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RESUMO 

 

Microalgas são microrganismos de rápido crescimento que apresentam 

biomassa rica em metabólitos de interesse comercial. Elas podem ser cultivadas 

em sistema aberto ou fechado. Além disso, são capazes de modular seu 

metabolismo para se adaptar a condições de cultivo, e sob redução de nutrientes 

(condição de estresse), podem ampliar a biossíntese de alguns metabólitos. Este 

estudo analisou o cultivo das microalgas Botryococcus terribilis e Chlorella sp. 

em sistema fechado (utilizando Erlenmeyer), aberto (raceway),e em sistema 

fechado com condição de estresse. Nos diferentes cultivos estudados foi 

realizada a extração das proteínas, carboidratos, lipídios, pigmentos e – para a 

B. terribilis – hidrocarbonetos. Foram mantidas as seguintes condições 

experimentais: intensidade de luz de 130±5 µmol.m-2.s-1; fotoperíodo de 12:12 h 

de claro:escuro e temperatura de 25±2 ºC. Para a B. terribilis foi utilizado meio 

de cultivo CHU13 modificado e para a Chlorella sp., o meio BG11. Em ambas as 

espécies o estresse foi avaliado com planejamento fatorial completo 2², com três 

réplicas no ponto central, variando a concentração de nitrogênio e fósforo nos 

meios de cultivo. Para isso foi reduzida a concentração de nitrato de potássio 

(KNO3) ou nitrato de sódio (NaNO3) para suprimir nitrogênio – nos meios CHU13 

E BG11, respectivamente - e de fosfato de potássio (K2PO4) para redução de 

fósforo. O cultivo em sistema fechado e aberto foi promissor, sendo que em 

raceway a taxa de crescimento específico aumentou para ambas as espécies – 

de 0,182 d-1 para 0,478 d-1 com a B. terribilis e de 0,439 d-1 para 0,517 d-1 com a 

Chlorella sp. A porcentagem de metabólitos nos cultivos em sistema fechado e 

aberto foi similar. Na B. terribilis foi obtido entre 28-30 % de lipídios; 7-10 % de 

hidrocarbonetos; 32-34% de proteínas e 14-15 % de carboidratos. Já na 

Chlorella sp. foi obtido 15-17 % de lipídios, 36-38 % de proteínas e 31-32 % de 

carboidratos. Notou-se produção de clorofilas 3 a 4 vezes maior pela Chlorella 

sp. No estudo de estresse os fatores foram significativos, a 95 % de confiança, 

para a produtividade de biomassa e porcentagem de lipídios na B. terribilis; e 

para a porcentagem de lipídios, proteínas e carboidratos no estudo com a 

Chlorella sp. A maior porcentagem de lipídios (49 % para a B. terribilis e 35 % 

para a Chlorella sp.) foi obtida, em ambas as espécies, ao manter 25 % da 

concentração de nitrogênio e 75 % da concentração de fósforo. A concentração 



 

 

de fósforo apresentou efeito negativo para o acúmulo de carboidratos. Na 

Chlorella sp. o efeito da concentração de nitrogênio e a interação dos fatores foi 

significativa para a porcentagem de proteínas, apresentando maiores valores 

para este metabólito quando ambos os nutrientes estão em maior concentração. 

Com esta pesquisa pode-se compreender de forma ampla como o sistema de 

cultivo afeta o crescimento e acúmulo de metabólitos nas microalgas B. terribilis 

e da Chlorella sp. e por isso é de grande relevância para estudo de cultivo e 

aplicações destas espécies subsidiando análises futuras de viabilidade técnico-

econômica e ampliação de escala.  

Palavras-chave: Raceway; Clorófitas; Planejamento fatorial; Microalgas; 

Metabólitos.



 

 

ABSTRACT 

 

Microalgae are fast-growing microorganisms that present a biomass rich in 

metabolites of commercial interest. It can grow in an open or closed system. It is 

able to modulate its metabolism to adapt to growing conditions, and under 

nutrient depletion (stressing condition), it can enhance the biosynthesis of some 

metabolites. This study analyzes the cultivation of the microalgae Botryococcus 

terribilis and Chlorella sp. in a closed system (using Erlenmeyer), in an open 

raceway and in a closed system under stress conditions. In the different species 

studied, were carried out the extraction of proteins, carbohydrates, lipids, 

pigments, and – for B. terribilis – hydrocarbons. The following experimental 

conditions were applied: light intensity of 130±5 µmol.m-2.s-1; 12:12 h light:dark 

photoperiod and 25±2 ºC. For B. terribilis, modified CHU13 culture medium was 

used and for Chlorella sp., BG11 medium. In both species, stress was evaluated 

with a 2² full factorial design, with a central point, varying the concentration of 

nitrogen and phosphorus in the culture media. Thus, it was reduced the 

concentration of potassium nitrate (KNO3) or sodium nitrate (NaNO3) to suppress 

nitrogen – in CHU13 and BG11 media, respectively – and potassium phosphate 

(K2PO4) to reduce phosphorus. Cultivation in closed and open systems was 

promising, and in the raceway, the specific growth rate increased for both species 

– from 0.182 d-1 to 0.478 d-1 for the B. terribilis and from 0.439 d-1 to 0.517 d-1 for 

the Chlorella sp. The percentage of metabolites in closed and open system 

cultures was similar. In B. terribilis it was obtained between 28-30% of lipids; 7-

10 % hydrocarbons; 32-34 % protein and 14-15 % carbohydrate. In Chlorella sp. 

15-17 % of lipids, 36-38 % of proteins and 31-32 % of carbohydrates were 

obtained. Production 3-4 times higher of chlorophylls by Chlorella sp. was 

observed. In the stress study, the factors were significant, at 95 % confidence, 

for biomass productivity and lipid percentage in B. terribilis; and for the 

percentage of lipids, proteins, and carbohydrates with the Chlorella sp. The 

highest percentage of lipids (49 % for B. terribilis and 35 % for Chlorella sp.) was 

obtained, for both species, by keeping 25 % of the nitrogen concentration and 75 

% of the phosphorus concentration. Phosphorus concentration had a negative 

effect on carbohydrate accumulation. In Chlorella sp. the effect of nitrogen 

concentration and the interaction of factors was significant for proteins 



 

 

accumulation, with higher values for this metabolite when both nutrients are in 

higher concentration. With this research, it is possible to understand in a broad 

way how the cultivation system affects the growth and accumulation of 

metabolites in the microalgae B. terribilis and Chlorella sp and therefore it is of 

great relevance for the study of cultivation and applications of these species, 

subsidizing future analyzes of technical-economic feasibility and expansion of 

scale.  

Keywords: Raceway; Chlorophytes; Factorial design; Microalgae; Metabolites.  
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1. INTRODUÇÃO 

  

As microalgas são organismos que apresentam elevada eficiência 

fotossintética, rápido crescimento e alta produtividade de metabólitos (MISHRA; 

MOHANTY, 2019). Esses microrganismos são capazes de assimilar entre 5 e 50 

vezes mais CO2 do que plantas de cultivo terrestres – o que pode auxiliar a conter 

os avanços do aquecimento global – além de não competirem por espaço com 

terras agricultáveis, podendo ainda ser cultivadas em águas residuárias ou 

salobras (JEEVAN KUMAR et al., 2017; SUNDARRAJAN et al., 2019). Os 

principais produtos do metabolismo das microalgas são: proteínas, carboidratos, 

pigmentos, lipídios e, no caso do gênero Botryococcus, hidrocarbonetos. Estes 

podem ser utilizados como matéria prima para diversos produtos de valor 

agregado, como nutracêuticos, biocombustíveis, cosméticos e suplementos 

alimentares (LAM et al., 2018). 

Uma das espécies mais estudadas de microalgas é a Chlorella sp. Este 

gênero já é cultivado em larga escala, com aplicações na indústria alimentícia 

(SAFI et al., 2014). Entretanto, sua produtividade de lipídios (com perfil de ácidos 

graxos apropriados para síntese de biocombustíveis) abre a possibilidade de 

utilização desta espécie em um contexto de biorrefinaria - mercado que ainda 

não se encontra estabelecido e requer mais avanços nos estudos de cultivos e 

extração de metabólitos ( BRASIL; SILVA; SIQUEIRA, 2017;  LAM et al., 2018).  

As microalgas do gênero Botryococcus tem a capacidade de expelir 

hidrocarbonetos, similares a combustíveis fósseis, para o meio extracelular, sem 

rompimento da membrana plasmática (GUY-OHLSON, 1992; HEGEDUS et al., 

2014), e por isso têm despertado atenção de pesquisadores. Dentre as espécies 

deste gênero pode-se destacar a Botryococcus terribilis, a qual possui elevada 

resistência à condições adversas, alta capacidade de assimilação de CO2 e 

elevada produtividade de lipídios e hidrocarbonetos (CABANELAS et al., 2013; 

FERREIRA et al., 2019a; GOH et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2015). Esta 

microalga tem sido pouco abordada na literatura, mas demonstra fortes indícios 

de ser um fonte promissora para síntese de biocombustíveis, podendo encontrar 

ainda aplicações nas indústrias de cosméticos e suplementos alimentares 

(CABANELAS et al., 2013; FERREIRA et al., 2019a). 
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O cultivo de microalgas pode se dar em sistemas abertos (lagoas 

circulares ou raceways), fechados (fotobiorreatores) ou híbridos (fechado 

seguido de aberto) (RIOS PINTO; FERREIRA; TASIC, 2021). Os sitemas abertos 

possuem custos de instalação e operação significativamente inferiores aos 

sistemas fechado (MONCADA B; ARISTIZÁBAL M; CARDONA A, 2016; LAM et 

al., 2018; AZIZ et al., 2020). Em contra partida, há menor controle das condições 

de cultivo, visto que se tem dependência do meio externo (FERREIRA et al., 

2019a). Já nos sistemas fechados, a possibilidade de contaminação é reduzida 

e as condições de cultivo podem ser controladas; entretanto este cultivo está 

associado a um elevado custo (BRASIL; SILVA; SIQUEIRA, 2017; COLLING 

KLEIN; BONOMI; MACIEL FILHO, 2018; KHOO et al., 2019). Os sistemas 

hídridos, por sua vez, tem sido reportados como mais apropriados para o cultivo 

pois reduzem os custos ao passo que mantem o cultivo concentrado, evitando 

contaminações (ADESANYA et al., 2014; NARALA et al., 2016; COLLING 

KLEIN; BONOMI; MACIEL FILHO, 2018). 

Além do sistema de cultivo, o crescimento e produtividade de metabólitos 

nas microalgas sofre influência da temperatura, pH, intensidade de luz, 

fotoperíodo, concentração de CO2 e de nutrientes (ZHU; LI; HILTUNEN, 2016).  

Esses parâmetros podem ser alterados com o intuito de direcionar a atividade 

celular para beneficiar a síntese de determinado metabólito (MINHAS et al., 

2016; ZHU; LI; HILTUNEN, 2016; CHEN et al., 2017). Nesse caso, diz-se que a 

cultura está submetida à condição de estresse. Embora a produtividade de 

determinados metabólitos possa aumentar durante o estresse, esta condição 

frequentemente afeta negativamente o crescimento das microalgas (CHEN et 

al., 2017). Por este motivo, recomenda-se o cultivo em duas etapas: inicialmente 

visando à divisão celular e aumento da concentração de biomassa e, em 

seguida, aplicando as condições de estresse para ampliar a síntese do 

metabolito de interesse (GUIHÉNEUF; KHAN; TRAN, 2016). 

 Na Figura 1 é apresentado um esquema representativo desta pesquisa, a 

qual se propõe a avaliar o cultivo das microalgas Botryococcus terribilis e 

Chlorella sp. em sistema fechado (utilizando Erlenmeyer), aberto (raceway) e em 

condição de estresse (por redução na concentração de nitrogênio e fósforo), 

seguido da extração e quantificação dos lipídios, proteinas, carboidratos, 

pigmentos e hidrocarbonetos (no caso da B. terribilis). Com isso pode-se fazer 
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uma análise completa de como as condições de cultivo afetam a produção de 

cada um dos metabólitos pelas espécies analisadas. Essa abordagem é pouco 

explorada na literatura, que comumente se atenta apenas a produção de apenas 

um metabólito – geralmente lipídios (AZIZ et al., 2020; JACKSON; BAHRI; 

MOHEIMANI, 2019; PRAVEENKUMAR et al., 2016). Além disso, para a 

microalga B. terribilis não há estudo em sistema aberto ou em condição de 

estresse com manipulação da concentração deste nutrientes. Dessa forma, este 

trabalho visa contribuir com a elucidação das condições que afetam o 

cresicmento e síntese de biocompostos pelas microalgas em estudo, servindo 

como subsídio para tomada de decisão sobre os parametros de cultivo e 

aplicações da B. terribilis e da Chlorella sp. em um contexto de biorrefinaria. 

 

Figura 1: Representação esquemática do estudo de cultivo e produção de 
metabólitos das microalgas B. terribilis e Chlorella sp. 

 

Fonte: Autora, 2021. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Microalgas 

 

O grupo taxonômico das algas abrange organismos procarióticos e 

eucarióticos com uma ampla gama genética e metabólica. Apenas no Brasil, tem-

se mais de 3.500 espécies de algas catalogadas (BRASIL; SILVA; SIQUEIRA, 

2017). Estruturalmente, as espécies variam de unicelulares, coloniais e 

filamentosas até estruturas multicelulares de grande porte. As algas são 

comumente setorizadas em microalgas (com tamanho entre 2 e 200 µm) e 

macroalgas – maiores que 200 µm (GRIFFITHS et al., 2016). As microalgas são 

classificadas em dois filos procarióticos (Cyanophyta e Phrochlorophyta) e nove 

eucarióticos (Chlorophyta, Chlorarachniophyta, Glaucophyta, Dinophyta, 

Rhodophyta, Euglenophyta,  Heterokontophyta, Cryptophyta e Haptophyta). As 

microalgas verdes (Chlorophytas) e as cianobactérias (Cyanophyta) são os 

grupos mais abundantes na terra e por isso estão entre os mais estudados 

(GALANTE, 2018).  

Estes microrganismos apresentam elevada eficiência fotossintética aliada 

ao rápido crescimento e a alta produtividade de metabólitos (MISHRA; 

MOHANTY, 2019). Vale destacar que as microalgas podem assimilar entre 5 e 

50 vezes mais carbono que as plantas terrestres (ZHOU et al., 2017). Além disso, 

são capazes de utilizar carbono orgânico, com algumas espécies – como as 

Chlorella, Botryococcus, Scenedesmus, Nannochloropsis, Spirulina e 

Oscillatoriales - podendo ser cultivadas em águas salobras ou efluentes 

(BRASIL; SILVA; SIQUEIRA, 2017; KADIR et al., 2018; RAJESH BANU et al., 

2020). Assim, podem ser utilizadas concomitantemente para o sequestro de 

carbono, tratamento de efluentes e produção metabólitos de interesse comercial; 

sem competir por espaço com terras aráveis. 

Alguns dos produtos do metabolismo das microalgas são: proteínas, 

carboidratos, pigmentos e lipídios. Devido ao rico perfil nutricional desses 

compostos as microalgas passaram a ser estudadas, em um primeiro momento, 

como suplemento alimentar (GRIFFITHS et al., 2016). O avanço dos estudos 

com esses organismos mostrou que eles podem ser utilizados em uma diversa 

gama de produtos de alto valor agregado, como biocombustíveis, cosméticos e 
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produtos farmacêuticos (LAM et al., 2018). A Tabela 1 apresenta alguns gêneros 

de microalgas e as possíveis aplicações de seus metabólitos. 

 

Tabela 1: Principais metabólitos de microalgas e suas aplicações (GRIFFITHS 

et al., 2016; RIOS PINTO; FERREIRA; TASIC, 2021). 

Gênero de 

microalga 
Metabólito Aplicação 

Chlorella Proteínas Alimentação humana e animal 

Chlorella Lipídios Nutracêuticos e biocombustíveis 

Chlorella Carboidratos Fármacos e biocombustível 

Chlorella Pigmentos Nutracêuticos 

Botryococcus Hidrocarbonetos Biocombustíveis e cosméticos 

Botryococcus Lipídios Biocombustíveis e nutracêutico 

Botryococcus Carboidratos 
Cosméticos, biomateriais e 

biocombustíveis 

Scenedesmus Proteínas Alimentação humana e animal 

Scenedesmus Lipídios Biocombustíveis e nutracêuticos 

Dunaliella Carboidratos Fármacos 

Dunaliella Pigmento Fármacos e cosméticos 

Spirulina Proteínas Alimentação humana e animal 

Spirulina Pigmentos Fármacos, nutracêuticos e cosméticos 

Hematococus Pigmentos Fármacos, nutracêuticos e cosméticos 

 

A quantidade de cada metabólito, bem como suas aplicações, varia de 

acordo com a espécie e conforme as condições de cultivo; fatores que serão 

explorados nas próximas sessões deste trabalho. A seguir é abordada de forma 

mais detalhada as duas espécies utilizadas nesse estudo: Botryococcus terribilis 

e Chlorella sp.; ambas do filo Chlorophyta. 

 

2.1.1. Botryococcus terribilis 

 

O gênero Botryococcus é composto por 13 espécies: B. braunii, B. 

terribilis, B. protuberans, B. canadensis, B. comperei, B. australis, B. fernandoi, 

B. neglectus, B. pila, e quatro tipos de Botryococcus sp. (KOMÁREK; MARVAN, 

1992). Essas espécies são típicas de regiões tropicais, e podem se desenvolver 
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em águas doce, estuários e fiordes (MORAIS JUNIOR et al., 2020).  A microalga 

B. terribilis apresenta morfologia irregular com células de dimensão entre 2-4 x 

2-6 μm (KOMÁREK; MARVAN, 1992) (Figura 2-A). Esta microalga se agrupa em 

colônias (clusters) completamente envolvidas por mucilagem (Figura 2-B) (DE 

QUEIROZ MENDES et al., 2012; HEGEDŰS et al., 2015). O gênero 

Botryococcus tem como particularidade a liberação de lipídeos e 

hidrocarbonetos no meio extracelular sem rompimento da membrana plasmática; 

sendo estes seus principais metabólitos de interesse comercial (JIN et al., 2015). 

Os hidrocarbonetos extracelulares envolvem as colônias de células e são 

delimitados por uma matriz extracelular. Essa estrutura tem a função de proteger 

a colonia e auxiliar na captura de nutrientes (DE QUEIROZ MENDES et al., 2012; 

HEGEDŰS et al., 2015). 

 

Figura 2: Colônias de microalgas Botryococcus terribilis vista em microscópio 
óptico com aumento de 1.000 vezes (A) agrupamento das células e (B) 
mucilagem extracelular. 

 
A 

 
B 

Fonte: Autora 2021. 

 

 A maioria das espécies de microalga utilizam em torno de 80 % do CO2 

consumido para reprodução - aumentando a produtividade de biomassa – e 

apenas 5 % para produção de terpenóides (BABA et al., 2012). Em contrapartida, 

as microalgas Botryococcus utilizam quantidades similares de CO2 para o 
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crescimento e para a síntese de metabólitos (NIEHAUS et al., 2011). Isto resulta 

em um crescimento lento aliado a alta biossíntese de lipídios e hidrocarbonetos 

durante a fase exponencial (NIEHAUS et al., 2011, 2012). A rota de assimilação 

de CO2 e biossíntese de alguns metabólitos da microalga B. terribilis encontra-

se apresentado na Figura 3. Cada um desses metabólitos será posteriormente 

detalhado. 

 

Figura 3: Rota metabólica simplificada de assimilação de CO2 e síntese de 
lipídios, hidrocarbonetos, carboidratos e pigmentos pela microalga Botryococcus 
terribilis. 

 

Fonte: Autora, 2021 – Traduzido de artigo em fase de revisão. 

 

2.1.2. Chlorella sp. 

 

O gênero de microalgas Chlorella é um dos mais abordados na literatura. 

Devido as poucas exigências para seu cultivo, alta taxa de crescimento, e sua 

rota metabólica semelhante à dos vegetais superiores; os estudos com essa 

espécie auxiliaram na compreensão dos mecanismos de fotossíntese, 
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assimilação de carbono e produção de metabólitos pelas microalgas em geral 

(SAFI et al., 2014;  IKARAN et al., 2015; BERNARD; MAIRET; CHACHUAT, 

2016). Essa espécie possui morfologia esférica (Figura 4), com diâmetro entre 2 

e 10 µm, podendo se agrupar em colônias ou permanecer como células isoladas. 

São comumente encontradas em ambientes de água doce, porém algumas 

linhagens têm capacidade de se desenvolver em águas salgadas (SAFI et al., 

2014). 

 

Figura 4: Cultura de microalgas Chlorella sp. vista em microscópio óptico com 
aumento de 1.000 vezes. 

 

Fonte: Autora, 2021. 

 

O cultivo da Chlorella em larga escala já acontece a mais de uma década 

para produção de biomassa proteica e nutracêuticos (IKARAN et al., 2015). As 

espécies de Chlorella mais abordadas na literatura são: Chlorella vulgaris, 

Chlorella sp. e Chlorella pyrenoidosa (MORAIS JUNIOR et al., 2020). A 

biomassa da Chlorella sp. é rica em proteínas, carotenoides, vitaminas, sais 

minerais, e ácidos graxos; e por isso grande parte dos estudos com essa espécie 
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tem enfoque em suplementação alimentar. Entretanto, devido ao teor de lipídios 

e ao perfil de ácido graxos metabolizados por essa microalga, ela também é uma 

fonte promissora para produção de biocombustíveis (FERREIRA et al., 2019a; 

MORAIS JUNIOR et al., 2020). 

 

2.2.  Principais metabólitos das microalgas e suas aplicações 

 

As microalgas podem produzir diversos metabólitos de interesse 

comercial. Nessa sessão será abordada a biossíntese destes metabólitos, suas 

especificações para as espécies em estudo, e suas possíveis aplicações. A 

Tabela 2 apresenta as porcentagens de lipídios, proteínas e carboidratos que 

podem ser obtidos com as espécies em estudo neste trabalho. Pode-se notar 

que a Chlorella sp. apresenta maior produtividade de biomassa, podendo atingir 

0,77 g.L−1.d−1, enquanto o maior valor reportado para a B. terribilis foi de 0,28 

g.L−1.d−1. A maioria dos estudos com a B. terribilis alcança mais de 30 % de 

lipídios, enquanto que na Chlorella sp. tem-se em torno de 20 %. Quanto às 

proteinas, com ambas as espécies foi possível obter mais que 30 % deste 

metabólito. No que se refere aos carboidratos, nota-se que a B. terribilis 

apresenta porcentagem significativamente menores, variando entre 5-15 % 

enquanto com a Chlorella sp. pode-se obter até 47 % de carboidratos na 

biomassa. 

 

Tabela 2: Porcentagem em massa seca dos metabólitos das microalgas 
Botryococcus terribilis e Chlorella sp. 

Espécie 
Pb 

(g.L−1.d−1) 

Lipídiosa 

(%) 

Proteinasb 

(%) 

Carboidratosc 

(%) 
Referencia 

B. 

terribilis 
0,11-0,24 30-31 37-39 14-15 

NASCIMENTO 

et al., 2015 

B. 

terribilis 
0,11-0,18 18-40 46-61 7-11 

CABANELAS et 

al., 2015 

B. 

terribilis 
0,015 37 13 13 

FERREIRA et 

al., 2019b 

B. 

terribilis 
0,20 49 N.R. N.R. 

NASCIMENTO 

et al., 2013 
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B. 

terribilis 
0,10–0,28 9-26 67-75 5-8 

CABANELAS et 

al., 2013 

Chlorella 

sp. 
0,21 23 N.R. 30 

NAYAK et al., 

2020a 

Chlorella 

sp. 
0,06-0,25 15-26 51-68 15-27 LU et al., 2015 

Chlorella 

sp. 
0,20-0,77 9-18 36-58 15-37 

NORDIN; 

YUSOF; 

SAMSUDIN, 

2017 

Chlorella 

sp. 
0,04 22 19 47 

FERREIRA et 

al., 2019b 

Chlorella 

sp. 
0,77 44 N.R. 35 

NAYAK et al., 

2020a 

Nota: N.R.: não reportado; Pb: produtividade volumétrica de biomassa; a  quantificado pelo 

método de Bligh & Dyer (1959); b quantificado pelo método de Bradford (1976); c quantificado 

pelo método fenol-sulfúrico (DUBOIS et al., 1956). 

 

2.2.1. Lipídios 

 

As microalgas sintetizam dois tipos de lipídios: os neutros (monoglicerol, 

diglicerol, triglicerol e esteróis), os quais possuem a função de armazenamento 

energético; e os polares (fosfolipídeos e glicolipídeos), que formam a membrana 

celular (DESHMUKH; KUMAR; BALA, 2019). Dentre os lipídios neutros o mais 

comum é o triacilglicerol, que é constituido por três moléculas de ácidos gráxos 

ligada à glicerol (HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012). 

A biosíntese de lípidios pode ser dividida em dois estágios de acumúlo e 

maturação (HIROSE et al., 2013; CHENG et al., 2019b). No primeiro estágio os 

lipídios são armazenados próximo ao ápice celular, onde aumentam em tamanho 

e quantidade. Quando estes são secretados, inicia-se o segundo estágio, em 

que o fenômeno passa a acontecer na região basolateral da célula, a qual se 

torna o local permanente de armazenamento de lipídios (CHENG et al., 2019b). 

Os ácidos graxos são metabolizados pelos plastídeos e secretados pelo 

retículo endoplasmático ou pelo sistema de Golgi (HIROSE et al., 2013). Eles 

são classificados em saturados ou insaturados – este ultimo é subdividido em 
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monoinsaturados e poliinsaturados. A Tabela 3 apresenta o perfil de ácidos 

graxos das microalgas Botryococcus terribilis e Chlorella sp. obtidos por 

diferentes autores. 

Apesar da biosíntese de ácidos graxos variar conforme as condições de 

cultivo, pode-se verificar que, de modo geral, a Botryococcus terribilis sintetiza 

maiores quantidades de ácidos graxos saturados ou monoinsaturados; enquanto 

que a Chlorella sp. apresenta quantidades semelhantes de ácidos graxos 

saturados e insaturados – com frações similares de monoinsaturados e 

polinsaturados. Nas duas espécies os ácidos graxos de maior relevância e 

abundancia são ácido palmítico (quantidade entre 24-40 % na Botryococcus 

terribilis e entre 14-33 % na Chlorella sp.) e o acido oléico (entre 18-40 % na 

Botryococcus terribilis e entre 20-26 % na Chlorella sp.). 
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Tabela 3: Perfil de ácidos graxos da Botryococcus terribilis e da Chlorella sp. em porcentagem. 

Ácido graxo (%) 

B. terribilis B. terribilis B. terribilis B. terribilis Chlorella sp. Chlorella sp. Chlorella sp. Chlorella sp. 

CABANELAS 

et al., 2013 

NASCIMENTO 

et al., 2013 

NASCIMENTO 

et al., 2015 

FERREIRA 

et al., 

2019b 

MALIBARI et 

al., 2018 

MATHIMANI 

et al., 2021 

FERREIRA et 

al., 2019b 

ANDRULEVICIUT

E et al., 2014 

Butírico C4:0 2,45 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Mirístico C14:0 1,70-2,60 0,73 N.D. N.D. 0,5 7,87 N.D. 0,31 

Palmítico C16:0 23,90-37,60 40,31 33,32-35,40 9,61 14,5 33,42 18,60 15,54 

Palmitoléico C16:1 2,46-5,89 3,16 2,86-3,23 4,27 4,1 15,42 23,63 2,1 

Heptadecanóico C17:0 8,16-16,62 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 1,71 

Heptadecenóico C17:1 3,04 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Esteárico C18:0 6,96-20,70 3,12 2,40-5,42 18,39 2,7 N.D. N.D. 5,76 

Oléico C18:1c 18,00-29,21 39,74 27,20-37,91 2,41 19,3 20,30 4,02 26,2 

Linoléico C18:2w6 7,32-11,51 5,02 3,87-18,15 11,98 24,9 10,96 9,39 16,76 

α-linolênico C18:3w3 7,44 7,22 5,87-9,94 N.D. 12,8 12,01 22,37 8,42 

Ácido 

araquídico 
C20:0 N.D. N.D N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 4,13 

Gadoléico C20:1w9 N.D. 2,81 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 2,9 

Tetracosenóico C24:1w9 3,17-14,60 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 3,03 

Saturados 48,56-71,81 43,15 39,30-41,05 28,00 17,70 41,29 18,60 34,94 

Insaturados 26,49-51,44 56,85 48,47-69,94 21,07 77,90 58,69 59,41 65,06 

Monoinsaturados 26,49-36,68 44,29 35,60-44,90 6,68 31,20 35,72 27,65 39,88 

Poliinsaturados 14,76 – 18,95 12,56 12,87-25,04 14,39 46,70 22,97 31,76 25,18 

Nota: N.D.: Não Detectado.
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Ao sintetizar um combustível a partir de lipídios de microalgas, o perfil de 

ácidos graxos tem grande influencia na qualidade do produto. Os ácidos graxos 

saturados geram biodiesel com número de cetano maior, ou seja, com maior 

qualidade na combustão interna (DESHMUKH; KUMAR; BALA, 2019). 

Entretanto, também possuem maior ponto de entupimento, sendo pouco 

adequados para regiões de clima frio. Em contrapartída, elevada quantidade de 

insaturações torna a molécula mais instável quimicamente; sendo mais sucetível 

à oxidação e polimeração do combustível (NASCIMENTO et al., 2015; 

DESHMUKH; KUMAR; BALA, 2019). Dessa forma, os perfis de ácidos graxos 

com maiores quantidades de mono-insaturações são mais adequados para 

síntese de biodiesel (NASCIMENTO et al., 2015).  

As espécies em estudo também acumulam quantidades relevantes de 

ácido óleico (C18:1), linoléico (C18:2) e α-linolênico (C18:3); também conhecidos 

como ômega 9, -6; -3; respectivamente. Estes ácidos graxos são associados a 

benefícios cardiovasculares, controle de colesterol, melhora da imunidade, entre 

outros benefícios à saúde (FERREIRA et al., 2019a). Sendo por isso, 

interessante sua aplicação como nutraceutico.  

 

2.2.2. Hidrocarbonetos 

 

Qin (2010) mostrou que, na maioria das microalgas verdes, os 

hidrocarbonetos de cadeia longa (com mais de 24 carbonos) representam menos 

de 1 % do peso seco da biomassa. Até o momento, apenas nas espécies do 

gênero Botryococcus foram identificadas quantidades significativas desses 

hidrocarbonetos (QIN, 2010; HEGEDUS et al., 2014; CHENG et al., 2019b).  

A síntese dos hidrocarbonetos extracelulares pode ocorrer por duas vias: 

com maturação no retíuclo endopasmático, sendo liberados pelas organelas 

celulares; ou secretados como material precursor, atingindo a maturação apenas 

no espaço extracelular (CHENG et al., 2019b) (Figura 3 – sessão 2.1.1). O perfil 

de hidrocarbonetos das B. terribilis foi determinado por Hegedűs et al., (2015) 

(Tabela 4). Os autores analizaram oito linhagens de B. terribilis e afirmaram que 

todas elas metabolizam em maior quantidade botriococenos e metilesqualenos, 

com pequenas frações de alcadienos  (Figura 5). Os botriococenos são 

triterpenos polimetilados e possuem formula geral CnH2n-10 com n variando de 30 
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a 37, que podem se apresentar em vários isomeros (EROGLU; MELIS, 2010; 

QIN, 2010). Já os alcadienos são hidrocarbonetos de cadeia aberta que 

apresentam duplas ligações e são representados pela fórmula geral CnH2n-2, 

sendo que nas Botryococcus tem-se alcadienos de 23 a 33 carbonos (HEGEDŰS 

et al., 2015).  

 

Tabela 4: Hidrocarbonetos sintetizados por diferentes linhagens de B. terribilis 
em porcentagem de peso seco (HEGEDŰS et al., 2015). 

Linhagem C29 C30 C31 C32 
Total de hidrocarbonetos 

(%) 

413 5.03 0.39 10.13 10.19 25.74 

414 2.66 0.02 0.67 10.65 14.00 

416 4.93 0.00 8.26 5.76 18.95 

418 0.87 1.96 6.94 7.60 17.37 

440 1.02 0.23 15.46 8.40 25.11 

442 2.84 0.35 11.41 6.58 21.18 

870 0.88 0.00 0.32 7.26 8.46 

870 0.85 0.32 1.56 15.85 18.58 

 

Figura 5: Representação dos hidrocarbonetos produzidos pelas Botryococcus. 

 

Fonte: Adaptado de Qin (2010).  

 

Os hidrocarbonetos sintetizados pela B. terribilis são descritos como bons 

precursores para combustíveis com alto poder calorífico (CABANELAS et al., 
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2015). Alguns estudos sugerem a participação desta espécie na biossíntese de 

hidrocarbonetos encontrados em depósitos geológicos e em sedimentos de 

petróleo (GUY-OHLSON, 1992; VOLKMAN, 2014). Isso reforça as semelhanças 

entre os hidrocarbonetos produzidos pela B. terribilis e os combustíveis fósseis 

(HEGEDUS et al., 2014). Esses hidrocarbonetos podem ser processados para 

obter combustível para aviação, biodiesel, diesel verde ou biogasolina (DE 

QUEIROZ MENDES et al., 2012; HEGEDUS et al., 2014). Eles também podem 

ser uma fonte sustentável para a indústria de cosméticos, como hidratante de 

pele e agente rejuvenescedor (NIEHAUS et al., 2012; CHAUDRY; BAHRI; 

MOHEIMANI, 2017). 

 

2.2.3. Proteínas 

 

As proteínas são moléculas de grande relevância na composição das 

microalgas visto que estão envolvidas em funções vitais para a célula, tais como 

crescimento, reparo e manutenção, regulação das atividades celulares e defesa 

contra invasores e patógenos (SAFI et al., 2014). A qualidade nutricional de uma 

proteína é determinada pelo perfil de aminoácidos que a compõe. 

Na Chlorella sp., as proteínas podem corresponder a mais de 50 % da 

biomassa (GALARZA, 2019). Aproximadamente 20 % das proteínas da 

microalga estão ligadas à parede celular, 50 % são internas e 30 % migram entre 

o interior e o exterior da célula (VIEGAS et al., 2015). As proteínas sintetizadas 

pela Chlorella sp. são ricas em aminoácidos essenciais e não essenciais. Pode-

se destacar os seguintes aminoácidos e porcentagens em peso seco: ácido 

glutâmico (12 %), ácido aspártico (9%), arginina (8 %), alanina (8 %), leucina (8 

%), lisina (8 %), fenilalanina (5 %); isoleucina (4 %) e histidina (2 %) (VIEGAS et 

al., 2015). Assim, as proteínas metabolizadas pela Chlorella sp. se comparam 

favoravelmente ao padrão de nutrição humana (GALARZA, 2019). Outra 

importante aplicação das proteínas desta microalga é como emulsificante. Visto 

que, nos mais diversos métodos de extração de proteínas, os emulsificantes 

confeccionados a partir da proteína da Chlorella tem apresentado qualidade 

comparável aqueles atualmente comercializados (DESAI et al., 2014; GALANTE, 

2018; LAM et al., 2018). 
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As proteínas, tanto estruturais quanto enzimáticas, representam entre 30-

40 % do peso seco da B. terribilis (NASCIMENTO et al., 2013, 2015; 

CABANELAS et al., 2015). Elas compõem a parede celular e a bainha fibrilar da 

matriz extracelular (WEISS et al., 2012;  TATLI et al., 2018). As proteínas da 

matriz extracelular têm papel fundamental na polimerização de monômeros ou 

oligômeros de açúcar e formam as fibras polissacarídicas que se estendem sob 

a colônia, interligando as células (TATLI et al., 2018). Além disso, as 

glicoproteínas podem servir de apoio as fibras polissacarídicas, uma vez que 

estão ligadas aos carboidratos até a parede de retenção que limita a colônia 

(WEISS et al., 2012; XIAO; ZHENG, 2016; TATLI et al., 2018). Alguns estudos 

têm sugerido que as enzimas extracelulares têm um papel importante na 

degradação de biopolímeros, permitindo que as células das colônias os utilizem 

como fonte de energia e nutriente (FLEMMING; WINGENDER, 2010). 

As proteínas das microalgas podem ser uma fonte de biopeptídeos, os 

quais proporcionam benefícios à saúde além do valor nutricional, sendo 

utilizados pela indústria farmacêutica (KORHONEN; PIHLANTO, 2006). Os 

biopeptídeos tem, entre outras funções, as seguintes propriedades: redução do 

apetite, imunorregulação, anti-hipertensiva, antioxidante, antimicrobiana, 

antiosteoporótica, anticoagulante; e proteção contra radiação (KORHONEN; 

PIHLANTO, 2006; FAN et al., 2014; BEAULIEU et al., 2015). Vale ressaltar que 

a incorporação de metabólitos de Botryococcus na suplementação alimentar – 

humana ou animal - requer mais ensaios clínicos para avaliação do impacto na 

saúde.  

 

2.2.4. Carboidratos 

 

Os carboidratos representam um grupo de açúcares redutores e 

polissacarídeos (DUBOIS et al., 1956). O polissacarídeo mais abundante tanto 

na Chlorella como na Botryococcus é o amido, o qual é composto por amilose, 

amilopectina e demais polímeros com função de armazenamento energético 

(HEGEDŰS et al., 2015; VIEGAS et al., 2015; LAM et al., 2018). Ambas as 

microalgas analisadas neste estudo, metabolizam ramnose, arabinose e glicose. 

Além disso, a Botryococcus terribilis também sintetiza ácido glucurônico e alguns 

carboidratos incomuns, como metil ramnoses e metil hexose (ARÉVALO-
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GALLEGOS et al., 2018; CHENG et al., 2019b). Já na Chlorella sp. são também 

identificados galactose, xilose, e manose (HERNÁNDEZ et al., 2015; VIEGAS et 

al., 2015; KOYANDE et al., 2019). 

A Chlorella sp. possui parede celular de alta resistência, composta por 

quitosana, celulose e hemicelulose – além de proteínas, lipídios e minerais 

(GALANTE, 2018). Esta estrutura atua como uma barreira fibrosa na proteção e 

estruturação da célula. Na Botryococcus, destacam-se a camada fibrilar interna 

- composta por polissacarídeos mucilaginosos - e a camada externa (na estrutura 

das colônias) de polissacarídeos associados a proteínas (TANOI; KAWACHI; 

WATANABE, 2011; GARCÍA-CUBERO et al., 2018). Esse arranjo tem a função 

de limitar o ataque de predadores e patógenos, facilitar o acesso à energia 

luminosa, ajudar na interação com o meio de cultura - o que consequentemente 

aumenta a troca de nutrientes e CO2 - e ampliar o reconhecimento entre a célula 

de algas e as espécies simbióticas (TATLI et al., 2018; HUSSAIN et al., 2020).  

Conforme mostrado na Figura 3, os lipídios e os carboidratos possuem o 

glicerol-3-fosfato como um precursor para sua síntese. Assim, esses metabólitos 

podem ser interconvertíveis (MEHRABADI; FARID; CRAGGS, 2017). Como as 

Botryococcus apresentam alto percentual de lipídios, a fração de carboidratos na 

célula é menor. No entanto, os monômeros e as proporções dos polissacarídeos 

podem variar significativamente com as condições fisiológicas, fazendo com que 

as microalgas modulem sua biossíntese de polissacarídeos para se adaptarem 

ao ambiente (TANOI; KAWACHI; WATANABE, 2011; WILLIS et al., 2013; XIAO; 

ZHENG, 2016). 

Os carboidratos das microalgas podem ser usados como prebióticos, 

alimentos funcionais, estabilizantes, geleificantes e espessantes, com aplicação 

nas indústrias alimentícia, cosmecêutica e farmacêutica (TANOI; KAWACHI; 

WATANABE, 2011; GARCÍA-CUBERO et al., 2018; GALARZA, 2019). No 

entanto, ensaios clínicos são necessários para estabelecer seu uso no mercado 

(TANG et al., 2020). O comportamento pseudoplástico destes carboidratos 

também permite sua aplicação em tintas de parede ou têxteis, produtos de 

lavanderia, adesivos e papel (CHENG et al., 2013, 2019b; TATLI et al., 2018). 

Estudos recentes analisaram a capacidade de utilização dos exopolissacarídeos 

secretados por espécies de Botryococcus na produção de poliéster (GARCÍA-

CUBERO et al., 2018). Além disso, Gallegos et al. (2018) sugerem que esses 
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exopolissacarídeos podem atuar como agentes redutores e capeadores para a 

síntese de nanopartículas. 

Os carboidratos das microalgas também podem ser utilizados para produzir 

bioetanol por rota de fermentação (HO et al., 2013; GÜNERKEN et al., 2015; 

HERNÁNDEZ et al., 2015). A principal vantagem do bioetanol de microalgas 

sobre o etanol lignocelulósico é a conversão de seus monossacarídeos mais 

facilmente - uma vez que os carboidratos de microalgas não estão ligados à 

lignina (ABBA et al., 2020). Atualmente, alguns estudos avaliam a produção de 

bioetanol com microalgas; no entanto, essa rota ainda não está consolidada 

(MARKOU; ANGELIDAKI; GEORGAKAKIS, 2012; SIMAS-RODRIGUES et al., 

2015; KOYANDE et al., 2019). Vale ressaltar que a produção de bioetanol a partir 

de biomassa de microalgas está integrada à produção de biodiesel para maior 

aproveitamento da biomassa (HO et al., 2013; HERNÁNDEZ et al., 2015; 

ASHOKKUMAR et al., 2017). 

 

2.2.5. Pigmentos 

 

As microalgas são uma fonte sustentável de pigmentos: biomoléculas que 

são essenciais no metabolismo fotossintético (CHENG et al., 2019b). Os 

pigmentos das Chlorophyta podem ser divididos em clorofilas e carotenóides 

(ANUNCIATO; DA ROCHA FILHO, 2012). As clorofilas são pigmentos verdes 

não covalentemente ligados a apoproteínas (XIAO; ZHENG, 2016), que são 

solúveis em óleos e responsáveis pela conversão da luz em energia química, 

representando, em geral, entre 0,5 e 1,0 % da massa seca das microalgas 

(VIEGAS et al., 2015; GALARZA, 2019). A clorofila pode apresentar quatro tipos 

de estruturas, a saber, a, b, c ou d; sendo que as microalgas verdes sintetizam 

as clorofilas do tipo a e b (BABA et al., 2012). Os carotenóides são pigmentos 

amarelos ou laranja. Eles absorvem luz nos espectros em que as clorofilas são 

menos eficientes e protegem a estrutura de irradiância excessiva ou oxigênio 

reativo (BABA et al., 2012).  

O perfil de carotenóides da B. terribilis não se encontra detalhado na 

literatura; no entanto, a B. braunii raça B (a espécie mais semelhante a B. 

terribilis) sintetiza principalmente luteína, com frações de α e β-carotenos, 

loraxantina, cantaxantina, neoxantina, equinenona e violaxantina (CHENG et al., 
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2019b). Também é possível obter pigmentos no meio extracelular, como 

cetocarotenóide e equinenona (ANUNCIATO; DA ROCHA FILHO, 2012). A 

quantidade de pigmentos na B. terriblis foi determinada por Cabanelas et al. 

(2013), atingindo 3,73 µg.mL-1 de clorofilas e 0,84 µg.mL-1 de carotenóides. 

 Na Chlorella sp. foi obtido em torno de 14 µg.mL-1 de clorofilas a e b 

(FERREIRA et al., 2019b). Quanto aos caroteinoides, Viegas et al., (2015) 

afirmam que a Chlorella sp. é rica em luteína. A luteína é utilizada como 

nutraceutico, pois atua na prevenção de doenças degenerativas, 

cardiovasculares e alguns tipos de câncer (ANUNCIATO; DA ROCHA FILHO, 

2012; VIEGAS et al., 2015; CHENG et al., 2019c). Estes pigmentos também 

encontram aplicações como agentes antiinflamatórios, antioxidantes, 

antimicrobianos, e como reguladores da atividade imunomoduladora 

(ASHOKKUMAR; RENGASAMY, 2012; MA et al., 2015; KHOO et al., 2019). 

Além disso podem ser utilizados como agentes de tingimento em industrias de 

cosméticos (VIEGAS et al., 2015).  

 

2.3. Cultivo de microalgas 

 

O crescimento das microalgas e a produtividade dos metabólitos é 

dependente das condições de cultivo. Durante o cultivo das microalgas, pode-se 

identificar cinco fases de crescimento (Figura 6): (a) lag, fase na qual a espécie 

está se adaptando ao meio e por isso não há aumento significativo de células; 

(b) aceleração, na qual se inicia o incremento de células no meio; (c) 

exponencial, caracterizada pela obtenção da máxima taxa de crescimento 

durante o cultivo; (d) estacionária, na qual a população de microalga atinge seu 

auge e não mais aumenta, nessa etapa a taxa de reprodução é igual a taxa de 

morte; (e) declínio, onde há a morte das células (MATA; NIO MARTINS; 

CAETANO, 2010). 
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Figura 6: Fases do crescimento das microalgas. 

 
Fonte: Adaptado de Klein (2013). 

 

 O cultivo das microalgas pode acontecer por três tipos de metabolismo: 

autotrófico, heterotrófico ou mixotrófico (KLEIN, 2013). No regime autotrófico a 

microalga utiliza a luz solar como única fonte de energia, e utiliza apenas o CO2 

como fonte de carbono (SPIJKERMAN; LUKAS; WACKER, 2017). Este cultivo é 

o de menor risco de contaminação (FERREIRA et al., 2019a). Já no regime 

heterotrófico a cultura é mantida no escuro durante todo o periodo, 

metabolizando fontes externas de carbono orgânico – como açucares e ácido 

acético ( KLEIN, 2013; FERREIRA et al., 2019a). O cultivo heterotrófico costuma 

atingir maior produtividade (BRASIL; SILVA; SIQUEIRA, 2017), porém é mais 

sucetível a contaminação por fungos, bactérias ou outras espécies de algas 

(SPIJKERMAN; LUKAS; WACKER, 2017). O cultivo mixotrófico une as duas 

abordagens, podendo apresentar periodos de claro e de escuro, em que a 

microalga metaboliza tanto o CO2 como fontes de carbono orgânico (MORENO-

GARCIA et al., 2017). Este método tem se mostrado mais viável 

economicamente (JUDD et al., 2017; ZHOU et al., 2017) e mais apropriado para 

aplicações em larga escala (BRASIL; SILVA; SIQUEIRA, 2017). Vale ressaltar 

que a mesma espécie de microalga pode se desenvolver com diferentes 

metabolismos, modulando-o conforme as condições de cultivo aplicadas (KLEIN, 

2013).   
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2.3.1.  Sistemas de cultivo 

 

O cultivo de microalgas pode se dar em sistemas abertos ou fechados 

(Figura 7). Os sistemas abertos são compostos por lagoas artificias, as quais 

podem ser circulares ou do tipo raceways, sendo a última a mais utilizada em 

larga escala. Os raceways são formados por um ou mais canais de recirculação 

de meio, em ciclo fechado, com profundidade entre 20-50 cm (para melhor 

assimilação da luz) e dezenas de metros de comprimento (KLEIN, 2013). Neste 

sistema é acoplado um impelidor para agitação do meio, o qual promove a 

circulação da cultura. Essa rotação auxilia no acesso aos nutrientes do meio e 

no aporte de CO2, além de evitar a sedimentação e fazer com que as células 

possam ter acesso mais igualitário à luz ( KLEIN, 2013; AMARAL, 2014; CHENG 

et al., 2019a). Os sitemas fechados são constituidos por fotobiorreatores em 

diferentes formatos (planos, em sacos, em tubos horizontais ou verticais) com os 

mais variados sistemas de agitação e aeração (CHENG et al., 2019a). Pode-se 

utilizar luz solar ou artifícial nos fotobiorreatores. Recomenda-se que a 

expessura dos fotobiorreatores não excedam 10 cm, devido à dificuldade de 

penetração da luz; principalmente em meios com alta concentração de biomassa 

(KLEIN, 2013; NARALA et al., 2016). 
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Figura 7: Sistemas de cultivo (A) fotobiorreator de placa plana; (B) fotobiorreator 
tubular; (C) fotobiorreator tubular horizontal; (D) raceway de múltiplos canais; (E) 
raceway de com um único canal; (F) lagoas circulares. 

 

Fonte: Autora 2021 – Retirado de artigo em fase de revisão. 

 

Os sistemas abertos possuem menor custo de instalação e operação, tem 

baixo consumo de energia, e manutenção simplificada. Entretanto, são 

sucetíveis às variações ambientais – como temperatura e regime de chuvas –  

apresentam maiores riscos de contaminação e perdem grandes volumes de 

água por evaporação (LIU et al., 2013; FERREIRA et al., 2019a). As maiores 

vantagens do uso de fotobiorreatores são o controle das condições de cultivo, a 

otimização da assimilação de CO2 e o menor risco de contaminação (FERREIRA 

et al., 2019b). Por outro lado, as desvantagens estão associadas a custos de 

implementação e consumo de energia (LIU et al., 2013); além do acúmulo de 

oxigênio – produto da fotossíntese – e altas tensões de cisalhamento sobre as 

células (ADESANYA et al., 2014). 
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Alguns autores têm sugerido maior viabilidade ecômica ao utilizar 

sistemas hídridos (ADESANYA et al., 2014; MONCADA B; ARISTIZÁBAL M; 

CARDONA A, 2016; NARALA et al., 2016; FERREIRA et al., 2019a), o qual 

consiste em manter um inóculo resistente sendo cultivado em fotobiorreator 

enquando o cultivo em larga escala acontece em raceways. Essa abordagem se 

mostrou vantajosa para diversas microalgas, reduzindo custos e mantendo o 

cultivo resistente à contaminações (ADESANYA et al., 2014; NARALA et al., 

2016; AZIZ et al., 2020; DASAN et al., 2019). 

A Tabela 5 apresenta resultados obtidos por diferentes autores em 

sistemas de cultivo fechado ou aberto com as microalgas em estudo. Como o 

crescimento da Botryococcus terribilis em raceway foi analisado apenas por 

modelagem matemática – até onde é de nosso conhecimento – foram 

adicionados estudos com a espécie Botryococcus braunii a nível de comparação. 

Pode-se notar que com o cultivo a B. terribilis possui taxa de crescimento 

específico (0,11 - 0,16 d-1) consideravelmente menor que a Chlorella sp. (0,26 – 

0,73 d-1), fazendo com que o o tempo de duplicação da B. terribilis também seja 

maior. Nascimento et al. (2014) utilizou os resultados obtidos em escala 

laboratorial para estimar a produtividade volumetrica da B. terribilis em raceway 

e em fotobiorreator tubular. Os autores estimaram que, com o fotobiorreator, 

pode-se obter quase o dobro da produtividade de biomassa por área do raceway. 

Entretanto, deve-se levar em conta que os raceways comumente requerem uma 

maior área de cultivo, o que pode ter influenciado no valor obtido pelos autores. 

Os resultados experimentais com a Botryococcus braunii mostraram resultados 

promissores com o cultivo em raceway, atingindo taxa de crescimento maior que 

nos sistemas fechados (ASHOKKUMAR; RENGASAMY, 2012; 

RUANGSOMBOON et al., 2020). O cultivo da Chlorella sp. em raceway 

apresentou taxa de crescimento específico, tempo de duplicação de biomassa e 

produtividade de biomassa comparáveis ao cultivo em sistema fechado 

utilizando Erlenmeyer. A maior produtividade de biomassa foi obtida com 

fotobiorreator tubular (NAYAK et al., 2020a). Vale ressaltar que a baixa 

produtividade por unidade de área obtida para a Chlorella sp. por  Raeisossadati 

et al. (2019) deve-se ao tipo de reator utilizado, visto que o fotobiorreatores de 

camada fina tem espessura de aproximadamente 1,0 cm, o que eleva a área 

requerida.  
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Tabela 5: Resultados obtidos para cultivos em sistema aberto e fechado. 

Espécie 
Sistema 

de cultivo 
Tipo de reator 

Taxa de 

crescimento 

específico 

(d-1) 

Tempo de 

duplicação de 

biomassa (d) 

Produtividade 

volumétrica de 

biomassa 

(g.L−1.d−1) 

Produtividade 

de biomassa por 

área (ton.ha-1.a-1) 

Referência 

B. terribilis Aberto Raceway 0,12 N.R. 0,20 29,8¹ 
NASCIMENTO et al., 

2014 

B. terribilis Fechado 
Fotobioreator 

tubular 
0,12 N.R. 0,20 57,5¹ 

NASCIMENTO et al., 

2014 

B. terribilis Fechado Erlenmeyer 0,14 5,04 0,01 N.R. 
FERREIRA et al., 

2019b 

B. terribilis Fechado Erlenmeyer 0,15 4,62 0,11 N.R. 
CABANELAS et al., 

2015 

B. terribilis Fechado Erlenmeyer 0,11 N.R. 0,56 N.R. 
CABANELAS et al., 

2013 

B. terribilis Fechado Erlenmeyer 0,13 5,33 0,20 N.R. 
NASCIMENTO et al., 

2013 

B. terribilis Fechado Erlenmeyer 0,16 4,31 0,24 N.R. 
NASCIMENTO et al., 

2015 

B. braunii Aberto Raceway 0,30 2,3 0,10 N.R. 

RUANGSOMBOON; 

SORNCHAI; 

PRACHOM, 2018 

B. braunii Fechado 
Fotobiorreato de 

placa plana 
0,09 N.R. 0,02 N.R. BAZAES et al., 2012 

B. braunii Aberto Raceway 0,26 2,64 0,11 N.R. 
ASHOKKUMAR; 

RENGASAMY, 2012 

Chlorella 

sp. 
Aberto Raceway N.R. N.R. 0,45 6,20 

RAEISOSSADATI et 

al., 2019 
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Chlorella 

sp. 
Fechado 

Fotobiorreator 

de camada fina 
N.R. N.R. 0,61 2,00 

RAEISOSSADATI et 

al., 2019 

Chlorella 

sp. 
Aberto Raceway 0,26 2,66 0,38 46,3 

ASHOKKUMAR et al., 

2019 

Chlorella 

sp. 
Aberto Raceway 0,60 1,15 0,21 N.R. NAYAK et al., 2020b 

Chlorella 

sp. 
Fechado 

Fotobiorreator 

de coluna de 

bolhas 

0,73 0,95 0,77 N.R. NAYAK et al., 2020b 

Chlorella 

sp. 
Fechado Erlenmeyer 0,56 1,23 0,04 N.R. 

FERREIRA et al., 

2019b 

Chlorella 

sp. 
Fechado Erlenmeyer 0,28 2,47 0,17 N.R. 

SKORUPSKAITE; 

MAKAREVICIENE; 

LEVISAUSKAS, 2015 

Chlorella 

sp. 
Fechado Erlenmeyer 0,34 2,01 0,29 N.R. ZHU et al., 2017 

Nota: ¹ Valores estimados matematicamente de acordo com a produtividade obtida em laboratório com cultivo em Erlenmeyer; N.R. Não Reportado.
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2.3.2. Assimilação de CO2 

 

As microalgas assimilam carbono inorgânico na forma de CO2, o qual 

pode advir da atmosfera ou ser injetado no meio de cultura (MORAIS JUNIOR et 

al., 2020). A fonte de CO2 pode ser do ar, de uma emissão industrial, como CO2 

puro, ou ainda na forma de carbonatos solúveis em água (SPIJKERMAN; 

LUKAS; WACKER, 2017; LAM et al., 2018). Embora o CO2 puro tenha alto 

potencial para aumento da produtividade da biomassa, o uso de efluentes 

apresenta mais vantagens ambientais e técnicas, pois proporciona tratamento a 

um resíduo, reduzindo as emissões de CO2 da indústria (COLLING KLEIN; 

BONOMI; MACIEL FILHO, 2018; KADIR et al., 2018; FERREIRA et al., 2019a; 

KOYANDE et al., 2019). 

Para regimes autotróficos os níveis de CO2 atmosférico 

(aproximadamente 420 ppm (NOAA, 2021)) não suprem as necessidades das 

microalgas a ponto de atingir as taxas de produtividade de biomassa requeridas 

industrialmente. Por isso, mesmo em sistemas abertos, é interessante a 

suplementação de CO2 (KLEIN, 2013). Vale destacar que, devido à alta taxa de 

assimilação de CO2 pelas microalgas, a suplementação deste gás para o cultivo 

em sistema aberto ou fechado, pode ajudar a limitar o avanço do aquecimento 

global e ser usada como crédito de carbono (ZHOU et al., 2017). 

 

2.3.3. Intensidade luminosa 

 

A intensidade e o período de energia da luz são fundamentais para o 

fenômeno da fotossíntese, sendo por isso um fator decisivo para o crescimento 

e produtividade de biomassa e metabólitos nas microalgas (MORENO-GARCIA 

et al., 2017). A fotossíntese possui duas etapas: a fase clara e a fase escura. A 

primeira ocorre nos cloroplástos, por meio dos pigmentos fotossíntetizantes e 

dos fotossistemas. Os pigmentos são moléculas responsáveis pela absorção de 

luz em comprimentos de onda especifico, enquanto que os fotossistemas 

realizam a estocagem da energia luminosa como Adenosina Trifosfato (ATP) e 

do aceptor de elétrons Nicotinamida-Adeninadinucleotídeo-Fosfato (NADP) 

(BABA et al., 2012; KLEIN, 2013). Já a fase escura ocorre no estroma do 

cloroplásto, utilizando a energia estocada na fase clara, na forma de ATP e 
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NADP. Nesta etapa o CO2 é convertido à molécula orgânica de glicose (BABA 

et al., 2012).   

A energia luminosa disponível é uma relação entre a área iluminada e o 

volume da cultura (SPIJKERMAN; LUKAS; WACKER, 2017). A necessitade de 

luz afeta diretamente a conformação dos sistemas de cultivo aberto e fechado, 

fazendo com que o primeiro não tenha profundidade expressiva e o segundo não 

tenha demasiada largura. Vale ressaltar que, se o meio possuir alta densidade 

de celulas, o sistema pode apresentar um caminho de luz raso, o que pode 

reduzir a produtividade volumétrica (SPIJKERMAN; LUKAS; WACKER, 2017). 

A intensidade de luz em níveis apropriados – entre 120-220 µmol.m-2.s-1 

para a maioria das microalgas (YOSHIMURA; OKADA; HONDA, 2013) – 

favorece a produtividade de biomassa e de metabólitos, possibilitando o 

armazenamento do excedente de fotoassimilados, que serão posteriormente 

convertidos em energia química (ZHU; LI; HILTUNEN, 2016). Entretanto, uma 

exposição excessiva à luz – geralmente acima de 850 µmol.m-2.s-1 - pode trazer 

danos aos centros reacionáis fotossintéticos, promovendo o fenômeno de 

fotoinibição, o que leva à redução da produtividade de biomassa (KLEIN, 2013; 

YOSHIMURA; OKADA; HONDA, 2013; BUX; CHISTI, 2016). Vale ressaltar que 

a intensidade de luz que promove o melhor crescimento e produtividade de 

metabólitos, bem como a que causa fotoinibição, varia entre as espécies de 

microalgas, e sofre influencia dos demais parâmetros de cultivo (KLEIN, 2013; 

YOSHIMURA; OKADA; HONDA, 2013; ZHU; LI; HILTUNEN, 2016). 

Outro fator importante é o período de exposição à luz, chamado de 

fotoperíodo. Este parâmetro expressa a relação de horas por dia em que o cultivo 

permanece na luz ou no escuro. Normalmente, com maior período de exposição 

à luz tem-se maior produtividade de biomassa, uma vez que a microalga pode 

realizar a fotossíntese por um maior período de tempo (RUANGSOMBOON, 

2012; BUX; CHISTI, 2016). Entretanto, fornecer um período de escuro tem se 

mostrado favorável para a biossíntese de lipídios (RUANGSOMBOON, 2012). 

Nesse contexto, é interessante utilizar o fotoperíodo de 12:12h a fim de simular 

o período natural de exposição ao sol nas regiões tropicais, como no Brasil. 
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2.3.4. Nutrientes no meio de cultivo  

 

 O cultivo de algas requer um suprimento de macronutrientes (carbono, 

nitrogênio, fósforo, potássio e enxofre) e micronutrientes (vitaminas e traços de 

metais). A concentração destes pode variar de acordo com as necessidades e 

tolerância do microrganismo. Além disso, pode-se variar a concentração de 

nutrientes para causar estresse à cultura e aumentar a produtividade de um 

metabólito (CHEN et al., 2017). 

Os meios de cultura comumente usados para o cultivo da B. terribilis são 

CHU13 (CHU, 1942) ou CHU13 modificado (LARGEAU, C; CASADEVALL, E; 

BERKALOFF, 1980), que adicionam concentrações traços de metais. Já a 

Chlorella sp. é comumente cultivada em meio BG11 (STANIER et al., 1971) ou  

BBM (NICHOLS; BOLD, 1965). 

Considerando a possibilidade de dar uma destinação ecológica aos 

resíduos líquidos, alguns autores estudam a integração entre o cultivo de 

microalgas e o tratamento de efluentes (CABANELAS et al., 2013; LIU et al., 

2013; MISHRA; MOHANTY, 2019). Nesses sistemas, as microalgas consomem 

nutrientes das águas residuárias, substituindo o uso de produtos químicos. Além 

disso, as microalgas oxigenam a água, reduzindo a Demanda Química e 

Bioquímica de Oxigênio (DQO  e DBO) (ÓRPEZ et al., 2009; KADIR et al., 2018). 

As concentrações de águas residuais variam de acordo com a fonte de poluição 

(LEKSHMI et al., 2015; LUO et al., 2016; HENKANATTE-GEDERA et al., 2017); 

portanto, é importante observar que o meio pode ser tóxico para a cultura em 

concentração muito elevada ou na presença de amônio ou amônia (MISHRA; 

MOHANTY, 2019). Assim, para utilizar águas residuárias como meio de cultura, 

a espécie de microalga precisa ser resistente a compostos amoniacais e ser 

capaz de crescer em concentrações variadas de nutrientes (MENNAA; ARBIB; 

PERALES, 2015; MEHRABADI; FARID; CRAGGS, 2017). 

O cultivo pode ser realizado em condições sub ou supra ótimas, nestes 

casos, a cultura é submetida a estresse (CHEN et al., 2017). Essas mudanças 

ambientais levam a uma modificação no metabolismo das microalgas para 

proteger a cultura, o que pode estimular a síntese de alguns metabólitos (CHEN 

et al., 2017; HO et al., 2017). O aumento da produção de determinado metabólito 

está relacionado ao método de estresse aplicado (CHENG et al., 2019a). Dentre 
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os fatores de estresse, destacam-se as alterações de temperatura, pH, 

salinidade, presença de metais ou mudanças na concentração dos nutriente 

essencial (por exemplo, nitrogênio, fósforo ou enxofre) (MARTIN et al., 2014; 

SHARMA et al., 2015; MINHAS et al., 2016; PRAVEENKUMAR et al., 2016; 

CHEN et al., 2017; AZIZ et al., 2020). Dentre estes fatores, a redução na 

concentração de nutrientes no meio tem se mostrado o mais vantajoso para 

promover acúmulo de lipídios (LUO et al., 2016; ZHU; LI; HILTUNEN, 2016). 

Deve-se levar em consideração que, sob estresse, o crescimento pode 

diminuir ou cessar (CHEN et al., 2017) e por isso deve ser aplicado após 

maximizar o crescimento (HO et al., 2017; AZIZ et al., 2020). Ao utilizar essa 

abordagem, a concentração de biomassa é aumentada no primeiro estágio, 

enquanto os metabólitos de interesse têm sua biossíntese estimulada no 

segundo estágio. Vale ressaltar que diferentes respostas metabólicas podem ser 

obtidas por cepas diferentes pertencentes ao mesmo gênero (IKARAN et al., 

2015). 

A Tabela 6 apresenta estudos que aplicaram estresse no cultivo de 

microalgas e seus principais resultados. Como a espécie Botryococcus terribilis 

foi utilizada em apenas um estudo com condição de estresse – até onde é de 

nosso conhecimento – foram apresentados também estudos com uma espécie 

similar a esta, a Brotryococcus braunii. 

 

Tabela 6: Principais resultados obtidos em estudo de estresse de microalgas por 
variação na concentração de nutrientes. 

Espécie Condição de estresse Resultados obtidos Referencia 

B. terribilis 

Variação na concentração 

do meio de cultivo CHU13, 

em 75% e em 200% 

Aumento de 1,44 vezes na 

produtividade de lipídios 

com 75% da concentração 

padrão. 

CABANELAS 

et al., 2015 

B. braunii 
Remoção total de 

nitrogênio 

Aumento de 1,52 vezes nos 

lipídios e de 1,45 vezes nos 

hidrocarbonetos 

CHENG et al., 

2013 

B. braunii 

Variação na concentração 

do meio de cultivo CHU13, 

em 75% e em 200% 

Queda de 10% na produção 

de lipídios e aumento de 

1,40 vezes nos carboidratos 

quando em condição de 

meio menos concentrado. 

CABANELAS 

et al., 2015 
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B. braunii 

Variação na concentração 

de nitrogênio (0,04-

3,66mM) 

Maior produção de lipídios 

(63 %) na condição de 

menor concentração de 

nitrogênio 

CHOI et al., 

2011 

Chlorella sp. 

Variação na concentração 

de nitrogênio e fósforo (0-

1.000 %) 

Aumento de 1,53 vezes na 

produtividade de lipídios na 

ausencia de nitrogênio e 

concentração de fósforo em 

500 % 

NAYAK et al., 

2020b 

Chlorella sp. 
Remoção total de 

nitrogênio do meio 

Aumento de 1,89 vezes 

na porcentagem de lipídios 

ANTO; 

PUGAZHEND

HI; 

MATHIMANI, 

2019 

Chlorella sp. 
Remoção total de 

nitrogênio e fósforo 

Aumento de 1,31 vezes na 

produtividade de lipídios 

PRAVEENKU

MAR et al., 

2012 

Chlorella sp. 

Remoção de 100 % de 

nitrogênio e variação na 

concentração de fósforo 

de 0,2-10 mM 

Aumento de 1,22 vezes na 

porcentagem de lipídios e 

redução de 1,17 vezes na 

de carboidratos em 

condição baixa 

concentração de nitrogênio 

e alta de fósforo 

ZHU et al., 

2015 

 

2.3.4.1. Alteração da concentração de nitrogênio 

 

O nitrogênio é amplamente utilizado pela célula para biossíntese de 

aminoácidos, participando do crescimento da cultura (MARTIN et al., 2014; 

CHEN et al., 2017). Em condições apropriadas para o crescimento, o 

metabolismo da alga direciona por volta de 60 % do acetil-CoA na produção de 

ATP ou de biomassa, e apenas 36 % para síntese de lipídeos, atendendo o 

requisito mínimo da célula (GOPALAKRISHNAN et al., 2015). Em falta de 

nitrogênio, a biossíntese de proteínas e aminoácidos diminui, o que leva a 

redistribuição do acetil-CoA para outras rotas metabólicas (MANDOTRA et al., 

2016). O excesso de acetil-CoA e de energia passa a favorecer a biossíntese 

lipídica, canalizando mais de 70 % do acetil-CoA para este fim 

(GOPALAKRISHNAN et al., 2015). Assim, o metabolismo em condições 

limitadas de nitrogênio é reajustado para maximizar a produção de lipídios e 

otimizar o uso de energia dentro da célula (HUSSAIN et al., 2020).  
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2.3.4.2. Alteração da concentração de fósforo 

 

O fósforo é um nutriente essencial para síntese de ácido 

desoxirribonucleico (DNA), adenosina trifosfato (ATP), e de enzimas, sendo de 

grande importância para a multiplicação celular e transferência de energia (WU; 

YU; HU, 2013). A remoção de fósforo pode levar a uma queda na fotossíntese, 

fazendo com que o excesso de carbono seja convertido em ácidos gráxos em 

detrimento da síntese de carboidratos (ARORA et al., 2016). Além disso, a 

diminuição da taxa fotossintética promove o acúmulo de NADH, que inibe a 

citrato sintase e impede que o acetil CoA entre no ciclo de Krebs (ARORA et al., 

2016). Com isso, o acetil-CoA passa a ser convertido em malonil-CoA, o que 

amplia o acúmulo lipídico (PRAVEENKUMAR et al., 2016). Vale ressaltar que a 

maioria dos estudos com remoção de fósforo do meio de cultura aponta para o 

favorecimento do acúmulo lipídico quando este favor de estresse está associado 

a remoção de nitrogênio (ARORA et al., 2016; MANDOTRA et al., 2016; CHEN 

et al., 2017; DANESH et al., 2017). 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

Estudar o crescimento e o acúmulo dos principais metabólitos nas 

espécies Botryococcus terribilis e Chlorella sp. em sistema fechado 

(Erlenmeyer), aberto (raceway) e em condição de estresse. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

• Traçar a curva de crescimento das espécies no cultivo em Erlenmeyer; 

• Monitorar o crescimento das espécies no cultivo em raceway; 

• Calcular a taxa de crescimento específico, tempo de duplicação de 

biomassa e produtividade de biomassa; 

• Extrair e quantificar os metabólitos (proteínas, lipídios, carboidratos, 

hidrocarbonetos e pigmentos) nos diferentes sistemas de cultivo; 
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• Estudar a produção de metabólitos em condições de estresse, com 

variação na concentração de nitrogênio e fósforo; 

 

4. METODOLOGIA 

 

4.1. Preparo do meio de cultivo 

 

As cepas de microalgas Botryococcus terribilis (CCMA-UFSCar 481) e 

Chlorella sp. (CCMA-UFSCar 085) foram fornecidas pela coleção de microalgas 

de água doce da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar). O cultivo da 

microalga B. terribilis, em Erlenmeyer e em raceway, foi realizado com o meio de 

cultivo CHU13 modificado e concentrado 8 vezes. Já para a microalga Chlorella 

sp. foi utilizado o meio de cultivo BG11. A utilização de meios de cultivo distintos 

se faz necessária devido às diferentes exigências nutricionais das espécies. A 

Tabela 7 apresenta a concentração dos nutrientes utilizados nos meios de 

cultivo. Ambos os meios tiveram o pH ajustado para 7,5 utilizando solução de 

hidróxido de potássio (KOH) a 1,0 M ou de ácido clorídrico (HCl) 0,1 M. Antes de 

inocular as microalgas, o meio de cultivo foi autoclavado a 121 ºC por 15 minutos. 

 

Tabela 7: Concentração dos nutrientes dos meio CHU13 modificado e BG11. 
(LARGEAU, C; CASADEVALL, E; BERKALOFF, 1980; STANIER et al., 1971). 

Nutriente 
Concentração (mg.L-1) 

CHU13-8X BG11 

KNO3 400,00 - 

Na2EDTA.2H2O - 1,00 

K2HPO4 80,00 30,50 

MgSO4.7H2O 200,00 75,00 

NaNO3 - 1.500,0 

CaCl2.6H2O 160,00 36,00 

(NH4)5.[Fe(C6H4O7)2] 20,00 6,00 

C6H8O7 200,00 6,00 

Na2CO3 - 20,0 

H3BO3 0,10 2,86 

MnCl2.4.H2O - 1,81 

MnSO4.4.H2O 0,10 - 

ZnSO4.7H2O 0,10 0,22 

CoSO4.7H2O 0,04 0,05 

CuSO4.5H2O 0,04 0,08 

Na2MoO4.2H2O 0,04 0,39 
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4.2. Cultivo em sistema fechado – Erlenmeyer 

 

O cultivo em sistema fechado (Figura 8) foi realizado em quintuplicata 

(partindo de um mesmo inóculo) com concentração inicial de aproximadamente  

0,16 g.L-1 para a B. terribilis e 0,04 g.L-1 (1,38 x 106 células.mL-1) para a Chlorella 

sp. Estes valores foram baseados em dados reportados na literatura 

(NASCIMENTO et al., 2015; CABANELAS et al., 2015; FERREIRA et al., 2019b; 

LI et al., 2021). Assim, os inóculos - já adaptados às condições de temperatura, 

intensidade de luz e fotoperíodo utilizadas neste estudo - foram divididos em 

cinco frações de aproximadamente 36 mL e completados com meio de cultivo 

para o volume utilizado em cada espécie. Para a microalga B. terribilis, utilizou-

se Erlenmeyer de 500 mL com 300 mL de cultivo. Já para a Chlorella sp. foi 

utilizado Erlenmeyer de 250 mL com volume de 200 mL de cultivo. O cultivo da 

B. terribilis foi realizado em maior volume devido ao maior período em que foi 

monitorado e a necessidade de amostra para quantificação de hidrocarbonetos 

– análise que não é pertinente à Chlorella sp. Foram estabelecidas as seguintes 

condições de cultivo: intensidade de luz de 130±5 µmol.m-2.s-1; fotoperíodo de 

12:12 h de claro:escuro; temperatura ambiente (aproximadamente 25±2 ºC) e 

agitação constante de 150 rpm. A inoculação do cultivo foi realizada em câmara 

de fluxo laminar previamente higienizada com álcool 70 % e esterilizada com luz 

ultravioleta. 

 

Figura 8: Cultivo da microalga (A) Botryococcus terribilis e (B) Chlorella sp. em 
Erlenmeyer. 

 
A 

 
B 

Fonte: Autora, 2021. 
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4.3. Cultivo em sistema aberto – raceway 

 

O cultivo em sistema aberto foi realizado em um raceway de escala 

laboratorial dimensionado pelo grupo de pesquisa e impresso em Acrilonitrila 

Butadieno Estireno (ABS) por manufatura aditiva pela empresa AgnoLab. Foi 

acoplado ao raceway um impelidor com motor rotativo de 5-6 rpm e um 

dissipador de calor – visto que o uso contínuo do motor levava ao aquecimento 

da peça. O volume total do raceway é de 500 mL, sendo utilizado para o cultivo 

das microalgas um volume de 250 mL. A Figura 9 apresenta  o raceway e suas 

dimensões. 

 

Figura 9: Raceway utilizado para o cultivo das microalgas (A) dimensões do 
raceway, (B) dimensões do impelidor, (C) estrutura final. 

 
A 

 
B 

 
C 

Fonte: NOVAIS et al., 2021. 
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Antes de inocular a microalga, o raceway foi lavado, enxaguado com água 

destilada, com hipoclorito de sódio (5 %), e novamente com água destilada. 

Após, foi mantido em câmara de fluxo laminar sob incidência de luz ultravioleta 

por 15 minutos. O cultivo em raceway foi realizado sob as mesmas condições 

aplicadas ao sistema fechado: temperatura ambiente (25±2º C), fotoperíodo de 

12:12h de claro:escuro e intensidade luminosa de 130±5 µmol.m-2.s-1. O cultivo 

foi iniciado com a cultura em fase exponencial (entre 0,40 e 0,60 g.L-1 de 

concentração de biomassa) e monitorado diariamente por sete dias. Para cada 

espécie, foram realizados dois cultivos não simultâneos em raceway, a fim de 

verificar a reprodutibilidade dos resultados. Devido ao contato da superfície com 

o ambiente, houve considerável evaporação do meio, sendo necessária a 

reposição de meio de cultivo diariamente. Este foi reposto até atingir o volume 

inicial de cultivo, 250 mL.  

 

4.4.  Monitoramento do crescimento das espécies 

 

O crescimento da B. terribilis foi monitorado por 30 dias, colhendo 

alíquotas a cada dois dias. Já a microalga Chlorella sp., por apresentar um 

crescimento mais rápido, foi monitorada diariamente por 13 dias. Para análise 

do crescimento de ambas as espécies, foram colhidas alíquotas de 

aproximadamente 6,0 mL com pipeta esterilizada. A coleta de alíquotas em 

sistema fechado aconteceu em câmara de fluxo laminar higienizada com álcool 

70 % e esterilizada com luz ultravioleta. As amostras passaram por 

homogeneização celular e em seguida foram submetidas à espectroscopia no 

ultravioleta visível (equipamento AgilentCary 60 UV-Vis) com leitura da 

absorbância em 680 nm. A medida da absorbância foi relacionada com a 

concentração de biomassa (g.L-1) mediante curva de calibração previamente 

realizada (Anexo 2). No caso da Chlorella sp. fez-se contagem de células em 

câmara de Neubauer, determinando a densidade de células no meio. Este 

procedimento não foi possível com a B. terribilis uma vez que suas células se 

aglutinam nas colônias. Com os valores de concentração de biomassa foi 

calculada a taxa de crescimento específico (Equação 1) na fase exponencial, o 

tempo de duplicação de biomassa (Equação 2) e a produtividade de biomassa 

(Equação 3) obtida em ambas as microalgas (FERREIRA et al., 2019b). 
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𝜇 =  
𝐶𝑓𝑒𝑥𝑝− 𝐶𝑖𝑒𝑥𝑝

𝐶𝑖𝑒𝑥𝑝∗𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜
                                            Equação 1 

 

𝑡𝑑 =  
ln(2)

𝜇
                                                Equação 2 

 

𝑃𝑏 =  
𝐶𝑓−𝐶𝑖

𝑡𝑓−𝑡𝑖
                                              Equação 3 

 

Em que: μ é a taxa de crescimento específico (d-1), Cf e Ci são as concentrações 

final e inicial de células (g.L-1) sendo Ciexp e Cfexp as concentrações ao início e ao 

final da fase exponencial (g.L-1), Pb é a produtividade de biomassa (g.L-1.d-1); td 

é o tempo de publicação de biomassa; e tf e ti são os tempos finais e iniciais de 

cultivo (d). 

 

4.5. Cultivo em condição de estresse 

 

As culturas de B. terribilis e Chlorella sp. foram submetidas à condição de 

estresse, conforme planejamento fatorial completo 2² (Tabela 8) com três 

réplicas no ponto central. Este estudo tem como variável a concentração dos 

nutrientes nitrogênio e fósforo no meio de cultivo – CHU13 modificado para a 

microalga B. terribilis e BG11 para a microalga Chlorella sp. - seguindo os níveis 

recomendados por Chen et al., (2017). No meio CHU13 a maior fração de 

nitrogênio provém do nitrato de potássio (KNO3), e a de fósforo do fosfato de 

potássio (K2PO4); assim estes compostos foram reduzidos do cultivo para o 

estudo do estresse. Para o BG11 foi reduzida a concentração de nitrato de sódio 

(NaNO3) – a fim de suprimir o nitrogênio – e K2PO4; para supressão de fósforo.  

 

Tabela 8: Planejamento de experimentos fatorial completo 2² com pontos 
centrais para estresse das microalgas. 

Variável Limite inferior (-1) Ponto central (0) Limite superior (+1) 

Concentração nitrogênio 

(%) 
25 50 75 

Concentração fósforo 

(%) 
25 50 75 

Nota: Concentração de nutrientes baseada nos meio de CHU13 modificado ou no meio BG11. 
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As variáveis resposta deste estudo foram: produtividade de biomassa; 

porcentagem de lipídios, carboidratos e proteínas; e concentração de clorofilas 

e de carotenoides. Além disso, para a microalga B. terribilis também foi utilizada 

a porcentagem de hidrocarbonetos como resposta. Dessa forma pôde-se fazer 

uma análise completa de como o estresse impacta na produção de cada um dos 

metabólitos de interesse das microalgas em estudo. 

 Uma vez que o estresse foi aplicado com variação na concentração de 

nutrientes, os inóculos utilizados para este cultivo foram centrifugados e a 

biomassa foi lavada por quatro vezes com água destilada e autoclavada, a fim 

de remover os resquícios de nutrientes no meio de cultivo. As demais condições 

de cultivo foram mantidas as mesmas da curva de crescimento em sistema 

fechado. Foi utilizado um volume total de 180 mL para ambas as microalgas (em 

Erlenmeyer de 250 mL) com concentração inicial de aproximadamente 0,50 g.L-

1 – condição em que as microalgas em estudo se encontravam no meio da fase 

exponencial. O cultivo foi mantido sob condição de estresse por sete dias. 

 

4.6. Extração e quantificação dos metabólitos 

 

Foi realizada a extração dos metabólitos - lipídios, proteínas, carboidratos, 

carotenoides e clorofila a e b – de ambas as microalgas cultivadas em sistema 

fechado, aberto e em condição de estresse. Para a microalga B. terribilis foi 

realizada também a extração dos hidrocarbonetos. A metodologia utilizada para 

extração e quantificação de cada um destes metabólitos encontra-se 

apresentada nos tópicos subsequentes. 

 

4.6.1. Hidrocarbonetos 

 

A extração dos hidrocarbonetos foi realizada apenas com a microalga 

Botryococcus terribilis. Esta metodologia foi adaptada dos experimentos de 

Eroglu e Melis (2010) e se baseia na absorbância do óleo esqualeno diluído em 

heptano. Vale ressaltar que apenas os hidrocarbonetos com duplas ligações 

podem produzir um sinal de absorbância no UV-VIS, o que não contempla a 

totalidade de hidrocarbonetos produzidos pelas Botryococcus, mas possibilita a 
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identificação daqueles encontrados em maior escala, como os botriococenos 

(MOHEIMANI et al., 2014). 

Primeiramente fez-se a varredura do esqualeno entre 350-250 nm (Figura 

10-A). Foi possível identificar um pico de absorbância em torno de 280 nm. Vale 

ressaltar que em comprimentos de onda inferior a 250 nm há elevada 

absorbância do solvente, inviabilizando o método. Fez-se então uma curva de 

calibração do óleo esqualeno diluído em heptano – com concentrações variando 

de 1-60 μL.mL-1 – e sua absorbância no ultravioleta-visível (UV-VIS) a 280 nm 

(Figura 10-B). Com esta, foi possível estabelecer a relação entre a absorbância 

obtida no óleo extraído da B. terribilis e sua concentração de hidrocarbonetos. 

 

Figura 10: Esqualeno em heptano (A) pico de absorbância do padrão de óleo 
esqualeno e (B) relação entre a absorbância e a concentração de esqualeno 
diluído em heptano. 

 

A 

 

B 

Fonte: Autora, 2021. 

 

A metodologia de extração dos hidrocarbonetos encontra-se 

esquematizada na Figura 11. Primeiramente, a biomassa foi separada do meio 

de cultivo por filtração utilizando membrana filtrante de politetrafluoroetileno 

(PTFE). A membrana com a biomassa e o meio de cultivo foram acondicionados 

em tubos de centrifuga distintos. Sobre ambos foi adicionado 10 mL de heptano 

e aproximadamente 1,0 g de esferas de vidro. As amostras foram incubadas em 

banho quente por 10 minutos a 100 ºC. Após atingirem temperatura ambiente, 

foram agitadas em vórtex por 15 minutos. Em seguida foi adicionado 10 mL de 

meio de cultivo, sob as amostras com a biomassa, a fim de promover a 
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separação das fases (Figura 12). Seguiu-se com agitação no vórtex por 2 

minutos e centrifugação a 5.000 rpm por 10 minutos. A fase heptano-

hidrocarbonetos foi coletada, para mensurar a absorbância a 280 nm e calcular 

a concentração dos hidrocarbonetos de acordo com a curva de calibração 

estabelecida no método.  

 

Figura 11: Etapas da metodologia de extração dos hidrocarbonetos. 

 

Fonte: Autora, 2021 – criado com ícones de uso livre. 

 

Figura 12: Separação das fases óleo-solvente e biomassa-meio de cultivo 
durante o processo de extração com heptano. 

 

Fonte: Autora, 2021. 
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A fim de validar o método de extração de hidrocarbonetos, o óleo extraído 

foi caracterizado por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa 

(CG-MS) da Agilent-7890A em coluna tipo RTX-5MS  (30 m x 0,25 mm; 0,25 

μm); com programação do forno iniciando em 35 °C e aquecendo até 230° C - a 

uma taxa de 5 ºC.min-1, e após sendo mantido nesta temperatura por 10 minutos. 

A identificação dos compostos foi realizada com banco de dados NIST08. Para 

a análise, a amostra foi diluída em hexano em proporção de 10 vezes.  

 

4.6.2. Lipídios 

 

O teor de lipídios intracelular foi verificado pelo método de Bligh e Dyer 

(1959) (Figura 13). Neste, são utilizados os solventes clorofórmio e metanol a 

fim de promover a ruptura da membrana plasmática e extração de lipídios 

polares e apolares na célula. Para este método, 50 mL de cultivo foram 

centrifugados a 5.000 rpm por 10 minutos. A biomassa foi coletada e seca em 

estufa a 60 ºC até peso constante. Após, a biomassa seca foi homogeneizada 

com 1,6 mL de água destilada, 2,0 mL de clorofórmio e 2,0 mL de metanol, e 

agitada em vórtex por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 2 mL de água 

e 2 mL de clorofórmio ao meio, o qual foi novamente agitado em vórtex por 2 

minutos. O material foi centrifugado a 5.000 rpm por 10 minutos, promovendo a 

separação das fases: lipídio em clorofórmio; biomassa; e água, metanol e demais 

componentes não oleosos (Figura 14). A fase óleo foi removida com pipeta e 

acondicionada em tubos de ensaio previamente secos e pesados. O solvente foi 

evaporado por secagem em estufa a 60 ºC até peso constante e a massa de 

lipídeos determinada por gravimetria. A porcentagem de lipídios foi calculada em 

porcentagem de biomassa seca segundo a Equação 4. 

 

% lipídios =  
massa de lipídios

massa de microalga
                              Equação 4 
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Figura 13: Etapas da metodologia de extração de lipídios. 

 

Fonte: Autora, 2021 – criado com ícones de uso livre. 

 

Figura 14:  Separação das fases óleo, biomassa e compostos não oleosos no 
processo de extração por Bligh e Dyer. 

 

Fonte: Autora, 2021. 

 

Após a evaporação dos solventes utilizados no método de Bligh e Dyer, 

as amostras de lipídios extraídas da B. terribilis foram solubilizadas em heptano 

e analisadas no UV-VIS, com leitura da absorbância a 280 nm, a fim de identificar 

a quantidade de hidrocarbonetos presentes na amostra. 

O lipídio foi caracterizado quanto ao perfil de ácidos graxos utilizando a 

técnica de cromatografia gasosa acoplada a detector de ionização de chama 

(CG-FID Agilent 6850, EUA) equipada com coluna capilar Agilent DB-23 (50 % 
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cianopropil e 50 % metilpolissiloxano). A análise foi conduzida nas seguintes 

condições: 1 mL.min-1 de fluxo de gás de arraste (He), 24 cm.s-1 de velocidade 

linear, 280 °C de temperatura do detector, 250 °C de temperatura do injetor, 110 

– 215 °C de temperatura do forno (com rampa de aquecimento de 5 °C.min-1), e 

em seguida mantida a 215 °C por 24 minutos, com volume de injeção de 1,0 μL 

e razão de divisão de 1:50. Para isso, os triglicerídeos foram previamente 

esterificados através do método de Hartman e Lago (1973). 

 

4.6.3. Carboidratos 

 

Para a determinação dos carboidratos totais (metodologia de Dubois et 

al., (1956) – representada na Figura 15) foi montado um sistema de filtração a 

vácuo utilizando filtro de fibra de vidro, o qual foi fixado ao funil de Büchner com 

ácido sulfúrico (H2SO4) a 1,0 M. Foi então filtrado 25 mL de meio de cultivo. Em 

seguida, os filtros foram acondicionados em tubos de centrífuga, 

homogeneizados com 5,0 mL de H2SO4 1,0 M e incubados em banho quente 

(100 ºC) por 60 minutos. Após resfriarem, as amostras foram centrifugadas a 

3.000 rpm por 10 minutos. Coletou-se 2 mL de sobrenadante, os quais foram 

acondicionados em tubos de ensaio de vidro e, sobre estes, adicionou-se 1,0 mL 

de solução de fenol 5 % (preparada no mesmo dia). Seguiu-se com agitação no 

vórtex por 30 segundos. Em seguida, adicionou-se 5,0 mL de H2SO4 concentrado 

(P.A. 98 %) e agitou-se no vórtex por mais 30 segundos. As amostras foram 

mantidas a temperatura ambiente até que resfriassem e então foram novamente 

agitadas no vórtex por 3 minutos. Foi lida a absorbância a 485 nm e determinada 

a concentração de carboidratos de acordo com curva de calibração (Anexo 3) 

previamente estabelecida pelo grupo de pesquisa tendo o zero foi ajustado com 

prova em branco.  
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Figura 15: Etapas da metodologia de extração de carboidratos. 

 

Fonte: Autora, 2021 – criado com ícones de uso livre. 

 

4.6.4. Proteínas 

 

A metodologia utilizada para extração das proteínas totais foi a de 

Bradford (1976), a qual encontra-se representada esquematicamente na Figura 

16. Para esta, coletou-se 5,0 mL de cultivo, os quais foram centrifugados a 5.000 

rpm por 10 minutos. A biomassa foi coletada e transferida para tubo de ensaio 

de vidro, onde foi adicionado 100 μL de água destilada. Após, as amostras foram 

autoclavadas a 120 ºC por 15 minutos. Em seguida, foram mantidas a 

temperatura ambiente até resfriarem e então adicionou-se 1 mL de reagente Azul 

de Coomassie Brilhante G-250. Seguiu-se com agitação no vórtex por 30 

segundos e leitura da absorbância a 595 nm utilizando cubeta plástica 

descartável. A concentração de proteínas foi estabelecida de acordo com curva 

de calibração (Anexo 4) previamente estabelecida pelo grupo de pesquisa tendo 

o zero foi ajustado com prova em branco. 
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Figura 16: Etapas da metodologia de extração de proteínas. 

 

Fonte: Autora, 2021 – criado com ícones de uso livre. 

 

4.6.5. Pigmentos 

 

A metodologia de extração das clorofilas a e b e dos carotenoides de 

ambas as microalgas se encontra representada esquematicamente na Figura 17. 

Para a extração destes pigmentos, 10 mL de cultivo foram filtrados utilizando 

bomba a vácuo e filtro de vibra de vidro. Os filtros foram acondicionados em 

tubos de centrífuga e macerados com bastão de vidro. Sobre estes foi adicionado 

10 mL de acetona 90 %. As amostras foram cobertas com papel alumínio – a fim 

de evitar degradação pela luz - e mantidas em refrigerador por 24 horas. Após, 

foram agitadas em vórtex por 2 minutos, novamente maceradas com bastão de 

vidro e então centrifugadas a 3.000 rpm e 5 ºC por 3 minutos. Foi coletado o 

sobrenadante e mensurado seu volume. As amostras foram submetidas à 

Espectroscopia no Ultravioleta Visível, com leitura da absorbância em 664 nm, 

647 nm e 452 nm. Em seguida, fez-se  cálculo das concentrações de clorofila a 

(Equação 5); clorofila b (Equação 6) e carotenoides (Equação 7) (DANESH et 

al., 2017; FERREIRA et al., 2019b). 
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Figura 17: Etapas da metodologia de extração de pigmentos. 

 

Fonte: Autora, 2021 – criado com ícones de uso livre. 

 

 

Clorofila a = 11,93 ∗ ABS664 − 1,93 ∗ ABS647          Equação 5 

 

Clorofila b = 20,36 ∗ ABS647 − 5,50 ∗ ABS664          Equação 6 

 

Carotenoides =  3,86 ∗ 𝐴𝐵𝑆452 ∗
𝑉𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑖𝑑𝑜

𝑉𝑐𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑜
              Equação 7 

 

Em que: ABS é a absorbância nos comprimentos de onda definidos; e Vextraído e 

Vcultivo são o volume extraído de pigmento e o volume de cultivo utilizado na 

análise, ambos em mL.  

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1.  Cultivo em sistema fechado – Erlenmeyer 

 

A curva de crescimento da Botryococcus terribilis encontra-se 

apresentada na Figura 18 e a da Chlorella sp. na Figura 19. Pode-se notar que 

a B. terribilis inicia a fase exponencial apenas no sexto dia de cultivo, e ao 

vigésimo sexto dia começa a apresentar uma redução no crescimento, indicando 

que a cultura está se aproximando da fase estacionária. Já a Chlorella sp. atinge 

a fase exponencial no segundo dia de cultivo, e no décimo primeiro passa a 

apresentar redução na densidade de células - de 2,76.107 células.mL-1 no décimo 

primeiro dia para 2,34.107 células.mL-1 no décimo terceiro dia - o que indica que 

a cultura pode ter iniciado a fase de decaimento. 
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Figura 18: Curva de crescimento da microalga Botryococcus terribilis em 
sistema fechado. 

 

Fonte: Autora, 2021. 

 

Figura 19: Curva de crescimento da microalga Chlorella sp. em sistema fechado. 

 

Fonte: Autora, 2021. 

  

A Tabela 9 apresenta os parâmetros de crescimento das duas espécies 

bem como a porcentagem ou concentração (no caso dos pigmentos) dos 
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metabólitos extraídos ao final do período de crescimento. A taxa de crescimento 

específico da Chlorella sp. é aproximadamente 2,4 vezes maior que a da B. 

terribilis, fazendo com que o tempo de duplicação de biomassa caia em mais da 

metade no caso da Chlorella sp. A elevada taxa de crescimento da Chlorella sp. 

também faz com que sua produtividade de biomassa seja quase o dobro da B. 

terribilis. 

 

Tabela 9: Parâmetros de crescimento e frações de metabólitos das microalgas 
Botryococcus terribilis e Chlorella sp. cultivadas em sistema fechado. 

Parâmetro B. terribilis Chlorella sp. 

Máxima concentração de biomassa (mg.mL-1) 1,190 ± 0,088 0,853 ± 0,069 

Máxima densidade de células (células.mL-1) Não se aplica 2,760.107 ± 0,026.107 

Taxa de crescimento específico (d-1) 0,182 ± 0,031 0,439 ± 0,017 

Tempo de duplicação de biomassa (d) 3,803 ± 0,066 1,577 ± 0,059 

Produtividade de biomassa 

(mg.mL-1.d-1) 
0,034 ± 0,003 0,058 ± 0,005 

Lipídios (%) 31,54 ± 0,78 15,74 ± 1,05 

Hidrocarbonetos (%) 10,16 ± 0,52 Não se aplica 

Proteínas (%) 32,23 ± 0,87 36,26 ± 2,57 

Carboidratos (%) 14,97 ± 0,61 32,14 ± 0,78 

Clorofila a (μg.mL-1) 1,40 ± 0,15 5,29 ± 0,36 

Clorofila b (μg.mL-1) 2,51 ± 0,39 7,75 ± 0,19 

Carotenoides (μg.mL-1) 3,37 ± 0,24 2,55 ± 0,26 

 

Quanto à porcentagem dos metabólitos, nota-se que a fração de proteínas 

nas duas espécies é similar, entre 32-36 %, valor que é obtido em grande parte 

das espécies de microalgas (LAM et al., 2018; FERREIRA et al., 2019a; KHOO 

et al., 2019). A porcentagem de carboidratos na Chlorella sp. foi maior do que o 

dobro da B. terribilis. Estes valores também estão de acordo com a literatura, 

que comumente reporta baixa concentração de carboidratos nas B. terribilis 

(CABANELAS et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2015; FERREIRA et al., 2019b) 

e porcentagens de carboidratos entre 15 e 47 % na Chlorella sp. (SAMSUDIN, 

2017; FERREIRA et al., 2019b; NAYAK et al., 2020a; NORDIN; YUSOF). A 

concentração de pigmentos é bastante distinta entre as espécies analisadas 

(Figura 20), sendo quantificado na ordem de três a quatro vezes mais clorofilas 

(a e b) na Chlorella sp. em relação à B. terribilis. Já a concentração de 

carotenoides é levemente maior na B. terribilis. 
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Figura 20: Extração dos pigmentos das microalgas (A) Botryococcus terribilis, 
(B) Chlorella sp. 

 
A 

 
B 

Fonte: Autora, 2021. 

 

A B. terribilis apresentou porcentagem de lipídios duas vezes maior que a 

Chlorella sp. Vale ressaltar que os lipídios extraídos da Botryococcus também 

foram analisados quanto a concentração de hidrocarbonetos, identificando que 

aproximadamente 3 % do óleo extraído com clorofórmio e metanol (BLIGH; 

DYER, 1959) se referia à hidrocarbonetos. Além disto, a extração de lipídios da 

Chlorella sp. carregou certa quantidade de clorofila, o que não foi observado na 

Botryococcus (Figura 21). 

 

Figura 21: Extração de lipídios por Bligh e Dyer (A) Botryococcus terribilis, (B) 
Chlorella sp. 

 
A 

 
B 

Fonte: Autora, 2021. 

 

A extração de hidrocarbonetos foi realizada com a biomassa da B. terribilis 

e sob o meio de cultivo, a fim de verificar possíveis frações de hidrocarbonetos 

expelidos pela microalga. Verificou-se que em torno de 75 % dos 

hidrocarbonetos sintetizados pela microalga permaneceram no entorno da 

colônia, sendo retidos na membrana filtrante (e utilizados para quantificar a 
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porcentagem de hidrocarbonetos na biomassa), enquanto os 25 % restante 

foram liberados no meio de cultivo durante o desenvolvimento da espécie. Wan 

et al., (2019) também constataram que em torno de 70 % dos hidrocarbonetos 

metabolizados pelas Botryococcus permanecem no entorno da colônia. 

 

5.2. Cultivo em sistema aberto – Raceway 

 

No cultivo em sistema aberto fez-se necessária a reposição de meio de 

cultivo, uma vez que houve elevada evaporação da água: na ordem de 45-50 mL 

por dia para a Botryococcus terribilis e de 55-60 mL por dia para a Chlorella sp. 

A diferença no volume de evaporação entre os cultivos pode dever-se as 

condições ambientais e climáticas, visto que os cultivos foram realizados em dias 

distintos, ou ainda as diferenças de taxa de fotossíntese nas espécies. Outro 

fator relevante foi a decantação da biomassa em ambas as espécies a partir do 

segundo dia de cultivo (Figura 22). Isto dificulta o acesso das células aos 

nutrientes do meio e ao CO2 atmosférico, por isso é importante analisar outra 

conformação do sistema ou uma velocidade de rotação maior do motor. Devido 

à decantação, o cultivo foi diariamente homogeneizado com pipeta esterilizada, 

antes da coleta das alíquotas para determinação da concentração de biomassa 

e densidade de células. Nota-se ainda que não houve contaminação aparente 

em nenhum dos cultivos (Figura 22), de modo que a concentração inicial do 

cultivo foi apropriada para manter o predomínio da espécie. 

A curva de crescimento da B. terribilis encontra-se apresentada na Figura 

23 e a da Chlorella sp. na Figura 24. Pode-se notar que o comportamento das 

espécies durante o cultivo é semelhante nas duas repetições e as concentração 

a partir do sexto dia se tornam bastante próximas. Após o sexto dia a Chlorella 

sp. aparenta iniciar a fase estacionária. A Tabela 10 apresenta os resultados dos 

parâmetros de crescimento e produção de metabólitos pela B. terribilis e pela 

Chlorella sp. no cultivo em raceway.  
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Figura 22: Cultivo em raceway (A) Ausência de contaminação no cultivo da B. terribilis; (B) decantação da B. terribilis; (C) Ausência 
de contaminação no cultivo da Chlorella sp.; (B) decantação da Chlorella sp. 

 
A 

 
B 

 
C 

 
D 
 

Fonte: Autora, 2021.
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Figura 23: Curva de crescimento da Botryococcus terribilis em raceway. 

 

Fonte: Autora, 2021. 

 

Figura 24: Curva de crescimento da Chlorella sp. em raceway. 

 

Fonte: Autora, 2021. 
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Tabela 10: Resultados do cultivo em raceway para as microalgas B. terribilis e 
Chlorella sp. 

Parâmetro B. terribilis Chlorella sp. 

Máxima concentração de biomassa 

(mg.mL-1) 
1,773  ± 0,003 1,296 ± 0,044 

Máxima densidade de células 

(células.mL-1) 
Não se aplica 

5,060x107 ± 

0,129.107 

Taxa de crescimento específico (d-1) 0,478 ± 0,003 0,517 ± 0,018 

Tempo de duplicação de biomassa (d) 1,449 ± 0,010 1,342 ± 0,047 

Produtividade de biomassa 

(mg.mL-1.d-1) 
0,182 ± 0,018 0,107 ± 0,017 

Lipídios (%) 31,48 ± 0,97 16,99 ± 0,08 

Hidrocarbonetos (%) 6,58 ± 0,04 Não se aplica 

Proteínas (%) 33,74 ± 0,09 38,17 ± 0,73 

Carboidratos (%) 14,06 ± 0,16 31,67 ± 0,94 

Clorofila a (μg.mL-1) 6,57 ± 0,31 17,52 ± 0,29 

Clorofila b (μg.mL-1) 1,17 ± 0,59 12,25 ± 1,39 

Carotenoides (μg.mL-1) 4,15 ± 0,06 3,06 ± 0,05 

 

 O cultivo da B. terribilis em sistema aberto foi promissor, aumentando em 

2,6 vezes a taxa de crescimento específico - em relação ao cultivo em 

Erlenmeyer – e com isso reduzindo o tempo de duplicação de biomassa de 3,803 

dias para 1,449 dias. A produtividade de biomassa aumentou 5,3 vezes no 

sistema aberto. Notou-se queda na porcentagem de hidrocarbonetos (reduzido 

4 %), entretanto, a porcentagem de hidrocarbonetos retidos na biomassa e 

liberados no meio de cultivo também foi alterada: em torno de 68 % dos 

hidrocarbonetos permanecem no entorno da colônia e 32 % são liberados no 

meio. As proteínas, carboidratos e lipídios permaneceram em porcentagens 

semelhantes no cultivo em sistema aberto e fechado, com variações de em torno 

de 1 %. Quanto a concentração de pigmentos, houve aumento da clorofila a em 

4,5 vezes, e redução na clorofila b, em 2,14 vezes. Assim, a porcentagem de 

clorofila a na biomassa passou de 0,11±0,02 % no cultivo fechado para 

0,37±0,02 % no cultivo aberto; e a clorofila b passou de 0,21±0,02  % para 

0,06±0,03  %. A concentração de carotenoides teve aumento menos significativo, 

de apenas 1,23 vezes na concentração; o que corresponde a 0,04 % de 

diferença na porcentagem de biomassa. 

Na Chlorella sp. a produtividade de biomassa dobrou no cultivo em 

sistema aberto e a taxa de crescimento específico foi 1,17 vezes maior, levando 

a redução do tempo de duplicação de biomassa na mesma proporção. A 
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porcentagem de lipídios permaneceu semelhante, com aumento de 1 % em 

relação ao cultivo em sistema fechado. O mesmo pode ser observado com a 

porcentagem de carboidratos, a qual apresentou variação de menos de meio por 

cento. Quanto às proteínas, houve um aumento de aproximadamente 2 % no 

cultivo aberto. Houve maior concentração de pigmentos, entretanto, deve-se 

levar em conta que a concentração de biomassa também aumentou no sistema 

aberto. Verificando a porcentagem destes metabólitos tem-se que a apenas a 

clorofila a apresentou uma variação expressiva, representando 1,35±0,02 % da 

biomassa em cultivo aberto e apenas 0,60±0,03 % no cultivo em sistema 

fechado. A clorofila b, representou 0,95±0,14 % da biomassa em sistema aberto 

e 0,89±0,08 % em sistema fechado; enquanto os carotenoides representaram 

0,24±0,01 % da biomassa em sistema aberto e 0,31±0,03 % em sistema 

fechado. 

O beneficiamento do crescimento das espécies em sistema aberto pode 

estar relacionado a maior disponibilidade de CO2 atmosférico no sistema aberto 

e a menor profundidade e espessura da coluna d’agua – facilitando a penetração 

da luz (SPIJKERMAN; LUKAS; WACKER, 2017; LAM et al., 2018). Deve-se 

considerar ainda que o cultivo em sistema aberto foi realizado com concentração 

inicial maior que o fechado e monitorado por um menor tempo, fatores que são 

utilizados nos cálculos de produtividade de biomassa e podem refletir nos valores 

mais elevados obtidos em sistema aberto. Além disto, as variações obtidas nos 

cultivos podem estar relacionada a evaporação do meio de cultivo, levando ao 

aumento da concentração dos metabólitos. 

 

5.3.  Cultivo em condição de estresse 

 

5.3.1. Botryococcus terribilis 

 

A Tabela 11 apresenta os resultados do estresse para a B. terribilis 

utilizando como resposta a porcentagem ou concentração de metabólitos. 

Comparando os resultados obtidos no sistema fechado com e sem estresse 

nota-se um aumento na porcentagem de lipídios (de 31,54 % para até 49,51 %) 

e de hidrocarbonetos (de 10,16 % para 29,14 %). Assim, o estresse causado 

pela redução de nitrogênio e fósforo levou ao aumento da biossíntese dos dois 
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metabólitos de maior interesse comercial na B. terribilis. Nota-se ainda que a 

porcentagem de proteínas foi menor no cultivo em estresse, uma vez que a 

biossíntese deste metabólito é altamente dependente dos nutrientes em análise. 

A porcentagem de carboidratos e de pigmentos permaneceu similar para o 

cultivo com e sem estresse. A produtividade de biomassa foi maior no cultivo 

com estresse, entretanto deve-se levar em conta que este cultivo foi avaliado por 

um menor tempo e iniciando com maior concentração – parâmetros utilizados no 

cálculo de produtividade – o que pode ter interferido no valor obtido.  

. 
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Tabela 11: Resultados do planejamento fatorial completo 2² para estresse da microalga Botryococcus terribilis. 

Ponto 

Nível dos 

fatores ¹ 
Resposta 

N P 

Produtividade de 

biomassa 

(mg.mL-1.d-1) 

Lipídios 

(%) 

Proteínas 

(%) 

Carboidratos 

(%) 

Hidrocarbonetos 

(%) 

Carotenoides 

(μg.mL-1) 

Clorofila a 

(μg.mL-1) 

Clorofila b 

(μg.mL-1) 

1 -1 -1 0,066 29,85 18,06 14,51 26,35 0,28 0,42 1,37 

2 +1 -1 0,149 32,78 19,82 14,18 23,64 0,28 0,62 1,26 

3 -1 +1 0,216 49,50 11,83 10,74 21,45 0,47 0,56 0,41 

4 +1 +1 0,120 27,60 22,47 15,19 29,14 0,27 0,41 0,78 

5 (C) 0 0 0,091 35,49 25,17 15,43 15,02 0,44 0,80 0,67 

6 (C) 0 0 0,138 37,92 24,01 14,38 14,03 0,48 0,74 0,59 

7 (C) 0 0 0,124 37,15 25,65 15,01 15,66 0,47 0,82 0,38 

Nota: Fatores baseados na porcentagem dos nutrientes nitrogênio (N) e fósforo (P) no meio de cultivo CHU13-8x modificado, sendo -1 com 25 %, +1 com 75 

% e 0 com 50%; C: Ponto central. 



74 

 

A Tabela 12 apresenta a estimativa dos efeitos obtidos para cada resposta 

em análise. Com esta, pode-se notar que houve fatores significativos (p-valor 

menor que 0,05) a 95 % de confiança, apenas para a produtividade de biomassa 

e porcentagem de lipídios. Os fatores estatisticamente significativos são 

mostrados em negrito na Tabela 12.  

O efeito das variáveis independentes não foram significativos para as 

demais variáveis dependentes, na região experimental explorada. Desta forma, 

a Tabela 13 apresenta a Análise de Variância (ANOVA) do planejamento 2² com 

ponto central para estresse da microalga B. terribilis, para as duas respostas em 

que alguns dos fatores foram significativas, ou seja, para produtividade de 

biomassa e percentual de lipídios. Através da ANOVA, pôde-se verificar que um 

modelo linear de previsão de produtividade de biomassa não se ajustou bem aos 

dados experimentais, uma vez que o fator Fcalc foi menor do que o Ftab. Sendo 

assim, caso fosse o objetivo fosse a obtenção de um modelo para a predição de 

produtividade de biomassa, novos pontos experimentais seguindo um 

planejamento composto central rotacional seriam necessários para se testar um 

modelo de segunda ordem. Verificou-se que, para esta variável de resposta a 

interação entre nitrogênio e fósforo foi significativa, com efeito negativo, 

apontando que quando há uma redução dos dois nutrientes conjuntamente, a 

produtividade de biomassa diminui significativamente. Com isso evidencia-se a 

importância destes nutrientes para o crescimento da espécie, visto que sua 

redução promove uma queda na divisão celular levando a menores valores de 

produtividade de biomassa. 

Já o modelo linear de previsão de porcentagem de lipídios descrito pela 

equação 8, em que  todos os fatores foram significativos, apresentou um melhor 

ajuste aos dados experimentais. Neste caso, o Fcal foi maior que o Ftab e o 

coeficiente de determinação (R²) foi igual a 0,9692. Para este metabólito, a 

concentração de nitrogênio e a interação entre os fatores nitrogênio e fósforo 

apresentaram efeito negativo, ao passo que a concentração de fósforo 

apresentou efeito positivo. Assim, a maior porcentagem de lipídio foi obtida  

quando nitrogênio está no nível -1 e fósforo no nível +1 (conforme mostrado na 

curva de nível, Figura 25). Faz-se interessante estudos subsequentes de 

otimização na concentração destes nutrientes por meio de planejamento 

composto central rotacional, a fim de estabelecer os níveis ótimos de cada um 
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dos parâmetros. O aumento na porcentagem de lipídios ao reduzir a 

concentração de nitrogênio é amplamente reportada na literatura, com 

resultados similares ao desta pesquisa para a microalga Botryococcus braunii 

(ANTO; PUGAZHENDHI; MATHIMANI, 2019; CHENG et al., 2013; CHOI et al., 

2011; NAYAK et al., 2020a). E uma série de estudos tem mostrado que o efeito 

no nitrogênio no aumento da biossíntese de lipídios está intimamente ligada a 

manutenção de fósforo em níveis mais elevados (ARORA et al., 2016; CHEN et 

al., 2017; DANESH et al., 2017; MANDOTRA et al., 2016). Quanto aos demais 

metabólitos, recomenda-se o estudo dos fatores em outros níveis, de modo a 

obter uma região em que estes possam ser significativos, aliado ao estudo de 

modelos quadráticos quando a superfície não puder se enquadrar no modelo 

linear. 

 

% Lipídios = 35,76 - 4,74x + 3,62 y -6,21xy             Equação 8        

     

Em que:  x é o fator nitrogênio e y o fator fósforo em variáveis codificadas 

 

Tabela 12: Estimativa dos efeitos e ajustes do estudo de planejamento 
experimental para estresse da B. terribilis. 

Resposta Fator Efeito 
Desvio 

padrão 
t(3) 

p-

valor 
Coeficiente 

Produtividade de 

biomassa 

Nitrogênio (N) -7,13 24,97 -0,29 0,7939 -3,56 

Fósforo (P) 60,69 24,97 2,49 0,0933 30,34 

Interação N e P -89,40 24,97 -3,57 0,0374 -44,70 

Lipídios 

Nitrogênio (N) -9,48 1,77 -5,35 0,0127 -4,74 

Fósforo (P) 7,23 1,77 4,08 0,0265 3,62 

Interação N e P -12,41 1,77 -7,01 0,0059 6,21 

Proteínas 

Nitrogênio (N) 6,20 5,25 1,18 0,3234 3,10 

Fósforo (P) -1,79 5,25 -0,34 0,7561 -0,89 

Interação N e P 4,44 5,25 0,84 0,4606 2,22 

Carboidratos Nitrogênio (N) 2,06 1,06 1,94 0,1480 1,03 
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Fósforo (P) -1,38 1,06 -1,30 0,2850 -0,69 

Interação N e P 2,39 1,06 2,25 0,1101 1,19 

Hidrocarbonetos 

Nitrogênio (N) 2,49 7,77 0,32 0,7697 1,24 

Fósforo (P) 0,30 7,77 0,03 0,9716 0,15 

Interação N e P 5,20 7,77 0,67 0,5513 2,60 

Clorofila a 

Nitrogênio (N) 0,02 0,22 0,11 0,9157 0,01 

Fósforo (P) -0,03 0,22 -0,16 0,8824 -0,01 

Interação N e P -0,17 0,22 -0,80 0,4799 -0,09 

Clorofila b 

Nitrogênio (N) 0,13 0,33 0,39 0,7215 0,06 

Fósforo (P) -0,72 0,33 -2,16 0,1186 -0,36 

Interação N e P 0,24 0,33 0,72 0,5220 0,12 

Carotenoides 

Nitrogênio (N) -0,10 0,10 -0,94 0,4148 -0,05 

Fósforo (P) 0,09 0,10 0,85 0,4581 0,04 

Interação N e P -0,10 0,10 -0,94 0,4148 -0,05 

Nota: t(3) refere-se à distribuição t de Student em função do grau de liberdade, que neste caso é 3. 

 

Tabela 13: ANOVA do planejamento experimental para estresse da B. terribilis. 

Resposta 
Fonte de 

variação 
SQ GL MQ 

Ajuste 

R² Fcal Ftab 

Produtividade de 

biomassa 

Regressão 11.726,47 3 3.908,82 - - - 

Resíduos 1.871,63 3 623,88 - - - 

Total 13.598,10 6 - 0,8624 6,26 9,28 

Lipídios 

 

Regressão 296,44 3 98,81 - - - 

Resíduos 9,41 3 3,14 - - - 

Total 305,85 6 - 0,9692 31,50 9,28 

Nota: SQ: Soma Quadrática; GL: Grau de Liberdade; MQ: Média Quadrática; R² coeficiente de 

determinação; Fcal=MQRegressão/MQResíduo e Ftab: valor tabelado correspondente a distribuição de 

Fisher-Snedecor. 
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Figura 25:  Curva de nível para a porcentagem de lipídios no estudo de estresse 
da microalga B. terribilis. 

 

Fonte: Autora, 2021. 

 

5.3.2. Chlorella sp. 

 

A Tabela 14 apresenta os resultados do estresse por redução na 

porcentagem de nitrogênio e fósforo para a microalga Chlorella sp. Nesta pode-

se notar um aumento expressivo na porcentagem de lipídios (de 

aproximadamente 17 % para 35 %) e de proteínas (de 38 % para 62 %). Estes 

metabólitos são de grande interesse no estudo da Chlorella sp. com enfoque em 

suplementação alimentar, e este estudo de estresse pode ampliar ambos 

simultaneamente. Em contrapartida, houve redução na porcentagem de 

carboidratos, o qual foi reduzido para menos da metade do valor obtido sem 

estresse. A porcentagem de pigmentos permaneceu similar nos estudos, 

variando entre 2,24 % e 2,54 %. De forma similar à B. terribilis houve um aumento 

na produtividade de biomassa, o que pode também estar relacionado as 

condições experimentais, sendo interessante adicionar um experimento controle 

em ensaios futuros. 
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Tabela 14: Resultados do planejamento fatorial completo 2² para estresse da microalga Chlorella sp. 

Ponto 

Fatores¹ 

(%) 
Resposta 

N P 

Produtividade de 

biomassa 

(mg.mL-1.d-1) 

Lipídios 

(%) 

Proteínas 

(%) 
Carboidratos (%) 

Carotenoides 

(μg.mL-1) 

Clorofila a 

(μg.mL-1) 

Clorofila b 

(μg.mL-1) 

1 -1 -1 0,065 20,35 57,53 13,32 2,71 6,07 2,55 

2 +1 -1 0,063 21,41 57,77 11,06 2,56 5,63 3,32 

3 -1 +1 0,063 34,99 54,43 5,19 2,56 5,82 3,21 

4 +1 +1 0,044 29,95 62,16 5,71 4,58 7,34 4,23 

5 (PC) 0 0 0,067 29,25 57,66 8,97 3,43 7,61 3,52 

6 (PC) 0 0 0,069 30,80 56,28 7,57 3,45 6,87 3,80 

7 (PC) 0 0 0,069 30,47 58,18 8,50 3,97 7,86 3,72 

Nota: Fatores baseados na porcentagem dos nutrientes nitrogênio (N) e fósforo (P) no meio de cultivo BG-11; Pb: Produtividade de biomassa; C: Ponto 

central.
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A Tabela 15 apresenta a estimativa dos efeitos obtidos para cada resposta 

em análise. Com esta, pode-se notar que houve fatores significativos (p-valor 

menor que 0,05), a 95 % de confiança, para a porcentagem de lipídios, proteínas 

e carboidratos. O efeito da concentração de fósforo foi significativo para os 

lipídios e carboidratos, sendo positivo para lipídios e negativo para carboidratos. 

A porcentagem de proteínas apresentou efeito positivo para a concentração de 

nitrogênio e a interação entre os fatores. 

A Tabela 16 apresenta a Análise de Variância (ANOVA) do planejamento 

fatorial completo 2² com ponto central para estresse da microalga Chlorella sp., 

para as respostas que apresentaram fatores significativos. Para a porcentagem 

de proteínas e carboidratos o Fcal foi maior que o Ftab, indicando um bom ajuste 

ao modelo linear e alcançando R² de 0,9226 para proteínas e 0,9717 para 

carboidratos (Equações 9 e 10). Já para a porcentagem de lipídios o modelo 

linear não é apropriado visto que o Fcal foi menor que o Ftab.  

 

% Proteínas = 57,72 + 1,99x + 0,32y + 1,87xy           Equação 9 

% Carboidratos = 8,62 - 0,43x - 3,37y + 0,69xy        Equação 10 

 

Em que:  x é o fator nitrogênio e y o fator fósforo em variáveis codificadas 

 

Tabela 15: Estimativa dos efeitos e ajustes do estudo de planejamento 

experimental para estresse da Chlorella sp. 

Resposta Fator Efeito 
Desvio 

padrão 
t(3) 

p-

valor 
Coeficiente 

Produtividade de 

biomassa 

Nitrogênio 

(N) 
-10,46 6,96 -1,50 0,2299 -5,23 

Fósforo 

(P) 
-10,82 6,96 -1,55 0,2180 -5,41 

Interação 

N e P 
-8,13 6,96 -1,17 0,3272 -4,07 

Lipídios 

Nitrogênio 

(N) 
-1,99 2,73 -0,73 0,5184 -0,99 

Fósforo 

(P) 
11,59 2,73 4,25 0,0239 5,79 
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Interação 

N e P 
-3,05 2,73 -1,12 0,3449 -1,52 

Proteínas 

Nitrogênio 

(N) 
3,98 0,92 4,33 0,0227 1,99 

Fósforo 

(P) 
0,64 0,92 0,70 0,5341 0,32 

Interação 

N e P 
3,74 0,92 4,07 0,0268 1,87 

Carboidratos 

Nitrogênio 

(N) 
-0,87 0,68 -1,27 0,2924 -0,43 

Fósforo 

(P) 
-6,74 0,68 -9,87 0,0022 -3,37 

Interação 

N e P 
1,39 0,68 2,03 0,1347 0,69 

Clorofila a 

Nitrogênio 

(N) 
0,54 1,02 0,53 0,6337 0,27 

Fósforo 

(P) 
0,73 1,02 0,71 0,5264 0,36 

Interação 

N e P 
0,98 1,02 0,96 0,4082 0,49 

Clorofila b 

Nitrogênio 

(N) 
0,89 0,29 3,07 0,0545 0,45 

Fósforo 

(P) 
0,78 0,29 2,69 0,0741 0,39 

Interação 

N e P 
0,12 0,29 0,43 0,6968 0,06 

Carotenoides 

Nitrogênio 

(N) 
0,93 0,46 2,02 0,1362 0,47 

Fósforo 

(P) 
0,93 0,46 2,02 0,1362 0,47 

Interação 

N e P 
1,08 0,46 2,35 0,1005 0,54 

Nota: t(3) refere-se à distribuição t de Student em função do grau de liberdade, que neste caso 

é 3. 
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Tabela 16: ANOVA do planejamento experimental para estresse da Chlorella sp. 

Resposta 
Fonte de 

variação 
SQ GL MQ 

Ajuste 

R² Fcal Ftab 

Lipídios 

 

Regressão 147,59 3 49,20 - - - 

Resíduos 22,31 3 7,44 - - - 

Total 169,90 6 - 0,8687 6,61 9,28 

Proteínas 

Regressão 30,33 3 10,11 - - - 

Resíduos 2,54 3 0,85 - - - 

Total 32,87 6 - 0,9226 11,89 9,28 

Carboidratos 

Regressão 48,11 3 16,04 - - - 

Resíduos 1,40 3 0,47 - - - 

Total 49,51 6 - 0,9717 34,12 9,28 

Nota: SQ: Soma Quadrática; GL: Grau de Liberdade; MQ: Média Quadrática; R² coeficiente de 

determinação; Fcal=MQRegressão/MQResíduo e Ftab: valor tabelado correspondente a distribuição de 

Fisher-Snedecor. 

 

Para os carboidratos, apenas o fósforo apresentou efeito significativo, e a 

máxima porcentagem deste metabólito foi obtida quando este nutriente estava 

no nível -1. Pela Figura 26 nota-se que a variação da resposta para fator fósforo 

é bastante expressiva, enquanto não há variações significativas para a faixa 

analisada de concentração de nitrogênio. A concentração de fósforo apresentou 

efeito oposto para a porcentagem de carboidratos e de lipídios. A redução de 

carboidratos em condições de aumento na porcentagem de lipídios também 

foram reportadas por Zhu et al. (2015) e por Arora et al. (2016) e podem indicar 

que estes compostos são interconvertíveis, visto que possuem o mesmo 

precursor em seu metabolismo, o glicerol-3-fosfato (MEHRABADI; FARID; 

CRAGzGS, 2017). 
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Figura 26: Curva de nível do planejamento 2² para estresse da microalga 
Chlorella sp. adotando com resposta a porcentagem de carboidratos. 

 

Fonte: Autora, 2021. 

 

Quanto as proteínas, tem-se que a concentração de nitrogênio e a 

interação entre os fatores foram significativos, apresentando efeito positivo, com 

maior valor quando ambos os fatores se encontram no nível +1 (Figura 27). 

Assim, nota-se que a biossíntese de proteínas na microalga é altamente 

dependente da disponibilidade de nitrogênio, entretanto, requer a presença de 

fósforo, visto que este nutriente é essencial no metabolismo das enzimas e 

demais proteínas (ARORA et al., 2016; DANESH et al., 2017; HUSSAIN et al., 

2020).  
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Figura 27: Curva de nível do planejamento 2² para estresse da microalga 
Chlorella sp. adotando com resposta a porcentagem de proteínas. 

 

Fonte: Autora, 2021. 

 

5.4. Caracterização do óleo 

 

5.4.1. Ácidos graxos 

 

Foi verificado o perfil de ácidos graxos (Tabela 17) dos lipídios extraídos 

das duas espécies em estudo, nos sistemas aberto e fechado além da condição 

de maior produção de lipídios no estudo de estresse (concentração de fósforo 

em 75 % e de nitrogênio em 25 % para ambas as espécies). Pode-se notar que 

ambas as espécies sintetizam maiores frações de ácido palmítico, oléico e alfa 

linolênico. Também foram obtidas porcentagens relevantes do ácido linoléico e 

gama linolênico para na Chlorella sp., e de ácido nervônico na B. terribilis. A B. 

terribilis apresenta maior fração de ácidos graxos saturados e monoinsaturados, 

enquanto a Chlorella sp. sintetiza maiores quantidades de ácidos graxos 

poliinsaturados. Assim, estes resultados estão em acordo com os valores 

comumente reportados na literatura (Tabela 3 – sessão 2.2.1.). 
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Nota-se ainda que não houve variações expressivas no perfil de ácidos 

graxos dentro das condições analisadas para cada espécie. Vale ressaltar que 

esta análise tem propósito qualitativo, identificando os principais ácidos graxos 

presentes na amostra. A porcentagem obtida pode variar com a quantidade de 

amostra utilizada para a análise, os parâmetros operacionais e a sensibilidade 

do método. Além disso alguns compostos não foram identificados pelo método, 

sendo necessário análises complementares. E, para o caso da B. terribilis deve-

se considerar que uma fração do óleo extraído por Bligh e Dyer se refere a 

hidrocarbonetos que não foram identificados pela análise de CG-FID.
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Tabela 17: Perfil de ácidos graxos obtido nas diferentes condições de cultivo para as espécies em estudo. 

Ácido graxo (%) 
B. Terribilis Chlorella sp. 

Sistema fechado Sistema aberto Estresse Sistema fechado Sistema aberto Estresse 

Mirístico C14:0 0,00 0,97 0,00 1,57 0,00 0,00 

Palmítico C16:0 10,32 10,96 10,08 13,93 14,56 14,51 

Palmitoléico C16:1 0,00 0,00 0,00 1,26 4,51 3,82 

Margárico C17:0 0,79 1,07 1,00 0,47 3,70 1,67 

Esteárico C18:0 0,40 0,00 0,00 2,75 0,00 0,00 

Oléico C18:1c 7,66 8,04 8,63 20,33 13,71 12,65 

Linoléico C18:2c 0,00 0,00 0,00 18,63 16,79 22,41 

α-linolênico C18:3α 7,38 6,23 6,89 6,04 7,73 7,91 

γ-linolênico C18:3γ 0,00 0,00 0,00 12,94 10,31 11,75 

Nervônico C24:1 9,77 10,58 10,91 1,57 0,00 0,00 

Saturados 11,51 13,00 11,08 18,72 18,26 16,18 

Monoinsaturados 17,43 18,62 19,54 21,59 21,59 16,47 

Poliinsaturados 7,38 6,23 6,89 37,61 37,71 42,07 
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5.4.2. Hidrocarbonetos  

 

Os hidrocarbonetos da extraídos da microalga B. terribilis foram 

caracterizados por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa 

(CG-MS). Foram identificados:  esqualeno (C30H50), octacosano (C28H58), 

pentacosapentaene (C25H42), tetracosane (C24H50), heneicosane (C21H44), 

eicosano (C20H42), octadecane (C18H38), hexadecano (C16H34) e nonano (C13H28). 

Assim, foram identificados botriococenos, alcadienos e alguns alcanos. Além 

disso foi identificada a presença de carotenoides no óleo extraído (C40H66), o que 

pode justificar a coloração alaranjada na extração de hidrocarbonetos. Os 

cromatogramas de alguns dos hidrocarbonetos encontram-se apresentados na 

Figura 28 juntamente com a representação estrutural dos compostos. Os demais 

hidrocarbonetos identificados possuem o cromatograma apresentado no Anexo 

5.
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Figura 28: Cromatogramas de alguns compostos identificados por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (A) 
C40H66 (B) C30H50 (C) C25H42 (D) C28H58.  

 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

Fonte: Autora, 2021.
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6. CONCLUSÕES 

 

O estudo do cultivo das microalgas Botryococcus terribilis e Chlorella sp. 

se mostrou promissor em sistema fechado e aberto. No cultivo em sistema 

fechado a B. terribilis iniciou a fase exponencial apenas no sexto dia de cultivo, 

e a Chlorella sp. no segundo dia, o que levou a maior produtividade de biomassa 

para a Chlorella sp. No sistema aberto houve aumento na taxa de crescimento 

específico (atingindo 0,478 d-1 para a B. terribilis e 0,517 d-1 para a Chlorella sp.) 

e redução no tempo de duplicação de biomassa (1,577 dias para a B. terribilis e 

1,342 dias para a Chlorella sp.) em ambas as espécies. Isto pode ter relação 

com a maior facilidade de acesso ao CO2 atmosférico, intensificando o processo 

de fotossíntese. Não houve contaminação aparente do cultivo em sistema 

aberto, indicando que a concentração inicial de biomassa foi apropriada para 

manter o cultivo com predomínio da microalga. A porcentagem de metabólitos 

nos cultivos em sistema fechado e aberto foi similar. Na B. terribilis foi obtido 

entre 28-30 % de lipídios; 7-10 % de hidrocarbonetos; 32-34% de proteínas e 14-

15 % de carboidratos. Já na Chlorella sp. foi obtido 15-17 % de lipídios, 36-38 % 

de proteínas e 31-32 % de carboidratos. Notou-se ainda que a Chlorella sp. 

produz entre 3 e 4 vezes mais clorofilas a e b do que a B. terribilis. No estudo de 

estresse foram obtidos fatores significativos, a 95 % de confiança, para a 

produtividade de biomassa e porcentagem de lipídios na B. terribilis; e para a 

porcentagem de lipídios, proteínas e carboidratos no estudo com a Chlorella sp. 

Ao manter o nitrogênio no nível -1 (25 %) e fósforo no nível +1 (75 %) foram 

obtidas as maiores porcentagem de lipídios: 49 % para a B. terribilis e 35 % para 

a Chlorella sp. Observou-se um efeito negativo quanto a concentração de fósforo 

para o acúmulo de carboidratos, o qual é ampliado quando este nutriente se 

encontra no nível -1. Na Chlorella sp. a porcentagem de proteínas apresentou a 

concentração de nitrogênio e a interação entre os fatores como significativa, 

obtendo maior valor (62 %) quando ambos os nutrientes se encontram no nível 

+1. Com este estudo foi possível analisar a forma com o cultivo (em sistema 

aberto, fechado e em condição de estresse) afeta o crescimento e porcentagem 

de metabólitos nas espécies B. terribilis e Chlorella sp. Estes resultados são 

relevantes para a tomada de decisão sobre o cultivo e aplicações destas 

espécies em um contexto de biorrefinaria.  
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7. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

• Otimizar as condições de cultivo em sistema fechado em função de 

parâmetros como: intensidade de luz, fotoperíodo, concentração de 

nutrientes, temperatura e pH. 

• Avaliar o efeito da suplementação de CO2 nos sistemas fechado e 

aberto.  

• Avaliar o sistema fechado com maior agitação e maior volume de ar. 

• Avaliar o cultivo em raceway com maior velocidade do impelidor ou 

outra conformação do sistema. 

• Otimizar o cultivo em raceway, em função de parâmetros como: 

intensidade de luz, concentração de nutrientes e pH. 

• Verificar ausência de contaminação no cultivo por métodos mais 

precisos, como coloração de gram. 

• Analisar a ampliação de escala do cultivo em raceway. 

• Estudar outros níveis para os fatores que não foram significativos no 

planejamento de experimentos para estresse das microalgas; 

• Otimizar o estresse da microalga, em função das concentrações de 

nitrogênio e fósforo. 

• Estudar outros fatores de estresse para as microalgas, como pH, 

temperatura, salinidade, concentração de metais ou de compostos 

sulfonados. 
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ANEXO 2 

 

 Curvas de calibração para determinação da concentração de biomassa 

nas microalgas Botryococcus terribilis (Figura 29) e Chlorella sp. (Figura 30). 

 

Figura 29: Curva de calibração para determinação da concentração de 
biomassa na microalga Botryococcus terribilis. 

 

Fonte: Autora, 2021. 
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Figura 30: Curva de calibração para determinação da concentração de 
biomassa na microalga Chlorella sp. 

 

Fonte: Autora, 2021. 
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ANEXO 3 

 

Curva de calibração para a determinação da concentração de carboidratos 

(Figura 31).  

 

Figura 31: Curva de calibração para determinação da concentração de 
carboidratos. 

 

Fonte: Autora, 2021.
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ANEXO 4 

 

Curva de calibração para determinação da concentração de proteínas 

(Figura 32) 

 

Figura 32: Curva de calibração para determinação da concentração de 
proteínas. 

 

Fonte: Autora, 2021. 
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ANEXO 5 

 

As Figuras de 33 a 42 apresentam os cromatogramas obtidos no estudo 

de CG-MS para os hidrocarbonetos extraídos da microalga Botryococcus 

terribilis. 

 

Figura 33: Cromatograma do C40H66 identificado no óleo da B. terribilis por CG-
MS. 

 
Fonte: Autora, 2021. 

 

Figura 34: Cromatograma do C30H50 identificado no óleo da B. terribilis por CG-
MS. 

 

Fonte: Autora, 2021. 

 



118 

 

Figura 35: Cromatograma do C28H58 identificado no óleo da B. terribilis por CG-
MS. 

 

Fonte: Autora, 2021. 

 

Figura 36: Cromatograma do C25H42 identificado no óleo da B. terribilis por CG-
MS. 

 

Fonte: Autora, 2021. 
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Figura 37: Cromatograma do C24H50 identificado no óleo da B. terribilis por CG-
MS. 

 

Fonte: Autora, 2021. 

 

Figura 38: Cromatograma do C21H44 identificado no óleo da B. terribilis por CG-
MS. 

 

Fonte: Autora, 2021. 
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Figura 39: Cromatograma do C20H42 identificado no óleo da B. terribilis por CG-
MS. 

 

Fonte: Autora, 2021. 

 

Figura 40: Cromatograma do C18H38 identificado no óleo da B. terribilis por CG-
MS. 

 

Fonte: Autora, 2021. 
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Figura 41: Cromatograma do C16H34 identificado no óleo da B. terribilis por CG-
MS. 

 

Fonte: Autora, 2021. 

 

Figura 42: Cromatograma do C13H28 identificado no óleo da B. terribilis por CG-
MS. 

 

Fonte: Autora, 2021. 

 


