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APRESENTACAO

Estamos apresentando “Fonte de Biomassa e Potenciais de Uso”. Sao dezesseis
capitulos que abordam trabalhos, pesquisas e revisdes de forma ampla acerca deste
conhecimento. A obra reune trabalhos de diferentes regides do pais, analisando a area
da Producdo de biomassa sob diferentes abordagens. E necessario conhecer esses
temas sob diversas visbes de pesquisadores, a fim de aprimorar conhecimentos,
relagdes interespecificas e desenvolver estratégias para a utilizacdo das fontes
de biomassa. O esforco continuo de pesquisadores e instituicbes de pesquisa tem
permitido grandes avancos nessa area. Assim, apresentamos neste trabalho uma
importante compilacao de esforcos de pesquisadores, académicos, professores e
também da Atena Editora para produzir e disponibilizar conhecimento neste vasto
contexto.

Ménica Jasper
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CAPITULO 5
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Nannochloropsis oculata CULTIVADA COM VARIACAO
DE NITRATO DE SODIO NO MEIO DE CULTURA
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RESUMO: A  Nannochloropsis  oculata
microalga marinha, utilizada como alimento na
aquicultura. O objetivo do trabalho foi cultivar
e avaliar o rendimento de biomassa de N.
oculata ap6s floculagdo quimica e secagem
em estufa. O cultivo foi realizado em frascos
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de 8 L com trés repeticdes, na salinidade de
27, iluminancia de 10.000 lux, temperatura de
28 °C, pH 9,17 = 0,51 na fase estacionaria e
pH 8,68 + 0,015 na fase de morte, usando o
Guilard /2 como meio de cultivo. A curva de
crescimento foi acompanhada, a cada dois
dias, com a determinacéo da densidade Optica
a 680 nm (DO, ) em espectrofotometro.
Para separacéo do meio de cultivo das células
foi utilizado o método de floculacdo quimica,
através da adicado de NaOH 2N. Apéds a
separacdo dos flocos, realizou-se a lavagem
das células com agua destilada para retirada do
sal e secagem da biomassa em estufa a 60 °C.
O acompanhamento do crescimento do cultivo
foi realizado diariamente, sendo o tratamento
com maior quantidade de nitrato no meio o
que apresentou maios curva de crescimento,
ja quanto ao rendimento lipidico o melhor
resultado foi com a menor quantidade de nitrato
no meio de cultura.
PALAVRAS-CHAVE:
Lipidio.

Biomassa; Cultivo;

LIPIDS EXTRACTION FROM MICROALGA
NANNOCHLOROPSIS OCULATA
CULTIVATED WITH SODIUM NITRATE
VARIATION IN CULTURE.

ABSTRACT: Nannochloropsis oculata
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microalgae, used as food in aquaculture. The objective of this work was to cultivate
and evaluate N. oculata biomass yield after chemical flocculation and oven drying.
Cultivation was performed in 8 L flasks with three repetitions, at salinity of 27, illuminance
of 10,000 lux, temperature of 28 °C, pH 9.17 + 0.51 in the stationary phase and pH
8.68 + 0.015 in the death phase. , using Guilard f / 2 as a cultivation medium. The
growth curve was followed every two days by determining the optical density at 680
nm (OD,..) in a spectrophotometer. To separate the culture medium from the cells,
the chemical flocculation method was used, by the addition of NaOH 2N. After flake
separation, the cells were washed with distilled water to remove the salt and dry the
biomass in an oven at 60 °C. Cultivation growth was monitored daily, and the treatment
with the highest amount of nitrate in the medium presented the highest growth curve.
The best result was the lowest amount of nitrate in the culture medium.

KEYWORDS: Biomass; Cultivation; Lipid

11 INTRODUCAO

A Nannochloropsis oculata é uma espécie de microalga marinha unicelular capaz
de absorver radiacao solar e didxido de carbono, na presenca de nutrientes organicos,
para realizacdo da fotossintese e incrementar sua densidade algal. Possui alto teor
lipidico, sendo uma promissora espécie, dentre outras, para a produ¢ao de biodiesel,
é utilizada também como alimento na aquicultura, principalmente na fase larval de
peixes e crustaceos devido a sua facilidade e velocidade de cultivo, e possuir tamanho
pequeno, sendo compativel com 0 mecanismo alimentar das larvas (DERNER et al.,
2006).

Dentre os fatores fisicos e quimicos que interferem no crescimento das microalgas,
0s principais sao a luz, temperatura, salinidade, disponibilidade e qualidade dos
nutrientes (RICHMOND, 2004). A interagcdo das microalgas com o meio de cultivo e
com o proprio ambiente fisico do cultivo resulta em altera¢cdées na densidade celular,
que tende a aumentar exponencialmente a partir da inoculagéo. Por outro lado, as
concentragcOes dos nutrientes dissolvidos no meio de cultivo tendem a diminuir com
sua multiplicacdo, podendo chegar a exaustdao completa, dependendo do tempo de
desenvolvimento da cultura, causando estresse nas mesmas (LOURENCO, 2006).

Converti et al. (2009) estudaram os efeitos da concentracdo de nitrogénio no
rendimento lipidico de uma cepa da microalga N. oculata e quando a concentracéo
inicial de nitrogénio no meio de cultivo foi reduzida em 75%, foi verificado um aumento
em cerca de 48% no teor lipidico dessa espécie. O trabalho teve como objetivo
determinar o rendimento lipidico da biomassa seca da microalga Nannochloropsis
oculata cultivada com reducao da quantidade de nitrato de s6dio no meio de cultura.
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2| MATERIAL E METODOS

As quantidades de nitrato de sodio utilizadas foram 15; 30; 45; 60 e 75 mg L™,
mantendo constantes as quantidades dos outros nutrientes do meio Guillard f/2 (1975).
Trezentos mililitros de um cultivo pré-estabelecido foram utilizados como in6culo em
um recipiente de trés litros Uteis. Posteriormente, o volume foi completado com meio
Guillard f/2 contendo 75 mg L. Apds o desenvolvimento do novo inoculo, acompanhado

atraves das densidades oOptica (DO, ) e celular da cultura (cels. mL"), aliquotas (300

680n
mL) do mesmo foram utilizadas para iniciar os cultivos nas diferentes quantidades
de nitrato de sodio. Os cultivos estacionarios foram realizados, em triplicata, dentro
de recipientes de trés litros submetidos a aeracéo constante através de bombas de
diafragma, luminosidade de 60 HE cm? s e temperatura de 28 + 1 °C.

A densidade Optica foi determinada diariamente, utilizando um espectrofotdmetro
a 680 nm. Ao final dos cultivos, utilizou-se uma solucédo de NaOH 2N para a das
microalgas e sua separacéo do meio de cultura (ARAUJO et al.,2011), sendo a biomassa
lavada com agua destilada e seca em estufa a 60 °C por 24 horas (RODRIGUES et
al, 2009).

Aextracao de lipidios foi realizada pelo método de Bligh & Dyer (1959), onde foram
adicionados a biomassa seca da microalga (5 g), em triplicata, em um erlenmeyer de
250 mL, 25 mL de metanol, 12,5 mL de cloroférmio e 5 mL de agua. O erlenmeyer foi
tampado e posto para sonicar durante 40 minutos, em banho ultrasénico com frequéncia
de 40 KHz e poténcia de 80 W. Em seguida, foram adicionados mais 12,5 mL de
cloroférmio e 12,5 mL de solucéo de sulfato de sddio 1,5% e realizada outra sonicagcao
com duracao de 20 minutos. A parte sélida foi filtrada a vacuo e posteriormente seca
em estufa a 105 °C durante 24 horas.

Os valores referentes as densidades celulares finais das microalgas cultivadas
com diferentes quantidades de nitrato de sodio, bem como os rendimentos de Oleo
obtidos das respectivas biomassas secas foram submetidos a uma analise de variancia
(ANOVA) e, no caso de diferencga significativa, submetidos ao teste t para médias ao
nivel de 5% utilizando o programa Microcal Origin verséo 6.0.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Afigura 1 mostra as curvas de crescimento da microalga N. oculata cultivada em
diferentes quantidades de nitrato de s6dio durante um periodo de cinco dias.
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Figura 1 - Curvas de crescimento da microalga N. oculata expressas em termos de densidade
celular (cels. mL™") por dia de cultivo, nas quantidades de 15; 30; 45; 60 e 75 mg L' de nitrato
de sédio.

Fonte: Autor

A cultura realizada com a maior quantidade de nitrato de s6dio no meio de cultivo
(75 mg L") apresentou um crescimento populacional (cels. mL™") significativamente
superior aos outros cultivos. Apesar da cultura realizada na menor quantidade de
nitrato de sédio (15 mg L") ter apresentado o menor incremento populacional, foi a que
resultou no maior teor de lipideos na biomassa seca. O teor de lipideos na biomassa
de N. oculata foi significativamente reduzido com o aumento da quantidade de nitratos
no meio de cultivo (Tabela 1).

Nitrato de sédio (mg L-1)

15 30 45 60 75
Densidade
celular (cels. 80,96+12,54a 130,96+9,95b 169,56+9,67¢c 173,36+11,74c 202,17+8,44d
mL-1)
Rendimento

. 49,41+0,14*  35,68+0,12b 31,21+0,58c  26,77+0,36d  23,36+0,15e
de 6leo (%)

Tabela 1 - Densidades celulares (cels. mL™) finais das microalgas cultivadas com diferentes
quantidades de nitrato de sédio e respectivos rendimentos de 6leo (%) na biomassa seca.

Fonte: Autor

*Letras diferentes indicam diferenca significativa

Rodolfi etal. (2009) cultivaram a microalga Nannochloropsis sp. em fotobioreatores
de 110 L sob luz solar direta variando a concentragdo de nitrogénio. Os autores
observaram uma redugdo de 16,7% no crescimento de biomassa quando a referida
microalga foi cultivada com deplecdo de nitrogénio, resultados semelhantes aos
encontrados no presente trabalho para a espécie N. oculata.

A taxa de crescimento populacional e a producdo de Oleo também estéo
relacionadas diretamente com a concentracao de nutrientes presentes no meio de cultivo

Fontes de Biomassa e Potenciais de Uso Capitulo 5



das microalgas. O nitrogénio tem um papel importante no controle da produtividade
desses organismos e existe uma determinada concentracéo de nitrogénio em que a
biomassa e a producéo de lipidios podem ser maximizadas (De La HOZ et al., 2011).

Neste trabalho, a cultura realizada com 45 mg L' de nitrato de sddio resultou em
um bom crescimento populacional e também aumentou significativamente o teor de
lipideos na biomassa seca de N. oculata.

41 CONCLUSAO

A microalga Nannochloropsis oculata produz mais lipideos com a reducdo da
quantidade de nitrato de s6dio no meio de cultura, no entanto essa reducédo pode
diminuir significativamente a densidade celular.
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