilizada nas diatomáceas como componente de sua parede celular e é 

acrescentada no meio de cultura, usualmente, em forma de sais de silicato de sódio 

hidratado (PENTEADO, 2010). Em situações de deficiência de sílica, esse grupo de 

algas tende a ter a espessura da parede celular diminuída, o que pode levar à morte 

celular (LOURENÇO, 2006). Além disso, sob privação desse nutriente, as 

diatomáceas interrompem a divisão celular, já que não são capazes de armazenar a 

sílica de maneira satisfatória, e iniciam a acumulação de lipídeos (TAGUCHI, S e 

HIRATA, J. A. e LAWS, 1987; HILDEBRAND et al., 2012). 

3.4.6. Suplementação com Ferro 

Segundo Liu et al. (2008) muitos pesquisadores estão se debruçando a estudar o 

efeito do ferro na célula da microalga. Esses autores estudaram o efeito da 

suplementação de ferro, mediante utilização do Cloreto de Ferro III hexahidratado 

(FeCl3.6H2O), presente no meio,  utilizado para o cultivo da microalga Chlorella 

vulgaris. Como resultado final, os autores observaram um aumento no conteúdo 

lipídico, à medida que a concentração de ferro aumentava no cultivo. Os autores 

sugeriram que houve alteração das vias metabólicas da espécie, provavelmente 

devido à elevada concentração de ferro no meio. Outra observação importante nessa 

pesquisa foi que a suplementação de ferro reduziu o tempo de colheita da microalga, 

uma vez que a acumulação de lipídeos ocorreu com antecedência.  

Utilizando a espécie Botryococcus braunii Ruangsomboon (2012), suplementou o 

cultivo com cinco concentrações de Sulfato Ferroso (FeSO4), e foi possível atingir um 
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percentual de conteúdo lipídico de 34% (maior valor obtido com a variação desse 

fator), numa concentração de 27 mg L-1 (FeSO4). 

É possível observar que a maximização da produção de lipídeos e biomassa a partir 

da alteração das condições de cultivo de diferentes espécies de microalgas, tem sido 

pauta de diversos estudos. Entretanto, poucos utilizam a técnica de planejamento 

experimental, o que possibilita verificar não só os efeitos independentes das 

condições analisadas, como também as suas interações, possibilitando respostas 

com maior confiabilidade, em menos tempo e com menor custo. 

A Tabela 3 apresenta um resumo de alguns trabalhos que estudaram os efeitos da 

manipulação das condições de cultivo em algumas espécies de microalgas.



Tabela 3 - Síntese de alguns estudos realizados sobre o efeito das condições de cultivo de microalgas 

Espécie Variáveis estudadas Respostas Referências 

Ankistrodesmus falcatus KJ671624 Nitrogênio, Fósforo e Ferro 

Produção e produtividade de 
lipídeos máxima sob condições de 
estresse: 750 mg L-1 de Nitrogênio; 
0 mg L-1 de Fósforo e 9 mg L-1 de 

Ferro. 

(SINGH et al., 2015) 

Botryococcus braunii  Nitrogênio, Fósforo, Ferro, Luz e Salinidade 

Máximo Lipídeos – Foto período 
de 16:8h; 86 mg L-1 N; 222 mg L-1 
P; 27 mg L-1 Fe; O PSU (Unidade 

de Salinidade Prática). 

(RUANGSOMBOON, 2012) 

Botryococcus braunii  Salinidade 
Biomassa máxima a uma 

concentração de NaCl de 17 e 34 
mM. 

(RAO et al., 2007) 

Botryococcus spp. [4 espécies (TRG, 
KB, SK, PSU)] 

Nitrogênio, Luz e Salinidade 

A espécie TRG foi a que obteve 
melhor rendimento sob condições 

de estresse de nitrogênio, 
intensidade luminosa moderada e 

altas concentrações de ferro. 

(YEESANG e CHEIRSILP, 2011) 

Chlorella vulgaris Nitrogênio e Ferro 

Melhor crescimento no 
experimento I quando o ferro foi 

adicionado duas vezes - 1.2×10-5 
mol L-1 Fe e 6.0×10-6 mol L-1. 

Máximo de Lipídeos  -  na 
concentração de1.2 · 10-5 mol L-1 

(LIU e WANG e ZHOU, 2008) 
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Espécie Variáveis estudadas Respostas Referências 

Fe3+ (experimento II) 

Chlorella vulgaris Nitrogênio, Luz e Concentração de CO2 

Melhor crescimento com KNO3 = 5 
mM e melhor produtividade de 

lipídeos para KNO3 = 1 mM para 
CO2 = 1% foi melhor tanto pra 

biomassa quanto para produção e 
produtividade de lipídeos. 

Intensidade Luminosa = 60 μmol 
m-2 s-1. 

(LV et al. 2010) 

Chlorella vulgaris, Desmodesmus 
spinosus e Ankistrodesmus fusiformis 

Nitrogênio 

Para as espécies: Chlorella 
vulgaris e A. fusiformis, o autor 
concluiu que o meio pode ser 

produzido com até 80% menos 
Nitrato de Sódio sem alterações 

significativas. 

(MARTINS, 2014) 

Isochrysis zhangjiangensis Nitrogênio 

Com a suplementação de 
nitrogênio por 24 horas houve a 

maior produção de lipídeos 
(40,9%). A melhor produção de 
lipídeos foi dada com nitrato e 
melhor crescimento com ureia. 

Melhor produção de lipídeos em 
alta concentração de nitrato. O 

crescimento foi inibido. 

(FENG et al., 2011) 
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Espécie Variáveis estudadas Respostas Referências 

Nannochloropsis oculata e Chlorella 
vulgaris 

Nitrogênio e Temperatura 

Enquanto o crescimento da 
Chlorella vulgaris não foi 

significativamente influenciado 
pela temperatura, houve um 

aumento da produção lipídica de 
2,5 vezes. Do contrário, na N. 

oculata, a produção de lipídeos 
não possui relação com a 

temperatura, contudo essa relação 
foi observada no crescimento. 

(COVERTI, et. al., 2009) 

Policultura 
Nitrogênio, Fósforo, Luz, Ph, Temperatura, 

Concentração De Co2 e Fonte De Carbono 

Melhor condição para biomassa e 
lipídeos - 10 g l-1 de Carbono; pH - 

8,5; Magnésio - 150 mg l-1; T - 
25ºc; NANO3  - 1,5 g l-1; Luz - 74 
μmol m-2 s-1.; glicose como fonte 
de carbono e 0 mg l-1 de Fosfato. 

(CHIRANJEEVI e MOHAN, 2016) 

Policultura Salinidade 
Biomassa - 2,55 g L-1. Lipídeos 
Total/ Neutro - 23,4%/ 9,2% (A 

uma salinidade de 1 g L-1de NaCl. 
(VENKATA MOHAN e DEVI 2014) 

Scenedesmus Obliquus Salinidade e Concentração de CO2 

Melhor produção de biomassa: 

CO2 = 15% (2,3 g L-1). Melhor 

produção de lipídeos: Salinidade - 

36% (salinidade de 0,3 M NaCl) 

(KAEWKANNETRA e ENMAK e CHIU 
2012) 
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Espécie Variáveis estudadas Respostas Referências 

Scenedesmus sp. Nitrogênio, Fósforo e Vitaminas 

Valores ideais tanto para biomassa 
quanto para lipídeos - 159 mg L-1 

N; 49 mg L-1 F; 0,31 mg L-1 V, 
como ideal tanto para biomassa 

quanto para lipídeos. 

(HAKALIN, 2014) 

Scenedesmus sp. Fotoperíodo de luminosidade e pH 

A espécie utilizada, apresentou 
maior numero de células, assim 

como maior velocidade específica 
de crescimento em pH igual a 6,5. 

Contudo, com relação à 
produtividade, o cultivo com pH 
igual a 9, apresentou-se mais 
competitivo. Com relação ao 

tempo de exposição luminosa, a 
espécie em estudo apresentou 

maior velocidade específica 
máxima de crescimento e 

produtividade de biomassa, quanto 
maior esse tempo. 

 

(LOPES et al., 2016) 



4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Delineamento da Pesquisa 

Inicialmente foi realizado um levantamento bibliográfico, na base de dados “web of 

science”, empregando as palavras chaves: “microalgae”, “effect of conditions”, 

“optimization”, “response surface” e ”lipids”, com o propósito de identificar estudos 

que evidenciassem fatores de cultivo (abióticos e/ou nutricionais) que conferissem 

influência sobre as variáveis respostas (produção em biomassa e lipídeos).  

Por meio dessa investigação inicial, elencaram-se para essa pesquisa, 6 (seis) 

fatores independentes, os quais fizeram parte de estudos com outras espécies e 

apresentaram interferências (positivas ou negativas) nas respostas avaliadas 

(biomassa e lipídeos), sendo eles: concentração de NaNO3, NaH2PO4 2H2O, FeCl3 

6H2O, Na2SiO3 9H2O, a Salinidade e o pH. Esses fatores foram selecionados por 

conta da possibilidade de reprodução numa escala de cultivo maior. 

As faixas empregadas desses fatores foram obtidas tomando como base os valores 

já utilizados no meio de cultivo adotado para a manutenção da espécie Halamphora 

coffeaeformis, utilizada nessa pesquisa . 

Selecionados os fatores independentes foi aplicada a técnica de Planejamento 

Experimental Fracionário por meio da qual foi possível obter os fatores 

estatisticamente significativos sobre as respostas produção em biomassa e lipídeos.   

4.2. Micro-organismo utilizado na investigação 

A microalga empregada foi a diatomácea Halamphora coffeaeformis mantida sob 

condições controladas no Laboratório de Bioenergia e Catálise (LABEC) da Escola 

Politécnica da Universidade Federal da Bahia (EPUFBA).  

Essa cepa foi isolada no ano de 2013, por meio de coleta efetuada na Praia do Rio 

Vermelho, Salvador (13°00’51.03’’S 38°29’20.05’’O).  

A identificação dessa espécie se deu mediante observação microscópica juntamente 

com a comparação com dados da literatura, Stachura-Suchoples et al. (2015). 

Ulteriormente, esse reconhecimento foi confirmado por intermédio da extração do 
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seu DNA, com amplificação por PCR (Reação em Cadeia da Polimerase), utilizando 

os primeres P73/P47 para o 18S rDNA  e sequenciamento do produto da PCR 

segundo o método proposto por Bérard et al., (2005). A sequência obtida 

(APÊNDICE 1 – SEQUENCIAMENTO DA ESPÉCIE HALAMPHORA 

COFFEAEFORMIS foi comparada com informações depositadas na ferramenta de 

alinhamento de sequências – BLAST, disponível na rede mundial de computadores 

(www.blast.ncbi.nlm.nih.gov), possibilitando assim, a recognição da espécie dessa 

microalga. 

A Halamphora coffeaeformis foi preservada em meio de cultivo Conway (WALNE, 

1966), específico para microalgas marinhas, cuja adaptação da espécie se deu de 

maneira satisfatória, e a composição pode ser visualizada na Tabela 4. 

Tabela 4 – Composição do Meio Conway 

Solução Principal Quantidades 

Na2 EDTA 45,0 g 

FeCl3 6H2O 1,30 g 

MnCl2 4H2O 0,36 g 

H3BO3 33,6 g 

NaH2PO4 2H2O 20,0 g 

NaNO3 100,0 g 

Solução de Metais 1,0 mL 

Água Destilada 1000 mL 

Adicionar 1,0 mL para cada litro de água do mar 

Solução de Metais Quantidades 

ZnCl2 2,1 g 

CoCl2 6H2O 2,0 g 

(NH4)6Mo7O4
2 4H2O 0,9 g 

CuSO4 5 H2O 2,0 g 

Água Destilada 100 mL 

Adicionar 1,0 mL para cada litro de solução principal 

Solução de Vitaminas Quantidades 

Tiamina 100 mg 

Cianocobalamina 2,0 mg 

Biotina 1,0 mg 

http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Água Destilada 1000 mL 

Adicionar 1,0 mL para cada litro de água do mar 

Solução de Silicato Quantidades 

Na2SiO3 9H2O 4,0 mg 

Água Destilada 100 mL 

Adicionar 4,0 mL para cada litro de água do mar¹ 

¹ O autor recomenda adicionar 2,0 mL de solução de silicato para cada litro de água do mar, 
entretanto, verificou-se, por meio de testes pregressos, que a Halamphora coffeaeformis. possui 
melhor desenvolvimento na concentração apresentada. 

Fonte: Adaptado de Walne(1966). 

A espécie em estudo foi preservada em erlenmayers de 2000 mL, contendo 1500 

mL de cultivo. Os frascos foram mantidos em incubadora com fotoperíodo (Ethik 

B.O.D. 411 – D®) a uma temperatura de 35°C, pH igual a 7,0, radiação luminosa de 

1,90 Watt m-2 a partir de lâmpadas de LED tubulares de 14 W com iluminação em 

fotoperíodo de 12/12 horas (claro/escuro) ( 

Figura 6).  

A cada 10 dias, colocava-se uma parcela de 10% v/v desse cultivo em um novo 

meio de cultura com o objetivo de manter um inoculo na fase de crescimento para a 

execução dos experimentos. 

Figura 6 – Manutenção da H. coffeaeformis 

Fonte: Autoria Própria, 2018. 
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4.3. Planejamento experimental: Investigação das condições de cultivo 

A técnica de planejamento experimental foi selecionada uma vez que apresenta a 

possibilidade de estudo das interações das variáveis, bem como, o desenvolvimento 

de um modelo preditivo das respostas estudadas e a execução de menos 

experimentos, quando comparada com a variação de uma condição por vez 

(HALLENBECK et al., 2015). 

Assim, nessa investigação, foi utilizado o Planejamento Experimental Fatorial 

Fracionário visto que esse tipo de técnica é aplicada de maneira exploratória, 

quando se têm fatores numerosos a estudar e se deseja realizar um “screening” 

deles. Foram empregados para tanto, 2k-2 ensaios, sendo K = número de variáveis 

(MONTGOMERY, D.C. e RUNGER, 2003).  

Portanto, o delineamento fracionário desse estudo, contou com seis variáveis, 

equivalente a 24 corridas, ou seja, 16 (dezesseis) ensaios, foram ainda adicionadas a 

esse número, duas repetições do ponto central, totalizando, dessa forma, 18 

(dezoito) experimentos. A Tabela 5 expõe os valores das condições de cultivo 

(variáveis) utilizadas em níveis mínimos (-1), máximos (+1) e médios (0). 

Tabela 5 – Níveis do planejamento meio fracionário 

Variáveis Mínimo (-1) Médio (0) Máximo (+1) 

NaNO3 (g L-1) 25 100 175 

NaH2PO4 2H2O (g L-1) 5 20 35 

FeCl3 6H2O (g L-1) 0,70 1,30 1,90 

Salinidade (%0) 20 29 38 

Na2SiO4 5H2O (g.L-1) 0.05 0.11 0.16 

pH 6 7 8 

Fonte: Autoria Própria, 2018. 

A matriz do Planejamento Fracionário contendo todas as combinações aplicadas 

nesse estudo pode ser verificada na Tabela 6. 

Tabela 6 – Matriz do Planejamento Fracionário 

Ensaios 
NaNO3* 
 (g L-1) 

NaH2PO4 
2H2O

*  
(g L-1) 

FeCl3 
6H2O*    
(g L-1) 

Salinidade 
(‰) 

Na2SiO3 
9H2O 
(g.L-1) 

pH 

1 175 35 1,9 38 0.16 8 

2 175 35 1,9 20 0.16 6 

3 25 35 0,7 20 0.16 8 
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Ensaios 
NaNO3* 
 (g L-1) 

NaH2PO4 
2H2O

*  
(g L-1) 

FeCl3 
6H2O*    
(g L-1) 

Salinidade 
(‰) 

Na2SiO3 
9H2O 
(g.L-1) 

pH 

4 175 5 0,7 20 0.16 6 

5 25 35 1,9 20 0.05 6 

6 25 5 1,9 38 0.16 6 

7 175 5 0,7 38 0.16 8 

8 175 5 1,9 20 0.05 8 

9 25 5 0,7 38 0.05 8 

10 175 5 1,9 38 0.05 6 

11 25 35 1,9 38 0.05 8 

12 175 35 0,7 38 0.05 6 

13 25 35 0,7 38 0.16 6 

14 25 5 0,7 20 0.05 6 

15 25 5 1,9 20 0.16 8 

16 175 35 0,7 20 0.05 8 

PC 100 20 1,3 29 0.11 7 

PC 100 20 1,3 29 0.11 7 

PC – Ponto Central 
*Valores modificados na solução estoque do meio utilizado 
Fonte: Autoria Própria, 2018. 

As análises estatísticas dos dados obtidos no processo foram realizadas mediante 

análise de variância (ANOVA), considerando um p-valor menor ou igual a 0,1. A 

análise dos efeitos e a elaboração de gráficos foram obtidas com o auxílio do 

software Statistica 7.0. 

A Figura 7 apresenta o fluxograma de todo o procedimento experimental realizado.



Figura 7 - Fluxograma do processo 

 

Fonte: Adaptado de Rodrigues e Iemma (2005); Nascimento (2013); Loures (2016). 



4.4. Determinações Analíticas 

4.4.1. Crescimento da Halamphora coffeaeformis e Velocidade Específica de 

Crescimento 

O crescimento inicial da microalga foi monitorado diariamente por meio da técnica de 

contagem de células. A determinação da concentração de células foi realizada em 

microscópio (Carl Zeiss – Axiostar Plus®) com auxílio de câmara de Neubauer 

(LOURENÇO, 2006). Como essa espécie é bentônica, que se desenvolve de 

maneira agregada por conta da produção de exopolissacarídeos (EPS), a contagem 

celular foi realizada com a utilização do tensoativo TWEEN 80 juntamente com 

pérolas de vidro. Aplicou-se um volume de 20 µL desse tensoativo para 1,5 mL  de 

alíquota com 6 (seis) pérolas de vidro para auxiliar a uniformização.  

A Figura 8 mostra a comparação entre uma amostra para contagem utilizando 

TWEEN 80 e outra sem o produto. 

Figura 8 - Utilização do TWEEN 80 na alíquota para contagem (a) Sem TWEEN 80 (b) Com 
TWEEN 80 

 

(a)                                                     (b) 

Fonte: Autoria Própria, 2018. 
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A Velocidade Específica de Crescimento foi determinada mediante aplicação da                               Equação 1, 

recomendada por Griffiths e Harrison (2009).                               Equação 1 

 

Onde:  

µ = velocidade específica de crescimento (d-1); 

Xf = biomassa final (cel mL-1); 

Xi = biomassa inicial (cel mL-1); 

tf = tempo final (d); 

ti = tempo inicial (d). 

4.4.2. Análise de nitrato e pH 

A concentração do íon nitrato foi determinada no Laboratório do Departamento de 

Engenharia Ambiental – LABDEA, empregando o método 4500 – NO3
- - B (APHA, 

2005), modificado, visto que, foi adicionado um tratamento da amostra, precedente à 

aplicação do método. Essa análise foi realizada, juntamente com a contagem de 

células, para verificar qual o melhor período para se encerrar os experimentos. 

Para tanto, em 50 mL de amostra foi adicionado 1mL de HCl (1N), juntamente com 1 

mL de suspensão de hidróxido de alumínio, para a remoção, através da 

sedimentação, de possíveis sólidos presentes na amostra. Após 2 horas, filtrou-se o 

conteúdo e realizou-se leitura em espectrofotômetro (HACH – DR 6000®). 

Já o potencial hidrogeniônico (pH) foi determinado a partir de pHmetro (Orion 3 Star 

Thermo Scientific ®). O ajuste dos diferentes níveis de pH (6,0, 7,0 e 8,0) foi 

efetivado a partir da utilização de solução de ácido clorídrico – HCl (1M). 



52 
 

4.4.3. Determinação da Produção de Biomassa e do Teor Lipídico  

Após o final de cada experimento, a biomassa da H. coffeaeformis foi separada do 

meio de cultivo. Para essa colheita, a princípio, os cultivos foram deixados em 

repouso de modo a ocorrer à sedimentação por gravidade, a qual permite eliminar 

cerca de 70% do meio de cultivo. Posteriormente, o meio sem biomassa foi drenado, 

e por fim, foi utilizada a técnica de centrifugação, na qual fez-se uso de  uma 

centrífuga de bancada (Centrifuge 5702 Eppendorf®), operada a uma velocidade 

angular de 4400 rotações por minuto com duração de 5 (cinco) minutos, e tubos 

falcons de 50 mL, para finalizar a separação. 

A biomassa coletada foi congelada e depois colocada em placas de Petri, que foram 

postas em estufa, a uma temperatura de 60°C, por um período de 24 horas, com o 

intuito de secá-las. A biomassa seca obtida foi pesada, possibilitando a quantificação 

da mesma e o início da quantificação da fração lipídica. O processo de obtenção da 

biomassa seca pode ser melhor visualizada na Figura 9. 

Figura 9 – Processo de obtenção da biomassa seca 
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Fonte: Autoria Própria, 2019. 

O princípio do processo de extração de lipídeos se dá por meio do rompimento da 

parede celular da microalga, o que nesse estudo ocorreu por intermédio de 

maceração da biomassa seca com pistilo. Com o propósito de extrair o conteúdo de 

lipídeos, um solvente orgânico apolar volátil, o n-Hexano é utilizado de modo a 

impedir as interações hidrofóbicas entre os lipídeos não polares e neutros 

(MUBARAK e SHAIJA e SUCHITHRA, 2015).  

Dando seguimento ao processo, à biomassa macerada, inicialmente foram 

adicionados 225 µ L-1 de n-Hexano e a biomassa foi  novamente macerada, junto 

com o solvente. Logo após, 525 µ L-1 desse mesmo solvente foi acrescentado e essa 

mistura é então agitada em vórtex (PHOENIX AP-59®) por 2 (dois) minutos. Logo 

depois, o conteúdo do tubo foi centrifugado a uma velocidade de 4400 rpm por 3 

minutos. 90% do sobrenadante, contendo solvente e óleo, formado mediante a 

separação da biomassa, foram retirados e dispostos em tubos de reação para que o 

solvente seja volatilizado, esse procedimento é uma adaptação da metodologia 

alvitrada por Bligh e Dyer (1959). Para agilizar a volatilização do solvente é 

empregado nitrogênio gasoso nesse processo. A etapa de extração dos lipídeos 

pode ser melhor compreendida mediante observação do fluxograma disposto na 

Figura 10. 
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Figura 10 - Fluxograma de extração de lipídeos de biomassa de microalgas 

 

Fonte: Autoria própria, 2017. 

4.4.4. Exopolissacarídeo (EPS): extração e interferência com a determinação 

da biomassa seca 

Diante da dificuldade em determinar a produtividade em biomassa da Halamphora 

coffeaeformis ao longo da execução dos experimentos, buscou-se investigar a 

relação do exopolissacarídeo produzido por essa cepa com a produtividade em 
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biomassa. Para tanto, realizou-se um teste para que fosse possível demonstrar ou 

não essa associação.  

Para a extração do EPS, a princípio, uma alíquota de 30 mL de um cultivo foi 

retirada. Esse conteúdo foi agitado vigorosamente por aproximadamente 1 minuto. 

Posterior à agitação, esse volume foi centrifugado por 15 minutos a 3000 xg 

(equivalente a 3000 RCF – Campo Centrífugo Relativo) (EKELHOF, 2016). 

Para a realização do teste, a determinação da biomassa seca, deu-se mediante a 

utilização de filtros de fibra de vidro, com retenção de partículas de até 0,7 µm 

(Macherey-Nagel GF-1®). Inicialmente esses filtros foram dispostos em estufa a 

60°C, durante 24 horas, de modo a retirar toda a umidade dos mesmos.  

Depois desse período, os filtros foram pesados e seis alíquotas de 30 mL de um 

cultivo foram tomadas. Três das alíquotas foram filtradas diretamente. 

As demais foram centrifugadas a 3000 xg  por 15 minutos, com a finalidade de 

extrair o EPS produzido por essa espécie. Após esse processo, o “pallet” foi 

ressuspendido com 30 mL de cultivo previamente esterilizado e, e em seguida, 

filtrado. 

Introduziu-se os meios filtrantes novamente na estufa a temperatura de 60°C, por 

igual período de 24 horas, e por fim pesados. A biomassa seca foi obtida mediante a  

aplicação da                                    

 Equação 2.                                     Equação 2 

Onde: 

mf – massa do filtro com a biomassa (g); 

mi – massa do filtro sem biomassa (g); 

V – volume filtrado (L). 

 

 



5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Acompanhamento inicial de crescimento 

No primeiro momento, a microalga utilizada nessa pesquisa, foi cultivada em regime 

de batelada e teve seu crescimento acompanhado por um período de vinte e nove 

dias, com a finalidade de determinar o melhor instante de interromper os 

experimentos posteriores, a partir do conhecimento de seu perfil cinético, presente 

na Figura 11.  

Figura 11 - Acompanhamento do crescimento da espécie Halamphora coffeaeformis. Os 
valores fazem referência a média de três cultivos ± o desvio padrão. 

 

Fonte: Autoria Própria (2018). 

Para Lourenço (2006) utilizando o regime de bateladas sequenciais, o crescimento 

de micro-organismos apresenta cinco etapas bem definidas, a saber, fase lag ou de 

adaptação ou ainda de indução do crescimento, fase exponencial ou logarítmica, 

fase de redução do crescimento ou de transição, fase estacionária de crescimento e 

fase de declínio, senescente ou morte celular.  

A Figura 11 apresenta o acompanhamento de crescimento em curva da H. 

coffeaeformis. Constata-se que a fase de adaptação ou fase lag não é evidente 

nessa curva, o que é justificável, uma vez que a espécie foi aclimatada 

anteriormente às condições as quais foi cultivada. A fase de crescimento 

exponencial dessa espécie teve duração, de aproximadamente, 11 dias e, nesse 

experimento, essa fase teve início imediatamente após a inoculação das células. A 
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partir desse período, as células entraram na fase de redução do crescimento, devido 

a baixa disponibilidade de nutrientes. A fase estacionária teve início por volta do 17º 

dia, quando, o número de células não mais apresentou uma variação significativa. 

Até o 29º dia, não foi observada a fase de declínio nesse estudo. A velocidade 

específica máxima nesse controle foi igual a µ = 0,37  0,11 d-1, e o densidade 

celular máxima de cerca de 6,15 x 106 células mL-1. 

Em conjunto com o acompanhamento de crescimento foi realizado o monitoramento 

do consumo de substrato, que nesse caso, foi o N-NO3 (Figura 12). A partir dessa 

análise é possível inferir que o consumo desse nutriente se dá de maneira linear até 

o 11º dia quando a concentração de nitrogênio se estabilizou, indicando não haver 

aproveitamento desse substrato. 

Figura 12 - Monitoramento do consumo de Nitrogênio no cultivo da H. coffeaeformis 

 

Fonte: Autoria Própria (2018). 

Lourenço (2006) preconiza o emprego como inóculo de novos cultivos, células que 

se encontram na fase exponencial de crescimento, uma vez que essas tendem a se 

adaptar com maior facilidade às condições expostas. Diante disso e tendo em vista 

os monitoramentos apresentados, os demais inóculos e experimentos dessa 

pesquisa foram conduzidos por 10 dias. 
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5.2. Produção de EPS 

A verificação entre a relação da produção do EPS com a determinação da biomassa 

seca pode ser visualizada na Figura 13, mediante comparação entre o peso seco da 

biomassa com e sem a extração de EPS. 

Figura 13 – Comparação entre o peso seco de biomassa com e sem extração de EPS 

 

Fonte: Autoria Própria, 2019. 

A biomassa seca sem a extração de EPS foi igual a 0,52  0,005 g L-1 enquanto que 

a biomassa seca com a extração de EPS foi igual a 0,42  0,019 g L-1, uma 

diferença de cerca de 20%. Conforme apresentado na Figura 13 a redução que 

ocorre na biomassa seca com a extração de EPS é significativa, observando-se os 

desvios padrões, o que comprova a suspeita inicial de que o EPS interfere na 

determinação da biomassa seca da cepa em estudo. 

Exopolissacarídeos são macromoléculas excretadas por organismos como bactérias 

e microalgas do grupo diatomácea, os quais têm por funções principais a motilidade, 

formação de colônias e adesão a locais (HOAGLAND, K.D., 1993).  

A Amphora coffeaformis é uma das diatomáceas que produz EPS, e de acordo com 

Buzzelli et al. (1997) a produção de EPS pela Amphora coffeaeformis depende de 

elevadas razões de N:P (25:1 até 250:1), contrário a esse resultado, a densidade 

celular necessita de baixas razões de N:P. Os autores justificam esse fenômeno, 

uma vez que o EPS é um mecanismo de defesa da célula e o aumento desse é em 
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razão da baixa concentração de fósforo no meio, quando a razão N:P é elevada. Em 

contrapartida, a escassez desse nutriente pode ser desfavorável à reprodução 

celular. Isso denota que a produção de EPS é influenciada pela modificação das 

condições de cultivo, o que sugere que o EPS produzido pela espécie Halamphora 

coffeaeformis pode ter sido também influenciado pelos experimentos conduzidos 

nessa pesquisa. E, em concordância ao exposto na Figura 13, essa macromolécula 

interfere na quantificação de biomassa seca.  

Sendo assim, nos experimentos dessa pesquisa a biomassa seca foi determinada 

no final, por gravimetria, após centrifugação de modo a extrair o EPS, dado que por 

conta das diferentes condições de cultivo que a Halamphora coffeaeformis foi 

exposta, foi nítido observar que houve uma diferença entre a produção de EPS, 

entre os ensaios. 

5.3. Delineamento Fatorial Fracionário 

Nesta etapa foi proposto o “screening” das condições de cultivo que influenciavam a 

produção de biomassa e lipídeos da microalga Halamphora coffeaeformis. Para 

tanto foi realizado um Delineamento Fatorial Fracionário (2k-2) utilizando as variáveis 

independentes e suas concentrações presentes na Tabela 7. Nessa tabela constam 

também os valores de biomassa seca e de conteúdo lipídico alusivos aos diferentes 

ensaios usados nesse delineamento.  

Tabela 7 – Valores referentes às variáveis dependentes Biomassa Seca (g) e Conteúdo 
Lipídico (%) dos experimentos do Delineamento Fatorial Fracionário 

Ensaios 
NaNO3* 
 (g L-1) 

NaH2PO4 
2H2O*  
(g L-1) 

FeCl3 
6H2O*    
(g L-1) 

Salinidade 
(‰) 

Na2SiO4 
5H2O 

(mL.L-1) 
pH 

Biomassa 
Seca (g) 

Conteúdo 
Lipídico 

(%) 

1 175 35 1,9 38 60 8 0,4020 1,19 

2 175 35 1,9 20 60 6 0,2303 1,58 

3 25 35 0,7 20 60 8 0,2702 1,85 

4 175 5 0,7 20 60 6 0,2897 3,3 

5 25 35 1,9 20 20 6 0,1574 6,48 

6 25 5 1,9 38 60 6 0,2882 2,69 

7 175 5 0,7 38 60 8 0,3403 1,33 

8 175 5 1,9 20 20 8 0,2374 2,76 

9 25 5 0,7 38 20 8 0,1773 2,98 

10 175 5 1,9 38 20 6 0,1487 6,19 

11 25 35 1,9 38 20 8 0,3225 1,17 

12 175 35 0,7 38 20 6 0,1799 3,55 
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Ensaios 
NaNO3* 
 (g L-1) 

NaH2PO4 
2H2O*  
(g L-1) 

FeCl3 
6H2O*    
(g L-1) 

Salinidade 
(‰) 

Na2SiO4 
5H2O 

(mL.L-1) 
pH 

Biomassa 
Seca (g) 

Conteúdo 
Lipídico 

(%) 

13 25 35 0,7 38 60 6 0,2663 1,49 

14 25 5 0,7 20 20 6 0,1750 4,82 

15 25 5 1,9 20 60 8 0,2894 0,6 

16 175 35 0,7 20 20 8 0,1795 2,37 

17 (PC) 100 20 1,3 29 40 7 0,2408 2,42 

18 (PC) 100 20 1,3 29 40 7 0,2731 3,16 

PC – Ponto Central 
*Valores modificados na solução estoque do meio utilizado 
Fonte: Autoria Própria, 2018. 

Conforme analisado na Tabela 7, os maiores valores de biomassa seca foram 

encontrados nos ensaios 1 (0,40g) e 7 (0,34g), enquanto que os menores foram 

percebidos nos experimentos 5 (0,1574g) e 10 (0,1487g). É importante ressaltar que 

os valores de biomassa seca utilizados nessa etapa referem-se à produção final de 

biomassa, após 10 dias de cultivo. 

Em contrapartida, os valores máximos de conteúdo lipídico aconteceram nos 

ensaios 5 (6,48%) e 10 (6,19%) e os mínimos, nos testes 11 (1,17%) e 15 (0,6%). 

Martín et al. (2018) reportaram que o conteúdo total de lipídeos da Halamphora 

coffeaeformis foi igual a 33,41%, valor obtido com base no peso seco livre de cinzas, 

em um cultivo de 32 dias, desse percentual, 29,15% são referentes aos lipídeos 

neutros. Nesse mesmo experimento, os autores obtiveram um percentual de lipídeos 

neutros de 5,31% alusivo ao 12º dia de cultivo,baseado no peso seco livre de cinzas, 

o que é inferior aos rendimentos atingidos nessa pesquisa, visto que os valores de 

lipídeos neutros aqui foram com base no peso seco total (incluindo as cinzas) e 

essas, de acordo com o estudo que Correa-Reyes et al. (2009) em oito diatomáceas, 

podem representar de 49% a 59% do peso seco. 

Nesse estudo ficou explícito o efeito contraposto das condições nos ensaios 5 e 10, 

uma vez que eles expuseram os valores mínimos e máximos das respostas 

biomassa seca e conteúdo lipídico, respectivamente.  

Karpagam et al. (2015) obtiveram resultados análogos trabalhando com as espécies 

dulcícolas Coelastrella sp. M-60 e Micratinium sp. M-13, porquanto que condições 

que ocasionaram o aumento do conteúdo lipídico, proporcionaram um decréscimo 

da produtividade de biomassa. 
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No delineamento fatorial fracionário deve-se, principalmente, atentar para os efeitos 

que as variáveis possuem nas respostas verificadas, e assim, determinar os 

próximos planejamentos. No caso da variável dependente, produção de biomassa, 

aferiu-se que dentre as 6 (seis) variáveis, dentro das faixas analisadas, apenas a 

concentração de Na2SiO3.9H2O (fonte de sílica) e o pH apresentaram efeito 

estatisticamente significativo (p<0,10), como pode ser observado em destaque, na 

Tabela 8.  

Tabela 8 – Efeitos das variáveis independentes sobre a variável resposta Biomassa Seca 
(g). 

Fatores Efeitos 
Erro 

Padrão 
t (11) p 

Lim. 

Conf.        

(-90,%) 

Lim. 

Conf. 

(+90,%) 

Mean/Interc. 0,248 0,010 24,916 0,000 0,230 0,266 

(1) N 0,008 0,021 0,364 0,722 -0,030 0,046 

(2) P 0,008 0,021 0,367 0,720 -0,030 0,046 

(3) Fe 0,025 0,021 1,169 0,267 -0,013 0,063 

(4) Sal 0,037 0,021 1,752 0,107 -0,001 0,075 

(5) Sílica 0,099 0,021 4,724 0,001 0,062 0,138 

(6) pH 0,060 0,021 2,857 0,015 0,022 0,098 

Fonte: Autoria Própria (2019). 

Considerando ainda os dados da Tabela 8 é permitido afirmar que a concentração 

de Na2SiO3.9H2O e o pH conferiram efeitos positivos sobre a resposta, o que 

significa que, ao permutar os níveis do mínimo para o máximo, a produção de 

biomassa seca aumenta. As demais variáveis independentes, apesar de não exibir 

relevância estatística, apresentaram também efeitos positivos sobre a resposta 

requerida. 

A influência de cada fator independente pode ser melhor visualizada a partir da 

análise da Figura 14, o diagrama de Pareto. Corroborando a discussão anterior, o 

diagrama de Pareto mostra que a concentração de Na2SiO4. 5H2O  foi a variável que 
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conferiu maior significância estatística à resposta, seguida do pH, da salinidade, 

concentrações de FeCl3. 6H2O, NaH2PO4. 2H2O e NaNO3. 

Ressalta-se que as demais variáveis independentes não foram significativas dentro 

das faixas estudadas nessa seleção. Logo, é possível que em outros intervalos, elas 

apresentem relevância estatística.   

Figura 14 - Diagrama de Pareto para o “screening” das condições de cultivo para a 
Biomassa Seca (g) 

,3637643
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Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)
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(3)Fe

(4)Sal

(6)pH

(5)Sílica

 

Fonte: Autoria Própria (2019). 

Com referência aos efeitos sobre a variável dependente conteúdo lipídico (Tabela 9), 

é possível inferir que os fatores que se mostraram estatisticamente significativos 

foram também a concentração de Na2SiO3.9H2O e o pH, tal qual na resposta 

biomassa seca. Contudo, de maneira oposta à variável biomassa seca, em 

referência ao conteúdo lipídico, esses efeitos se mostraram negativos, ou seja, ao 

variar os níveis do máximo para o mínimo, o conteúdo lipídico aumenta. 

Tabela 9 - Efeitos das variáveis independentes sobre a variável resposta Conteúdo Lipídico 
(%) 

Fatores Efeitos 
Erro 

Padrão 
t (11) p 

Lim. 

Conf.        

(-90,%) 

Lim. 

Conf. 

(+90,%) 

Mean/Interc. 2,774 0,249 11,154 0,000 2,327 3,220 
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Fatores Efeitos 
Erro 

Padrão 
t (11) p 

Lim. 

Conf.        

(-90,%) 

Lim. 

Conf. 

(+90,%) 

(1) N 0,024 0,528 0,045 0,965 -0,924 0,971 

(2) P -0,624 0,528 -1,182 0,262 -1,571 0,324 

(3) Fe 0,121 0,528 0,230 0,822 -0,826 1,069 

(4) Sal -0,396 0,528 -0,751 0,468 -1,344 0,551 

(5) Sílica -2,036 0,528 -3,860 0,002 -2,984 -1,089 

(6) pH -1,981 0,528 -3,756 0,003 -2,929 -1,034 

Fonte: Autoria Própria (2019). 

Posteriormente à concentração de Na2SiO3.9H2O e ao pH, é ainda permitido verificar 

que, em ordem de significância, apesar de não exibirem relevância estatística, estão 

a concentração de NaH2PO4. 2H2O, a salinidade, e as concentrações de FeCl3. 

6H2O e NaNO3 (Figura 15).   

Figura 15 - Diagrama de Pareto para o “screening” das condições de cultivo para o 
Conteúdo Lipídico (%) 

,0450205

,2298417

-,751132

-1,18238

-3,75566

-3,85992

p=,1

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

(1)N

(3)Fe

(4)Sal

(2)P

(6)pH

(5)Sílica

 

Fonte: Autoria Própria (2019). 

Salienta-se ainda que as demais variáveis (salinidade, concentração de FeCl3.6H2O, 

NaH2PO4.2H2O e NaNO3) podem não ter sido estatisticamente significativas nas 
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concentrações utilizadas nessa triagem. O que significa que, é possível que as 

mesmas sejam relevantes se for empregadas outras faixas de estudo, uma vez que 

a resposta às alterações das condições de cultivo são divergentes a depender da 

espécie utilizada. 

De fato, a sílica, variável que apresentou maior efeito em ambas as respostas, é 

requisitada apenas por diatomáceas e silicoflagelados, e em situações de privação 

desse nutriente, a perda populacional das diatomáceas é verificada, o que justifica o 

efeito positivo apresentado na produção de biomassa (LOURENÇO, 2006). Sem a 

introdução desse nutriente, as diatomáceas são incapazes de se reproduzir, por 

isso, elas habitualmente respondem com maior celeridade à deficiência de sílica 

quando comparada a outros macronutrientes, tais como, nitrogênio e fósforo 

(TAGUCHI, S e HIRATA, J. A. e LAWS, 1987; HILDEBRAND et al., 2012)  

Resultados similares aos apresentados por esse estudo foram exibidos na pesquisa 

de Li et al. (2017) que destacou a sílica, em forma de Na2SiO3.9H2O, como a 

variável com maior relevância estatística, quando comparada com os demais fatores, 

concentração de nitrogênio, ferro e fósforo, sobre o crescimento de três diatomáceas 

dulcícolas (Cyclotella sp., Synedra sp. e Navicula sp.).  

Estudando o comportamento da cianobactéria Cyanobacterium aponinum OUC1 

sobre estresse de pH ácido, testando valores dessa variável, de 3,0 a 8,0, Meng et 

al. (2018) concluíram que em pH iguais a 3,0, 3,5 e 4,0, a espécie teve um declínio 

considerável no crescimento, enquanto que sob o pH 8, ela obteve o melhor 

crescimento, circunstância análoga a essa pesquisa, uma vez que esse fator 

manifestou efeito positivo sobre a produção de biomassa, a qual apresentou valor 

máximo quando o pH foi igual a 8. A investigação realizada por Sharma et al. (2018) 

utilizando dois consórcios de algas, denominados S1 e S16, mostrou que o melhor 

desenvolvimento do consórcio S16, em termos do conteúdo lipídico, biomassa e 

clorofila foi em pH 8, ao passo que o consórcio de algas S1 exibiu maior conteúdo 

lipídico, rendimento em biomassa e clorofila em pH 7. 

Igualmente a esse estudo, Singh et al. (2015) concluíram que o fósforo não foi 

estatisticamente significativo, ao verificar os efeitos independentes e as interações 

entre as variáveis, nitrogênio, ferro e fósforo na produção de lipídeos da espécie 

Ankistrodesmus falcatus.  
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Utilizando a espécie Botryococcus braunii, Ruangsomboon (2012), suplementou o 

cultivo com 9, 18, 27, 36 e 45 mg L-1 de Sulfato Ferroso (FeSO4), e não obteve efeito 

significativo na produção de biomassa dessa, semelhantemente a essa pesquisa.  

A maior parte dos estudos reporta a importância da concentração de nitrogênio 

(condição de cultivo mais estudada) tanto na produção de biomassa quanto na 

produção de lipídeos de diferentes espécies de microalgas, a exemplo,  Zhila e 

Kalacheva e Volova (2005) e Pancha et al. (2014), os quais reportaram que a 

deficiência desse nutriente afeta na morfologia e na composição bioquímica da 

célula da Botryococcus braunii e da Scenedesmus sp. CCNM 1077, 

respectivamente.  

Todavia, Shifrin  e Chisholm (1981) no seu estudo, perceberam que as diatomáceas 

se comportam de maneira diferente, quando comparadas com as algas verdes, se 

expostas à privação de nitrogênio, uma vez que nem todas as diatomáceas, nesse 

experimento, apresentaram acúmulo de lipídeos sobre escassez de nitrogênio. O 

que fundamenta a falta de significância estatística da variável nitrogênio nesse 

estudo, tendo em vista o fator dependente conteúdo lipídico. Além disso, segundo 

Hildebrand et al. (2012) as diatomáceas são capazes de estocar o nitrogênio 

intracelularmente sob variadas formas e quando há requisição desse nutriente, elas 

podem acessá-lo, dando continuidade ao crescimento. 

Diferente do exposto nessa pesquisa, onde a salinidade não denotou efeito 

significativo sobre as respostas, EL-Kassas e EL-Sheekh (2016) testaram quatro 

valores de salinidade (25, 30, 35 e 40 ppm) no cultivo da microalga marinha 

Tetraselmis tetrathele, e observaram que os maiores rendimentos de crescimento 

foram dados nas salinidades iguais a 30 e 35 ppm. Sob o efeito da maior salinidade 

nessa pesquisa (40 ppm), a Tetraselmis tetrathele exibiu maior acumulação de 

ácidos graxos.  

Poucos autores mostraram empenho a essa etapa que antecede, normalmente, a 

otimização de condições de cultivo. A escolha sobre qual variável manipular, nesse 

caso, se baseia apenas no levantamento bibliográfico.  

Penteado (2010) fez uso do planejamento experimental fatorial Plackett Burmann 

para definir, entre as variáveis independentes, nitrogênio, fósforo, ferro, silício e 

glicerol quais expressariam efeito significativo sobre biomassa seca, conteúdo 
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lipídico, conteúdo de acilgliceróis e produção de lipídeos e acilgliceróis por litro, da 

diatomácea Phaeodactylum tricornutum. Finalizando esse estudo, a autora concluiu 

que apenas a variável fósforo apresentou efeito significativo com relação à biomassa 

seca, enquanto que os fatores nitrogênio e fósforo se mostraram relevantes com 

referência à quantidade de lipídeos por litro e somente o nitrogênio demonstrou 

significância na quantidade de acilgliceróis por litro. 

Buscando encontrar os valores ótimos das condições de cultivo da microalga 

Chlorella minutíssima Loures (2016) empregou o arranjo ortogonal de Taguchi para 

realizar o screening das variáveis, vazão de CO2, concentração de NO3
-, PO4

-, 

suplementação (metais + vitaminas (mL)), temperatura e salinidade, de modo a 

identificar as que conferiram efeitos significativos na concentração da biomassa e no 

teor de lipídeos. Nesse primeiro momento, a autora constatou que temperatura, 

concentração de NO3
- e PO4

- e vazão de CO2 foram os fatores que exibiram grande 

influência sobre a concentração de biomassa. Já as variáveis temperatura, 

concentração de NO3
-, vazão de CO2 e suplementação foram as que se revelaram 

mais influentes sobre o teor de lipídeos dessa espécie. 
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6. CONCLUSÕES  

Diante ao exposto é permitido concluir inicialmente que a produção de EPS pela 

microalga Halamphora coffeaeformis, utilizada nesse estudo, provocou interferência 

na quantificação de biomassa seca, o que dificultou a quantificação da produtividade 

de biomassa dessa espécie, uma vez que a variação das condições nutricionais têm 

efeito na produção de EPS. Por isso, a biomassa foi quantificada no final dos 10 dias 

de experimentos, após a centrifugação da mesma, e com isso extração de EPS. 

Com relação ao estudo das condições de cultivo , concluiu-se que as que 

apresentaram maior relevância estatística na produção de biomassa e conteúdo 

lipídico, em um primeiro momento, foi a concentração de Sílica e o pH. Todavia, os 

efeitos exibidos foram contrários a depender da resposta requerida. Quando levado 

em consideração a biomassa seca, esses fatores mostraram efeito positivo, ou seja, 

quanto maior a concentração e/ou valor, maiores os valores em massa. Caso o 

conteúdo lipídico seja requerido, as condições significativas apresentaram efeito 

negativo, quanto menor concentração e/ou valor, maiores serão os conteúdos 

lipídicos dessa espécie. 

Levando-se em consideração a média obtida nos pontos centrais (0,257±0,02g), 

verificou-se que é possível aumentar a produção de biomassa em até 0,14g, ou seja, 

56%, enquanto que o teor lipídico foi aumentado, com a manipulação das condições 

de cultivo, cerca de 2,3 vezes, observando também a média dos pontos centrais. 
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7. RECOMENDAÇÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

Sugere-se: 

 Encontrar os valores ótimos para as variáveis concentração de Na2SiO3.9H2O 

e para o pH; 

 Realizar o cultivo dessa espécie em dois estágios, no primeiro aplicando as 

condições que maximizem o rendimento em biomassa e no segundo, 

empregar o cultivo dessa biomassa em circunstâncias que valorizem a 

acumulação de lipídeos; 

 Caracterizar a biomassa obtida de modo a identificar seu potencial para a 

produção de biodiesel e compará-la com a biomassa cultivada nas condições 

convencionais do laboratório; 

 Identificar quais as condições significativas na produção de EPS e estudar o 

potencial de aplicação industrial desse. 
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APÊNDICE 1 – Sequenciamento da espécie Halamphora coffeaeformis 

CCATACCTTGGATAACGTAGTATTCTAGAGCTAATACATGCGTCGATACCCCTCT

GGGGTAGCATTTATTAGATGGAAACCAACCCCTTCGGGGTGATGTGGTGAATCA

TAATAAGCTTGCGGATCGCCGGTGGCGATGGATCATTCAAGTTTCTGCCCTATC

AGCTTTGGACGGTAAGGTATTGGCTTACCGTGGCTTTAACGGGTAACGGGGAAT

TAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAA 




