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Resumo

O potencial das microalgas para realizar a fotossíntese e acumular grandes quantidades de lipí-
deos, além de vários outros compostos de alto valor agregado, tal como carotenoides e biopolíme-
ros, as torna uma fonte promissora para fins biotecnológicos. Entretanto, o alto custo de produção 
de biomassa e os problemas relacionados à contaminação por outros microrganismos dificultam 
o escalonamento do cultivo, desafiando significativamente a comercialização dos bioprodutos ge-
rados. Em estudos anteriores, nosso grupo de pesquisa propôs a formulação de um novo meio de 
cultivo, denominado Blue Green Nitrogen Mix (BGNIM), feito com fertilizante mineral, o qual tornou 
o cultivo de Chlorella sorokiniana 95% mais barato do que quando cultivado no meio padrão (Blue 
Green 11) BG11. O presente estudo tem como objetivo propor dois novos meios de cultivo, a partir 
da formulação inicialmente proposta para o meio BGNIM, também feitos à base de fertilizantes mi-
nerais. Os resultados obtidos demonstram que um dos meios propostos, BGNIM‑Fetrilon, foi capaz 
de produzir mais biomassa de C. sorokiniana do que o meio padrão BG11. O outro meio proposto, 
BGNIM‑CXK, produziu biomassa de forma similar ao BGNIM. 

Termos para indexação: Chlorella sorokiniana, microalgas, meio de cultivo, fotobiorreatores 
automatizados.

Introdução 

Por causa do aumento da população mundial e da melhoria dos padrões de vida, a demanda 
global por tecnologias inovadoras que auxiliem no aumento do rendimento da produção agrícola e 
reduzam os impactos ambientais está cada vez mais em alta (Gatamaneni Loganathan et al., 2020). 
Nesse contexto, as microalgas destacam‑se como a nova fonte mais promissora de biomassa (Chisti, 
2018), tanto pelo fato de poderem ser utilizadas como fonte de alimento, cosméticos e fármacos 
(Lee et al., 2017) quanto por poderem atuar na biorremediação de águas contaminadas, logrando 
gerar bioprodutos, como biofertilizantes e biocombustíveis (Saral et al., 2022). 

O fato de o cultivo de microalgas possuir um pequeno ciclo de crescimento, quando compa-
rado aos de culturas vegetais, não precisar de terra arável, não competindo, portanto, por terras, 
e apresentar, ao longo de todo o ano, uma produtividade dez vezes maior que vegetais superiores 
(Morocho‑Jácome et al., 2020; Hu et al., 2008), confere a esses microrganismos uma grande van-
tagem para fins biotecnológicos. Além disso, as microalgas são capazes de sintetizar e acumular 
grandes quantidades de lipídio/óleo (de 20% a 50% do peso seco), possuem menos compostos 
estruturais, como lignina e celulose, e produzem diversos coprodutos ou subprodutos de alto valor 
agregado, como biopolímeros, pigmentos e fitormônios (Fontenelle et al., 2017).
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Entretanto, estima‑se que de 50% a 65% do custo de produção de microalgas esteja relacionado 
aos processos de cultivo e colheitas (Chen et al., 2018), representando esses os principais gargalos 
para a viabilização do escalonamento das produções de microalgas de formas lucrativa e competitiva 
(Vandamme, 2013). 

Estudos anteriores propuseram um meio de cultivo, chamado Blue Green Nitrogen Mix (BGNIM), 
capaz de reduzir o custo de produção de Chlorella sorokiniana em 95%, além de apresentar similari-
dade de produtividade algal, quando comparado com o meio de cultivo padrão BG11 (Ribeiro et al., 
2020). Nesse meio, foi utilizado um coquetel de micronutrientes comercial, Rexolin‑BRA, que, após 
a publicação do trabalho, teve sua comercialização descontinuada pelo fabricante e substituída por 
um coquetel de micronutrientes com composição distinta, denominado Rexolin‑CXK. O objetivo 
deste trabalho consistiu em avaliar o desempenho da microalga C. sorokiniana em meios de cultura 
formulados com outros coquetéis de micronutrientes comumente disponíveis no mercado, compa-
rando‑os com o meio padrão BG11 e o BGNIM proposto.

Materiais e métodos

Cepa microalga
A microalga C. sorokiniana Embrapa_LBA#39, isolada na Fazenda Chapada Imperial (Brasília, 

DF) e identificada por Hadi et al. (2016), foi a cepa escolhida para os estudos comparativos em dife-
rentes meios de cultivo. Tal linhagem compõe a Coleção de Microrganismos e Microalgas Aplicados 
a Agroenergia e Biorrefinarias (CMMAABio), da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 
(Embrapa) (Brasília, DF) e é preservada segundo os protocolos descritos por Fernandes et al. (2019).

Meios de cultivo
Quatro meios de cultivo foram utilizados a fim de avaliar o perfil de crescimento da cepa C 

Embrapa_LBA#39. O meio padrão utilizado foi o Blue Green 11 (BG11), produzido a partir de reagen-
tes com grau analítico. Os demais meios foram o BGNIM BRA, descrito por Ribeiro et al. (2020), e 
suas variações BGNIM CXK e BGNIM Fetrilon, os quais possuem a mesma composição de macronu-
trientes: 510 mg/L de ureia, 35 mg/L de fosfato monoamônico (MAP), 75 mg/L de sulfato de mag-
nésio hepta‑hidratado e 40 mg/L de nitrato de cálcio; e a mesma concentração de micronutrientes: 
100 mg/L, sendo os micronutrientes de cada meio fertilizantes comerciais de diferentes marcas: 
Rexolin‑BRA, YaraTera, Brasil (produto descontinuado pela empresa); Rexolin‑CXK, YaraTera, Brasil 
(substituto do Bra) e Fetrilon Comb 1, Compo Expert, Brasil; respectivamente. 

Experimentos
A microalga C. sorokiniana Embrapa_LBA#39 foi cultivada nos fotobiorreatores automatizados 

descritos por Ribeiro et al. (2020), os quais são compostos, resumidamente, por três frascos de 
vidro Duran GL80 com volume de 1 L, sendo que cada um deles contém, individualmente, agitador 
magnético, painel de LED, sensores de luz, temperatura, pH e oxigênio dissolvido.

Foram conduzidos quatro experimentos distintos, um para cada meio de cultivo, tendo sido cada 
experimento realizado em triplicata, adotando‑se as seguintes condições: fotoperíodo de 12 horas 
claro/12 horas escuro, temperatura de 24 ± 1 °C, aeração 2 L/min de ar atmosférico contendo 0,1% 
(v/v) de CO2 (1.000 ppm). A concentração inicial dos inóculos foi em média 1 x 105 células/mL. O 
pH de todos os meios foi ajustado para 7,0. Os experimentos foram conduzidos por 21 dias, e os 
parâmetros foram monitorados a cada 1 hora. 

Após o 21º dia, os cultivos de cada biorreator foram centrifugados separadamente a 
10.000 x g por 5  min. O sobrenadante foi descartado, os pellets foram congelados utilizando‑se 
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nitrogênio líquido e liofilizados por 48 horas para obtenção da biomassa seca. O conteúdo foi, em 
seguida, pesado com auxílio de uma balança de precisão, a fim de calcular a produção de biomassa 
algal em cada meio de cultivo. 

Análise estatística
A análise estatística dos resultados obtidos foi feita por meio de análise de variância (ANOVA), 

seguida de teste de Tukey, utilizando‑se o software GraphPad Prism® 4.0 (San Diego, CA, USA), 
sendo o nível de significância fixado em p < 0,05. Os dados foram apresentados em média ± desvio 
padrão (n = 3). 

Resultados e discussão

A linhagem de C. sorokiniana foi capaz de crescer em todos os meios de cultivos testados 
(Figura 1). Análises estatísticas, calculadas no 21º dia de experimento, evidenciaram que não houve 
diferença significativa no crescimento, em células/mL, de C. sorokiniana nos meios BRA e CXK, o 
que indica que o fertilizante Rexolin‑CXK, mesmo apresentando porcentagens diferentes de com-
postos químicos, é um bom substituto para o Rexolin‑BRA, o qual foi descontinuado pelo fabricante 
(Tabela 1). Tanto o crescimento em meio BG11 quanto em Fetrilon apresentaram diferenças signifi-
cativas entre si e em relação aos demais meios. O meio Fetrilon apresentou maior crescimento. 

Figura 1. Curva de crescimento Chlorella sorokiniana em meios BG11, BRA, CXK e Fetrilon. 

Em se tratando de produtividade de C. sorokiniana, as biomassas secas médias obtidas nos 
meios BG11, BRA, CXK e Fetrilon foram de 0,860 g; 0,588 g; 0,630 g e 1,030 g, respectivamente. Tais 
dados demonstram que a cepa de C. sorokiniana apresentou uma maior produtividade no Fetrilon, 
seguida do meio BG11. Análises estatísticas corroboram com os resultados obtidos no crescimento 
em células/mL, evidenciando diferença significativa na produtividade tanto no BG11 quanto no 
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Fetrilon em relação aos demais meios. Não houve diferença significativa entre a produtividade dos 
meios BRA e CXK (Figura 2).

Figura 2. Produtividade algal, em g, obtida no 21º dia de cultivo de Chlorella sorokiniana 
em meios BG11, BRA, CXK e Fetrilon. * indica diferença significativa. 

Os resultados relativos ao pH demonstraram que nos três tipos de BGNIM houve, nos primeiros 
dias de experimento, uma queda de pH, sendo a do meio BRA mais discreta (pH 5,5) e a do Fetrilon 
mais acentuada (pH 3,2). Após, em média, 10 dias de experimento, a faixa de pH neutro foi restabe-
lecida (Figura 3). 
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Figura 3. Dinâmica do pH ao longo de 21 dias de cultivo de Chlorella sorokiniana em meios BG11, BRA, CXK e Fetrilon. 

Assim como em Ribeiro et al. (2020), a redução de pH momentânea não interferiu no cresci-
mento de C. sorokiniana, o que sugere uma tolerância dessas microalgas em relação a variações no 
pH. Tal característica se mostra vantajosa, em se tratando do controle de qualidade em processos 
de larga escala, uma vez que muitos microrganismos que causam a contaminação do cultivo não 
resistem à acidificação do meio (Ashraf et al., 2011).

Por fim, os meios CXK e, principalmente, o Fetrilon se mostraram promissores para a viabili-
zação da produção de biomassa de C. sorokiniana se tornar competitiva e lucrativa. Assim como o 
meio BRA (Ribeiro et al., 2020), tais meios são cerca de 95% mais baratos que o meio padrão BG11.

Conclusão

Neste estudo, foram propostos dois novos meios de cultivo, BGNIM CXK e BGNIM Fetrilon, 
com potencial significativo de reduzir o custo de produção de microalgas, além de esses meio 
terem sido comparados ao BG11 e ao BGNIM BRA, já descrito na literatura (Ribeiro et al., 2020). 
A produtividade de C. sorokiniana, em g, cultivada em BGNIM Fetrilon foi, inclusive, superior ao 
meio padrão BG11, amplamente utilizado. Já o BGNIM CXK apresentou produtividade semelhante 
ao meio BGNIM BRA. Mais estudos se mostram necessários, a fim de avaliar a existência de dife-
renças na composição bioquímica das biomassas coletadas.
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