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RESUMO GERAL

As microalgas sao consideradas uma fonte potencialmente rica de diversos
componentes de interesse comercial. No entanto, a viabilidade de sua producio
depende de varios fatores, dentre eles, os custos dos meios de cultivo. Por esse
motivo, existe uma grande necessidade de se desenvolver meios com menor custo,
mas eficientes. Sdo poucos os estudos que testaram a substituicido de meios de
cultura laboratoriais, com compostos com alto grau de pureza, por elementos menos
puros e mais econdmicos, como fertilizantes. O objetivo deste estudo foi desenvolver
um meio de cultivo de baixo custo para a produgcdo massiva da microalga Conticribra
(Thalassiosira) weissflogii e avaliar a quantidade e composi¢gao bioquimica da
biomassa produzida. Para isso, primeiramente foi avaliada qual fonte de nitrogénio
(aménia ou ureia) é a mais apropriada para o crescimento da espécie. Posteriormente,
através da metodologia de planejamento experimental, foram avaliados quais
elementos do meio de cultivo sdo essenciais para crescimento da espécie e, em
seguida, as suas concentragbes foram otimizadas. Uma segunda otimizagao foi
realizada ajustando as concentragdes dos elementos para uma melhor relagéo
custo/beneficio do novo meio formulado. Além disso, foi feita a validacdo experimental
do modelo empirico obtido. Por fim foram feitas analises de proteinas, lipidios e perfil
de acidos graxos da biomassa nos meios F/2 (laboratorial), Yamashita e Magalhaes
(1984) com Ureia (YU), Otimizado para Crescimento (YC) e Otimizado para
Custo/Beneficio (YCB). Vimos que a microalga teve melhor crescimento com ureia
como fonte de nitrogénio. O meio de cultivo foi otimizado, tanto para o crescimento
quanto para o melhor custo/beneficio, e a validacdo experimental demonstrou que o
modelo empirico foi preditivo. A analise de custo mostrou que o meio YCB representou

uma redugéao de 79,4% no custo do meio, em comparagao com o meio F/2. Abiomassa



26 produzida no meio YCB teve maior percentual de proteinas e lipidios, mas nao

27  apresentou diferengas no perfil de acidos graxos em comparagao aos outros meios.
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ABSTRACT

Microalgae are a potentially rich source of several components of commercial interest.
However, the viability of their production depends on several factors, among them, the
costs of the means of cultivation. For this reason, there is a great need to develop less
costly, but efficient means. Few studies have tested the replacement of laboratory
culture media, with compounds with a high degree of purity, by less pure and more
economical elements such as fertilizers. The objective of this study was to develop a
low-cost cultivation medium for the mass production of the microalgae Conticribra
(Thalassiosira) weissflogii and to evaluate the quantity and composition of the biomass
produced. For that, it was first evaluated which nitrogen source (ammonia or urea) is
the most appropriate for the growth of the species. Subsequently, through the design
of experiments methodology, which elements of the culture medium are essential for
the growth of the species were evaluated and then their concentrations were
optimized. A second optimization was carried out by adjusting the concentrations of
the elements for a better cost/benefit ratio of the new formulated medium. In addition,
an experimental validation of the empirical model was performed. Finally, analyzes of
proteins, lipids and fatty acid profiles of the biomass were performed in the F/2
(laboratory), Yamashita and Magalhaes (1984) media with Urea (YU), Optimized for
Growth (YC) and Optimized for Cost/Benefit (YCB). We saw that the microalgae had
better growth with urea as a nitrogen source. The culture medium was optimized, both
for growth and for the best cost/benefit, and the experimental validation demonstrated
that the empirical model was predictive. The cost analysis showed that the YCB
medium represented a 79.4% reduction in the cost of the medium, compared to the
F/2 medium. The biomass produced in the YCB medium had a higher percentage of
proteins and lipids but did not show differences in the fatty acid profile compared to

other media.



54

55

56

S7

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

7

78

1. INTRODUGAO GERAL
1.1.Microalgas

O termo microalga n&o apresenta valor taxonémico, mas designa seres unicelulares
microscopicos que apresentam clorofila a e realizam fotossintese para a produgao de
sua propria matéria organica (Edwards, 1997; Raven e Giordano, 2014). Apesar
destas similaridades, organismos caracterizados como microalgas sao
filogeneticamente muito diferentes entre si, apresentando caracteristicas morfolégicas
e composigdo quimica distintas (Lourengo, 2006). As microalgas podem ser
plancténicas, bentbnicas ou terrestres. Habitam praticamente todos os ambientes
aquaticos existentes, sendo mais abundantes em ambientes marinhos (Riviers, 2006).
Sao os principais responsaveis pela produg¢ao primaria, sendo a base das cadeias

alimentares em ambientes aquaticos (Johnsen, 2012).

1.2.Importancia e aplicagdes das microalgas

H4& um crescente interesse nas microalgas devido as suas possiveis aplicagbes
comerciais em areas como nutricdo, saude humana e animal, tratamento de aguas
residuais e produgdo de energia, com diferentes usos nas industrias alimenticias,
quimicas e farmacéuticas (Raposo et al., 2013).

Além de muito ricas em proteinas e lipidio, algumas espécies de microalgas séo fontes
comerciais estabelecidas de elementos quimicos de alto valor, como os pigmentos [3-
caroteno, astaxantina, ficobilina e o0s &cidos graxos docosahexaendico,
eicosapentaendico (Borowitzka, 2013).

Além disto, as microalgas s&o indispensaveis no cultivo de diversos organismos
aquaticos, servindo como fonte de alimento em todos os estagios de crescimento de

moluscos bivalves e nos estagios larvais iniciais de algumas espécies de crustaceos
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e peixes, podendo ainda ser consumida pelo zooplancton, utilizado como alimento

vivo de larvas e juvenis de crustaceos e peixes (Santos-Ballardo et al., 2015).

1.3. Conticribra weissflogii

As diatomaceas sdo microalgas que possuem clorofilas a e ¢ e uma frustula silicosa
formada por duas valvas, a epivalva (valva maior) e a hipovalva (valva menor). Estas
se distribuem amplamente na natureza, habitando meios aquaticos limnicos e
marinhos (Riviers, 2006). Sua reproducédo se da essencialmente por multiplicagao
celular vegetativa, onde a frustula se divide e cada uma das valvas desempenha o
papel da epivalva. Ao longo das multiplicagdes, isso resulta em uma diminuicéo
progressiva no tamanho das células que recebem a hipovalva da célula mae, por esse
motivo, quando as células atingem um dado tamanho minimo, a reproducao se da de
forma sexuada por meio da formagéo de um zigoto (Armbrust, 1990).

Diatomaceas tém sido consideradas o grupo de microalgas mais importante na
alimentacao de larvas de camardes marinhos (Sorgeloos, 1996). Em especial a
diatomacea Conticribra weissflogii (Fig. 1), anteriormente classificada como
Thalassiosira weissflogii, até que Stachura-Suchoples & Williams (2009)
apresentaram evidéncias morfolégicas de registros fésseis e de moléculas desta
espécie, que resultou em sua mudanga taxonémica para o novo género Conticribra

(Stachura-Suchoples and Williams, 2009).
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Figura 1 — Conticribra weissflogii. Fonte: http://nordicmicroalgae.org/taxon/Thalassiosira%20

weissflogii?media_id=Thalassiosira%20weissflogii_4.JPG

Na aquicultura, a importancia de C. weissflogii se da, principalmente, devido as suas
altas taxas de crescimento e tolerancia a variagdes de temperatura, luz e nutrientes
(Vella et al., 2019), além de apresentar altas taxas de fixagao de carbono e uma étima
eficiéncia fotossintética (Borges et al., 2011). Além disso, esta espécie apresenta alto
valor nutricional. Autores relataram menor consumo de racido, conversao alimentar
mais eficiente e maior ganho de peso na engorda do camardo-branco Litopenaeus
vannamei produzido em sistema BFT (Biofloc Technology) com a adi¢cdo da
diatomacea C. weissflogii (Godoy et al., 2012). Isso também foi observado em viveiros
com sistema BFT, evidenciando assim o grande potencial dessa microalga como
suplemento alimentar nesse tipo de sistema (Martins et al., 2016).

O crescimento das microalgas € resultado de interagdes bioldgicas, fisicas e quimicas
que ocorrem entre estas e o ambiente (Derner, 2006). Sendo a luz, pH, turbidez,
salinidade, temperatura, a quantidade e qualidade dos nutrientes presentes no meio
os principais fatores fisicos e quimicos a serem considerados (Sorgeloos, 1996). Para
C. weissflogii, a maior taxa de crescimento e melhor composigéo bioquimica se da em
salinidades entre 25 e 30 (Garcia et al., 2012). Correlacionando os valores de pH e

niveis de Nitrogénio e Fdésforo, foi encontrado o maior crescimento da microalga em
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valores de pH de 7,9 e com os maiores niveis de Nitrogénio e Fésforo no meio de

cultura (35,7 e 1,45 mg/L, respectivamente) (Zheng et al., 2016).

1.4.Meio de Cultura
Um meio de cultura é definido como um ambiente especifico e finito que contém os
nutrientes e elementos necessarios ao desenvolvimento das microalgas, sendo o seu
desenvolvimento também dependente de luz (Lourengo, 2006). Esses nutrientes
podem ser divididos em macronutrientes, como o carbono, nitrogénio, fésforo e
enxofre, e em micronutrientes, como o sddio, potassio, ferro, magnésio, calcio e outros
metais (Cai et al., 2013). Os macronutrientes sdo os constituintes estruturais das
biomoléculas, ja os micronutrientes participam da estrutura e das atividades de
diversas enzimas. Além destes, elementos orgénicos como as vitaminas s&o
importantes para as microalgas, pois apresentam fun¢gées como de coenzimas e
transportadoras de CO- (Lourengo, 2006). Para a produgdo massiva de microalgas,
0s meios de cultura devem conter os elementos essenciais, mas estes devem ser o

mais barato possivel para viabilizar a produgéo em larga escala.

1.5. Planejamento experimental
Varios estudos sobre meios de cultivo foram realizados para outras espécies de
microalgas, testando fertilizantes e efluentes como alternativas viaveis de meio de
cultivo (Fernandez-Linares et al., 2017; Nayak et al., 2016; Sipauba-Tavares et al.,
2009). Trabalhos como estes buscaram o aumento da produgéo de biomassa variando
um parametro por vez, sendo necessarios muitos ensaios e analises para avaliar todos

os parametros (Banerjee et al., 2016; Camacho-Rodriguez et al., 2013; Kumar et al.,
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2015). Além disso, como as variaveis sao estudadas separadamente, ndo € possivel
identificar interagdes significativas entre essas.

A metodologia de planejamento experimental € uma 6tima alternativa quando se
trabalha com muitas variaveis pois, além de diminuir o numero de experimentos,
melhora a qualidade da informagado obtida, uma vez que esta metodologia avalia
simultaneamente todas as variaveis testadas, possibilitando otimizar mais de uma
resposta e, ao mesmo tempo, mensurar a interagao entre essas variaveis (Rodrigues,
2009). Pesquisas recentes tém buscado otimizar meios de cultura alternativos
utilizando essa metodologia (EI-Sheekh et al., 2013; Kumaran et al., 2017). Entretanto,
nao existe nenhum estudo semelhante para a microalga marinha Conticribra
weissflogii. Desta forma, com este estudo procurou-se estabelecer um meio de cultura
alternativo que possa ser empregado na produgdo em larga-escala desta microalga e
que garanta ndo sé o bom crescimento da microalga, mas também que esta produza

em grande quantidade elementos de interesse comercial como proteinas e lipideos.

2. OBJETIVO

2.1.Objetivo geral
Desenvolver um meio de cultivo massivo de baixo custo para a diatomacea C.
weissflogii e avaliar o seu efeito no crescimento e na composigdo bioquimica da

biomassa produzida.

2.2.0Objetivos especificos
e Estabelecer a fonte de nitrogénio que resulta no maior crescimento de C.

weissflogii;
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e Determinar as concentragdes de cada componente de um meio fertilizante
gue resultam no maior crescimento de C. weissflogii;

e Avaliar a relagao custo/beneficio do meio otimizado.

¢ Avaliar a composigao bioquimica (proteina, lipidios e acidos graxos) da

biomassa produzida no meio otimizado.
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Resumo

As diatomaceas sao amplamente estudadas devido ao seu potencial na aquicultura
e na produgao de biomoléculas. No entanto, para que esse potencial seja explorado
€ preciso viabilizar sua produg¢ao em larga escala, que € muito afetada pelo custo do
meio de cultivo. Assim, o objetivo deste trabalho foi otimizar um meio de cultivo de
baixo custo para a producao da diatomacea marinha Conticribra weissflogii e avaliar
a quantidade e qualidade da biomassa produzida. Para isso, primeiro se buscou a
fonte de nitrogénio que permite 0 maior crescimento para essa espécie. Em seguida,
foram avaliados quais componentes de um meio pré-estabelecido com fertilizantes
sao essenciais para o crescimento da microalga, empregando-se a metodologia de
planejamento experimental. Esta técnica também foi empregada para se otimizar as
concentragdes considerando-se o crescimento da microalga e custo/beneficio do
novo meio de cultivo. Posteriormente foi feita uma analise de custo dos meios
produzidos. Por fim, foi analisada a composicdo da biomassa produzida nos meios
otimizados avaliando-se a produgao de proteinas, lipidios e acidos graxos. A
microalga teve maior crescimento em meio de cultivo com ureia como fonte de
nitrogénio. As concentracdes dos elementos essenciais ureia, superfosfato,
metassilicato e biotina foram otimizadas tanto para o crescimento quanto para o
custo/beneficio do meio. O meio otimizado para o melhor custo/beneficio apresentou
uma reducdo no custo de 79,4% dos custos em comparagédo com o meio laboratorial
(F/2), apresentando também maiores percentuais de produgao de proteina e lipidios,

sem alteragdes no perfil de acidos graxos.

Palavras-chave: Thalassiosira, viabilidade, custo/beneficio, planejamento

experimental.
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1. Introducgao

As diatomaceas constituem um dos grupos mais abundantes, tolerantes as mais
diversas condigbes ambientais e ecologicamente importantes do fitoplancton. Nos
oceanos, sao responsaveis por cerca de 40% da produtividade primaria [1,2]. Além
de muito utilizadas na aquicultura, as diatomaceas sao amplamente estudadas
devido ao seu potencial de produgéo de biomoléculas de interesse como pigmentos,
polissacarideos e acidos graxos [3].

Dentre as espécies de maior interesse esta a Conticribra weissflogii (Mediophyceae),
anteriormente classificada como Thalassiosira weissflogii [4]. C. weissflogii € uma
diatomacea céntrica marinha, que se destaca por suas altas taxas de crescimento,
robustez e alta capacidade de acumulacao de lipidios, principalmente sob limitagao
de nutrientes [5—7]. Contudo a sua producao em escala comercial ainda nao é
considerada viavel economicamente, devido ao custo elevado do meio de cultivo [8].
O meio F/2 [9], apesar de ser um meio muito utilizado na produg¢ao de microalgas em
laboratdrio, ndo é considerado viavel para a sua produg¢ao em larga escala pois €
constituido elementos com elevado grau de pureza, custando cerca de US$15,6 por
1000 litros de cultivo [10], podendo chegar a representar mais da metade dos custos
totais de producéo de biomassa. Por esse motivo, se faz necessaria a formulacéo de
meios de cultivo de baixo custo, que utilizem fontes mais econédmicas de matéria-
prima como os fertilizantes, para reduzir os custos sem prejudicar a produgao [11-
13]. No entanto, a maioria dos trabalhos publicados testam fertilizantes ja
formulados, com concentragdes de nitrogénio, fosforo e potassio definidas para o
cultivo de plantas terrestres, o que nem sempre ¢é ideal para o cultivo de algas. Em

razao disso, sdo necessarias pesquisas que busquem nao so baratear os meios,
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mas encontrar as concentragdes 6timas de nutrientes empregados para gerar maior
crescimento e producéo de biomassa.

A otimizacdo de meios de cultivo vem como uma opcao de aumentar a produtividade
de uma espécie alvo. Encontrar as concentragdes ideais de cada um dos elementos
permite aumentar a produtividade e reduzir custos. A metodologia de planejamento
experimental [14] € uma 6tima alternativa quando se trabalha com muitas variaveis
pois, além de diminuir o numero de experimentos, melhora a qualidade da
informacéao obtida, uma vez que avalia simultaneamente as variaveis, possibilitando
otimizar mais de uma resposta ao mesmo tempo e mensurar a interagao entre essas
variaveis. Desta forma, esse estudo teve por objetivo otimizar as concentragdes de
um meio de cultivo de baixo custo para a producao da diatomacea marinha
Conticribra weissflogii e avaliar a quantidade e composigao centesimal da biomassa

produzida.

2. Materiais e métodos

2.1.Cultivo da microalga
A cepa da diatomacea Conticribra weissflogii foi obtida da cole¢ao do Laboratério de
Fitoplancton e Microrganismos Marinhos, da Universidade Federal do Rio Grande. A
diatomacea foi cultivada em meio F/2 [9], suplementado com silica, em agua
marinha natural (30 g/L), filtrada (1 pm) e autoclavada (121°C por 15 minutos). Os
cultivos foram realizados em batelada, sendo incubados a 21°C, com intensidade
luminosa de 100 ymol fétons/m?/s e fotoperiodo de 12h:12h (Claro:Escuro), em
Erlenmeyer de 200 mL sem aeragao ou corregcao do pH, com pH inicial de 8.6. A
densidade celular foi monitorada diariamente através de contagem celular em

camera de Neubauer em microscoépio 6tico com aumento de 200 vezes [15]. Quando
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a densidade atingia 80 x 10* células por mL, por volta do décimo segundo dia, o

cultivo era usado como indculo para os experimentos. Os experimentos empregaram

0 meio proposto por Yamashita & Magalhaes [3], modificado com adi¢ao de cloreto

férrico, metassilicato de sédio e das vitaminas tiamina, biotina e cianocobalamina

nas mesmas concentragdes do meio F/2 (meio Y, Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo dos meios testados, todos com 12,36 mg/L de nitrogénio. Y = meio

Yamashita & Magalhaes, YU = meio com ureia, YA = meio com amoénia, F/2 = controle.

Nutrientes

Concentragbes (mg/L)

F/2 Y YU YA
Ureia - 2,65 26,88 -
Sulfato de aménio - 53,05 - 127,67
Nitrato de sddio 75,00 - - -
Superfosfato triplo de calcio - 8,84 8,84 8,84
Fosfato de sodio 5,00 - - -
Metassilicato de sédio 30,00 30,00 30,00 30,00
Cloreto férrico 3,50 3,50 3,50 3,50
Sulfato de cobre 0,0098 - - -
Sulfato de zinco 0,022 - - -
Cloreto de cobalto 0,01 - - -
Cloreto de manganés 0,18 - - -
Molibdato de sodio 0,0063 - - -
EDTA 4,36 - - -
Tiamina (B+) 0,1 0,1 0,1 0,1
Biotina (B~) 0,0005 0,0005 0,0005 0,0005
Cianocobalamina (B12) 0,00005 0,00005 0,00005 0,00005

2.2.Fonte de nitrogénio
No primeiro experimento buscou-se estabelecer qual fonte de nitrogénio (ambnia x
ureia) que produz a maior densidade celular de C. weissflogii. O experimento foi

composto por quatro tratamentos (em triplicata), onde se avaliou trés variagdes do
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meio fertilizante de Yamashita & Magalhaes (Tabela 1): 1) tratamento Y com ureia e
sulfato de aménio como fontes de nitrogénio; 2) tratamentos YU apenas com ureia e
3) tratamento YA apenas com sulfato de amédnia. O meio F/2 foi usado como
controle. Apesar das diferentes fontes, as concentragdes de nitrogénio em todos os
tratamentos (Y, YU e YA) foram iguais a do meio controle (F/2, 12,36 mg/L). Além
dos componentes do meio fertilizante Y, foram adicionadas as solugdes de
metassilicato de sédio, cloreto férrico e solugdo de vitaminas (biotina, tiamina e
cianocobalamina) nas mesmas concentragcdes do meio F/2 (Tabela 1). Cerca de 10%
de indculo, em fase estacionaria, foi adicionado em frascos tipo Erlenmeyer com
volume util de 200 mL, sem aeracdo. Os frascos foram incubados a 21°C, com
intensidade luminosa de 80 umol fétons/m?.s e fotoperiodo de 12h:12h (C:E). O
experimento teve duracio de 12 dias, diariamente foram coletadas amostras de 4
mL de cada unidade para determinagao da densidade celular através de contagem

celular em microscopio optico com o auxilio de uma camara de Neubauer.

2.3.0Otimizagao do meio de cultivo
2.3.1. Varredura dos nutrientes significativos

Apods a determinacao da melhor fonte de nitrogénio, foi feita uma varredura para
determinar quais nutrientes do meio fertilizante séo significativos para o crescimento
de C. weissflogii. Para isto, foi realizado um delineamento experimental do tipo
Plackett & Burman [14] com 12 ensaios e 7 fatores (PB12), usando-se o software
STATISTICA.
Além dos pontos de vértice (-1 e +1) também foi empregado um ponto central (0),
em triplicata, para estimar a variabilidade. O experimento de varredura foi realizado

utilizando o tratamento YU (com ureia), que foi considerada no experimento anterior
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como a melhor fonte de nitrogénio para C. weissflogii. O ponto central consistiu nas
concentragdes originais dos nutrientes e os pontos de vértice variaram em 30%, para
mais e para menos (Tabela 2). Baseado nos resultados deste experimento, foi
necessario realizar um segundo experimento de varredura para ajustar os niveis dos
fatores (Tabela 3). Em ambos experimentos, as unidades experimentais foram
frascos do tipo Erlenmeyer com volume util de 400 m, dotados de aeragao (0,53
L/min), onde cerca de 10% do volume do cultivo em fase estacionaria foi adicionado
como inodculo. Os frascos foram incubados a 21°C, com intensidade luminosa de 80
umol fétons/m?.s e fotoperiodo de 12:12 (C:E). O experimento teve duragéo de 8
dias e diariamente foram coletadas amostras de 4 mL de cada unidade para
determinacgao da densidade celular através de contagem direta em microscopio
optico e hemocitdmetro de Neubauer. A analise da varredura foi feita no quinto dia

de cultivo, quando os cultivos atingiram o pico da fase exponencial de crescimento.

Tabela 2. Fatores e niveis do primeiro experimento de varredura. Valores dos niveis expressos

em mg/L.
Fatores Nivets
-1 0 +1

X1 Ureia 18,81 26,88 34,94
X2  Superfosfato de calcio 6,19 8,84 11,49
Xs  Cloreto férrico 2,45 3,50 4,55
Xs Metassilicato de sodio 21,00 30,00 39,00
Xs Tiamina 0,07 0,10 0,13
Xe Biotina 0,00035 0,0005 0,00065
X7  Cianocobalamina 0,000035 0,00005 0,000065
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Tabela 3. Fatores e niveis do segundo experimento de varredura. Valores dos niveis
expressos em mg/L. Entre parénteses informa-se o nivel de cada fator no primeiro

experimento de varredura.

Fatores Niveis
-1 0 +1

X4 Ureia 7,53 13,17 18,81 (-1)
X2 Superfosfato de calcio 1,24 3,71 6,19 (-1)
X3 Cloreto férrico 0,00 1,75 3,50 (0)
X4 Metassilicato de sédio 39,00 (+1) 48,75 58,50
Xs  Tiamina 0,000 0,035 0,070 (-1)
Xe Biotina 0,0000 0,0005 (0) 0,001
X7 Cianocobalamina 0,00000 0,00005 (0) 0.0001

2.3.2. Otimizagao dos nutrientes importantes
Apods determinar os nutrientes do meio de cultivo que sdo mais importantes para o
crescimento de C. weissflogii, foi realizado um Delineamento Composto Central
Rotacional com 4 fatores e dois niveis (DCCR 2%) para definir as suas concentragdes
ideais, usando-se o software STATISTICA. A tabela 4 apresenta os fatores e os
niveis do DCCR. Os niveis dos fatores avaliados foram determinados de acordo com
os resultados dos experimentos de varredura. As unidades experimentais foram
frascos do tipo Erlenmeyer com volume util de 400 mL, com aeragéo. Cerca de 10%
deste volume de um cultivo em fase estacionaria foi utilizado como in6culo. Todos os
frascos foram incubados a 21°C, com intensidade luminosa de 80 umol fétons/m?.s e
fotoperiodo de 12:12 (C:E). O experimento teve duragao de 8 dias e a densidade
celular foi determinada diariamente por contagem celular. A analise da otimizagao foi
feita no quinto dia de cultivo, quando os cultivos atingiram o pico da fase exponencial

de crescimento. Baseado nos resultados experimentais obtidos, um modelo empirico
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polinomial quadratico (Eq. 1) foi ajustado para correlacionar as variaveis
independentes e a resposta.

Y = Bo+ Bixy + Boxa + Baxs + BoXe + PraX1Xz + PraX1Xy + BreX1Xe + PraXaXs +
BasX2Xs + BagXaXe + B11%F + BaoX5 + Pasxi + Beexé Eq. 1
onde, Y representa a variavel resposta (densidade celular), S é o coeficiente da

equacao e X1, X2, X4€ Xs Sao 0s niveis codificados das variaveis independentes.

Tabela 4. Fatores e niveis utilizados no DCCR 2*. Valores dos niveis expressos em mg/L.

Niveis
Fatores
-2 -1 0 +1 +2
X4 Ureia 7,52 14,36 21,19 28,03 34,86
X2 Superfosfato de calcio 1,23 3,80 6,36 8,93 11,50
X4 Metassilicato de sédio 21,00 25,50 30,00 34,50 39,00
Xe Biotina 0,00 0,00025 0,0005 0,00075 0,001

Ap0ds os processos de otimizacao, foi realizada a validagdo do modelo empirico da
densidade celular. Para isto, foi empregada a combinagao das variaveis que gerou a
melhor resposta, utilizando-se a funcao pontos criticos. A validacao foi realizada em
frascos do tipo Erlenmeyer com volume util de 400 mL, em triplicata, dotados de
aeracao e inoculados com 10% de cultivo em fase estacionaria. Os frascos foram
incubados nas mesmas concentragdes e condicdes dos experimentos anteriores. O
experimento teve duracao de cinco dias e a densidade celular foi determinada no

ultimo dia por microscopia otica.

2.3.3. Otimizagao da relagao de custo-beneficio
Além de otimizar o meio de cultivo para gerar a maior densidade celular, também foi

realizada a otimizacao de seu custo-beneficio. Para isto, os custos dos componentes
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do meio fertilizante (Y) foram determinados e adicionados como uma nova resposta
(custo) ao DCCR 2* anterior, ajustando-se um modelo empirico linear (Eq. 2) para
correlacionar as variaveis independentes e a resposta.

Y = Bo + Bix1 + Baxa + Paxs + PeXs Eq. 2
onde, Y representa a variavel resposta (custo), 5 € o coeficiente da equacéao e x7, x2,
X3 € X4 sao o0s niveis codificados das variaveis independentes.

A otimizagao da relagao de custo-beneficio foi realizada usando-se a técnica de
otimizagao com restricdo (desejabilidade) [16]. Nesta técnica, € possivel encontrar
os valores operacionais 6timos das variaveis independentes que satisfagcam
simultaneamente todos os requisitos necessarios as respostas. As respostas
preditas de densidade celular e custo sao transformadas em um valor desejavel d. A
escala da desejabilidade varia entre d = 0, 0 que sugere que a resposta é
minimizada, e d = 1, 0 que sugere que a resposta € maximizada. Para obter a
otimizagao da relagao de custo-beneficio, a resposta densidade celular foi
maximizada e a resposta custo foi minimizada. Além disto, foram realizadas
cinquenta simulagdes com pontos distintos, substituidos nas equacdes 1 e 2, para

obtencao dos valores 6timos das variaveis de resposta.

2.4.Comparacao do custo dos meios
O custo do meio otimizado (YCB) foi comparado com os custos dos meios
Yamashita & Magalh&es original (Y), Yamashita & Magalhdes com ureia (YU) e F/2
(C). O custo de cada meio foi calculado pelo somatério da concentragao final de
cada nutriente (Tabela 1), para um volume de 1.000 litros. Os pregos dos nutrientes

foram estimados de fornecedores locais.
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2.5.Analise da biomassa
Para verificar o efeito dos tratamentos na composi¢ao proximal da biomassa, foram
realizadas analises de peso seco, proteinas, lipidios e o perfil dos acidos graxos nos
tratamentos Y, YC, YCB e C. Para isto, C. weissflogii foi cultivada em carboys de 20
litros por 10 dias. O peso seco foi determinado por filtracdo em filtros de fibra de
vidro GF/F previamente pesados, onde a biomassa filtrada foi lavada com formiato
de aménio (3%) para a remocgéao de sais [17].
Para as analises de proteina, lipidios e perfil de acidos graxos, a biomassa foi coletada
através de floculagdo, com floculante catidnico de alto peso molecular a base de
policacrilamida (Flopam FO4800SH), conforme metodologia descrita por Roselet et al.
[18]. A biomassa foi lavada com uma solucédo de formiato de aménio e centrifugada
por 5 minutos a 4°C com uma forga g de 2527. Ap6s a coleta, as amostras foram

levadas a ultrafreezer (-80°C) e, apds congeladas, foram liofilizadas.

2.5.1. Andlise de Proteinas
Para a determinacgao de proteinas, 0,2 g das amostras dos cultivos passaram pelo
processo de digestao, destilagao e titulagdo seguindo a metodologia AOAC 981.10

[19]. Os valores obtidos foram expressos em percentual de proteina por peso seco.

2.5.2. Lipidios e perfil de acidos graxos
Os lipidios foram extraidos utilizando o método adaptado de Bligh & Dyer [20,21].
Onde a biomassa seca foi colocada em uma mistura de cloroférmio-metanol na
proporcao de 2:1, para a determinacao da fragao lipidica, essa mistura foi
ultrassonificada e centrifugada trés vezes e o solvente foi evaporado em evaporador

rotativo a vacuo. As fracdes lipidicas dos tratamentos foram esterificadas de acordo
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499 com Metcalfe e Schmidt [22]. O perfil dos acidos graxos foi caracterizado por

500 cromatografia gasosa com deteccao por espectrometro de massas. Os ésteres

501 metilicos dos acidos graxos foram identificados pela comparagao com padrdes

502 conhecidos e quantificados pelo método de padronizacado das areas.

503

504 2.6. Analise estatistica

505 Os dados foram analisados quanto a sua normalidade e homogeneidade,

506 empregando os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. No experimento
507 de determinagao da fonte de nitrogénio foi feita uma ANOVA de duas vias com nivel
508 de significancia de 5%, seguida de um teste post hoc de Tukey. Nos experimentos
509 de varredura (PB12), os efeitos principais de cada fator foram calculados e

510 analisados por ANOVA, com um nivel de significancia de 10% [14,16]. No

511  experimento de otimizagdo (DCCR), os efeitos e as interagdes de cada fator foram
512  calculados e analisados por ANOVA, com um nivel de significancia de 5% [14,16]. A
513 analise da relagao de custo-beneficio por otimizacido simultanea foi realizada

514  utilizando-se a fungéo de desejabilidade [14,16]. A validagao da otimizagéao foi feita
515 pelo desvio relativo do valor observado em relagdo ao predito, sendo considerado
516  significativo um desvio inferior a 25% [14,16]. Todas as analises foram realizadas
517 empregando-se o pacote de Planejamento Experimental do software STATISTICA
518 verséo 13.3 (TIBCO Software Inc., EUA).

519

520 3. Resultados

521 3.1.Determinacgao da fonte de nitrogénio.

522 De acordo com a analise de variancia, os tratamentos apresentaram diferenca

523 significativa (p < 0,05) a partir do segundo dia de cultivo (Figura 1). Os tratamentos Y
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525
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528

529

530

531

532

533

534

535

e YU apresentaram a maior densidade celular ao fim do experimento, com 68,9 x
10% cél/mL e 65,2 x 10* cél/mL, respectivamente. O tratamento YA apresentou a
menor densidade celular, atingindo um maximo de 42,9 x 10 cél/mL. O tratamento
controle (C) apresentou uma densidade intermediaria (50,3 x 10* cél/mL), porém no
diferiu estatisticamente do tratamento YA. Como nao houve diferenca significativa
quanto a densidade celular entre os tratamentos Y e YU, se optou por continuar o

estudo com a ureia como unica fonte de nitrogénio.

804

o
<

YU
YA
F/2

¢t 4

Células x 10%/mL
H
o

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Dias de Cultivo

Figura 1: Médias e desvio padrao da densidade celular de C. weissflogii em diferentes fontes
de nitrogénio. Y = meio Yamashita & Magalhaes, YU = meio com ureia, YA = meio com aménia,

F/2 = controle. Todos os meios possuem 12,36 mg/L de nitrogénio.

3.2.Otimizagao do meio de cultivo

3.2.1. Varredura dos nutrientes significativos
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Na primeira varredura, as densidades celulares maxima e minima atingidas foram de
86,5 x 10* cél/mL e 7,6 x 10* cél/mL, respectivamente. Somente o metassilicato de
sédio e a biotina apresentaram efeito positivo significativo (p < 0,1), representando
um aumento de cerca de 27,9 x 10* e 24,5 x 10* cél/mL no cultivo, respectivamente
(Tabela 5). A tiamina, ao contrario, apresentou efeito significativo negativo (p < 0,1),
representando uma reducao de 24,9 x 10* cél/mL no cultivo, evidenciando a
necessidade de reduzir a sua concentragdo. Quanto as variaveis que nao
apresentaram qualquer efeito significativo, acredita-se que os intervalos testados
estavam fora da faixa ideal para C. weissflogii. Em razao disso, foi feita uma nova
varredura testando novos intervalos. Na segunda varredura, a densidade celular
maxima foi de 95,5 x 10* cél/mL e a minima foi de 18,3 x 10* cél/mL, valores
superiores aos encontrados na primeira varredura, o que evidencia que os intervalos
testados estavam fora da faixa ideal. Ainda assim, nenhum fator apresentou efeito
significativo (Tabela 6). Desta forma, aqueles fatores cujo nivel inferior (-1) foi zero
foram eliminados, pois nao influenciaram o crescimento de C. weissflogii. Em
contrapartida, os fatores que apresentaram efeito significativo positivo na primeira
varredura, mas nao na segunda, foram considerados como ja tendo atingido a faixa
ideal de concentracao e, consequentemente, aumento na concentracao destes nao
aumentou a resposta. Desta forma, apenas a ureia, o superfosfato de calcio, o
metassilicato de sédio e a biotina foram considerados significativos para o

crescimento de C. weissflogii.
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Tabela 5. Tabela de regressao com efeitos principais do primeiro experimento de varredura

(PB12).
Fatores Efeitos Erro padrao t p
Média 46,45 4,91 9,46 0,000
X1 Ureia -3,17 10,98 -0,29 0,781
X2  Superfosfato de calcio -18,08 10,98 -1,65 0,143
X3 Cloreto Férrico 10,33 10,98 0,94 0,378
X4 Metassilicato de sodio 27,92 10,98 2,54 0,038
Xs  Tiamina -24,92 10,98 -2,27 0,057
Xe Biotina 24,50 10,98 2,23 0,061
X7 Cianocobalamina 6,58 10,98 0,60 0,568

* Efeito significativoa p < 0,1

Tabela 6. Tabela de regressdo com os efeitos principais do segundo experimento de varredura

(PB12).

Fatores Efeitos Erro padrao t p

Média 60,49 4,89 12,37 0,000
X1 Ureia 18,79 10,94 1,72 0,129
X2  Superfosfato de Calcio 3,87 10,94 0,35 0,733
X3z  Cloreto Férrico 3,96 10,94 0,36 0,728
X4  Metassilicato de sodio 15,29 10,94 1,40 0,205
Xs  Tiamina -11,29 10,94 -1,03 0,336
Xe  Biotina -15,21 10,94 -1,39 0,207
X7  Cianocobalamina 0,54 10,94 0,05 0,962

3.2.2. Otimizagao dos fatores significativos

Com os fatores considerados significativos na varredura, foi realizada a otimizagao

das suas concentragoes. A Tabela 7 apresenta os resultados dos efeitos e interacdes

do experimento de otimizagao por DCCR. O calculo dos efeitos mostrou que

somente a ureia (X1) apresentou efeito linear, ou seja, aumentando a sua

concentragdo resulta no aumento da densidade celular em 10,2 x 10* cél/mL. No
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566 entanto, ureia, metassilicato de sédio (X4) e biotina (Xe) apresentaram efeito

567 quadratico negativo significativo, reduzindo a densidade celularem 17,6, 7,9, e 10,9
568 x 10* cél/mL, respectivamente. Além disso, a interacdo entre ureia e metassilicato de
569  sadio (X1X4) foi positiva, com aumento de 10,8 x 10% cél/mL, assim como a interagao
570 entre o superfosfato de calcio e o metassilicato de sddio (X2Xs), com aumento de

571 12,7 x 10* cél/mL. Baseado nos resultados experimentais obtidos, um modelo

572  empirico polinomial quadratico da densidade celular foi ajustado para correlacionar
573 as variaveis independentes e a resposta (Eq. 3).

574  Densidade celular = 88,40 + 5,09x; — 7,50x? — 4,13xZ — 3,98x2 + 5,40x,x, +

575  6,37x,x, Eq. 3

576

Tabela 7. Tabela de regressdo com os efeitos e interagdes do experimento de otimizagao

(DCCR). X1 = ureia, X2 = superfosfato de calcio, X4 = metassilicato de sddio e Xs = biotina.

Fatores Efeitos Erro padrao t p

Média 95,42 5,32 17,95 0,000
X1 (L) 10,19 * 3,76 2,71 0,019
X1 (Q) -17,63 * 3,99 -4,42 0,001
Xz (L) -5,12 3,76 -1,36 0,198
X2 (Q) -7,90 3,99 -1,98 0,071
Xa (L) 3,27 3,76 0,87 0,401
X4 (Q) -10,90 * 3,99 -2,73 0,018
Xe (L) 3,29 3,76 0,88 0,398
Xs (Q) -10,58 * 3,99 -2,65 0,021
XiXz2 -4,12 4,60 -0,89 0,389
XiXq 10,79 * 4,60 2,34 0,037
X1Xs 6,83 4,60 1,48 0,164
XaX4 12,73 * 4,60 2,77 0,017
X2Xs 1,39 4,60 0,30 0,767
XaXs 0,51 4,60 0,11 0,914

* Efeito significativo p < 0,05
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A Tabela 8 apresenta os resultados da analise de variancia do modelo empirico
polinomial quadratico da densidade celular. Pode-se observar que o valor de F é 2,2
vezes maior que o valor de p e, portanto, o modelo pode ser considerado
significativo (p < 0,05). Da mesma forma, o modelo foi considerado preditivo pois o
coeficiente de determinagao (R?) obtido foi de 79,6%. Com base no modelo, foram
construidas as curvas de contorno da resposta densidade celular em fungao das
concentragdes de ureia (mg/L), superfosfato triplo de célcio (mg/L), metassilicato de

sédio (mg/L) e biotina (pg/L) (Figura 2).

Tabela 8. ANOVA da resposta densidade celular.

Soma Graus de Quadrados
Fcal p
Quadratica Liberdade Médios
Regressao 3289,74 6 548,29 5,77 2,60
Residuo 1899,89 20 94,99
Total 5189,62 26

R?=0,79 (R = 0,88)

As densidades celulares observadas experimentalmente variaram de 42,0 x 10*
cél/mL a 98,5 x 10* cél/mL, apresentando um desvio médio em relacdo as
densidades preditas pelo modelo de -0,06 % (Tabela 9). De acordo com o modelo
obtido, os valores criticos que geraram a maior densidade celular (YC) foram 24,26
mg/L de ureia, 5,83 mg/L de superfosfato de calcio, 31,17 mg/L de metassilicato de
sédio e 0,57 pg/L de biotina (Figura 2). A validagao experimental demonstrou que o
modelo é previsivel, pois a densidade celular média experimental (91,2 x 10* cél/mL)
apresentou um desvio de apenas 4,6 % em relagao ao valor predito (87,1 x 10*

cél/mL).
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598

Tabela 9. Valores codificados, resultados experimentais do DCCR e desvio em relagdao aos

resultados preditos pelo modelo polinomial quadratico. X1 = ureia, X»> = superfosfato de calcio,

X4 = metassilicato de sédio e Xs = biotina.

Predito Experimental  Desvio relativo
X1 X2 X4 6
(x10* cél/mL) (x10* cél/mL) (%)
1 -1 -1 -1 -1 79,46 80,83 1,73
2 -1 -1 -1 +1 79,46 75,30 -5,23
3 -1 -1 +1 -1 55,93 56,20 0,48
4 -1 -1 +1 +1 55,93 59,40 6,20
5 -1 +1 -1 -1 66,73 68,50 2,66
6 -1 +1 -1 +1 66,73 68,75 3,03
7 -1 +1 +1 -1 68,66 64,00 -6,79
8 -1 +1 +1 +1 68,66 73,50 7,04
9 +1 -1 -1 -1 78,85 66,25 -15,98
10 +1 -1 -1 +1 78,85 92,00 16,67
11 +1 -1 +1 -1 76,92 72,50 -5,74
12 +1 -1 +1 +1 76,92 78,25 1,74
13 +1 +1 -1 -1 66,12 50,25 -24,00
14 +1 +1 -1 +1 66,12 62,50 -5,47
15 +1 +1 +1 -1 89,65 74,00 -17,45
16 +1 +1 +1 +1 89,65 92,33 2,99
17 -2 0 48,22 42,00 -12,89
18 +2 0 68,59 82,33 20,02
19 0 -2 0 88,40 90,25 2,10
20 0 +2 0 88,40 73,00 -17,42
21 0 0 -2 0 71,87 67,25 -6,42
22 0 0 +2 0 71,87 84,00 16,88
23 0 0 0 -2 72,49 83,75 15,53
24 0 0 0 +2 72,49 68,75 -5,16
PCi4 0 0 0 88,40 95,75 8,32
PC: 0 0 0 88,40 98,50 11,43
PCs 0 0 0 88,40 92,00 4,08
Média -0,06
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Figura 2: Curvas de contorno para a resposta densidade celular em fungcdo das variaveis
estudadas: a) Ureia x silicato; b) Superfosfato x silicato; ¢) Ureia x biotina; d) Silicato x biotina.
Os circulos pretos representam a combinacao para obter a maior densidade celular, e os

circulos brancos representam a combinagao para obter a melhor relagao de custo-beneficio.

600 3.3.Otimizagao da relagao de custo-beneficio

601  Pelo modelo empirico linear do custo (Eq. 4), o metassilicato de sddio (X4) e a
602  biotina (Xs) foram os nutrientes que mais contribuiram para o custo do meio.

603 Custo = 2,87 +0,01x; + 0,004x, + 0,36x, + 0,26x¢ Eq. 4
604 Desta forma, a otimizacado simultanea das respostas crescimento e custo levou a

605 combinacao que apresentou a maior densidade celular e as menores concentracdes
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de metassilicato de sddio e de biotina (Figura 3). Os pontos criticos que geraram a

melhor relagdo de custo-beneficio (YCB) foram 19,9 mg/L de ureia, 3,3 mg/L de

superfosfato de sddio, 21,4 mg/L de metassilicato de sédio e 0,36 pg/L de biotina

(Figura 3).
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Figura 3: Perfil de desejabilidade para otimizacdo da relagdo de custo-beneficio do

meio otimizado para C. weissflogii.

3.4.Comparacao do custo dos meios

A analise de custos demonstrou que a substituicdo do meio completo (F/2) pelo meio

fertilizante original (com ureia e sulfato de aménio, Y) ou apenas com ureia (YU),
representou uma redugdo média de 48,3% nos custos (Tabela 10). A otimizagao

permitiu uma reducao de 69,61%, enquanto que a otimizagéao simultadnea (YCB)
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618 permitiu uma reducdo de 79,43 % do custo em relagao ao meio F/2. Comparando-se
619 o meio otimizado para crescimento (YC) e o otimizado para custo/beneficio (YCB), a
620 reducgao de custo foi de 32,4 %. Apesar da diferenca de custos, a densidade celular

621 obtida em ambos os meios foi semelhante, com uma reducéo de apenas 2,7 % para

622 o meio YCB. O custo da biomassa foi reduzido em 73,3 % em relagdo ao meio F/2.

623
Tabela 10. Custos para produzir 1000 L de cultivo e 1 kg de biomassa seca e reducao dos
custos pela substituicdo do F/2 pelos meios alternativos.
Redugéo do Redugéo do
(R$/1000 L) (R$/Kg)
custo (%) custo (%)
Meio F/2 9,84 - 68,81 -
Yamashita e Magalhaes (Y) 517 47 .42 36,93 46,33
Yamashita Ureia (YU) 5,00 49,17 30,67 55,42
Yamashita Crescimento (YC) 2,99 69,61 18,34 73,34
Yamashita Custo/beneficio (YCB) 2,02 79,43 18,36 73,31
624
625 3.5. Anadlise da biomassa

626 Nao houve diferenga significativa entre o peso seco dos tratamentos, YU (140 +
627 0,042 mg/L), YC (163 £ 0,022 mg/L), YCB (110 + 0,021 mg/L) e F/2 (143 £+ 0,009
628 mg/L) (Figura 4a). Ja o percentual de proteina foi diferente nos tratamentos (Figura
629 4b). O tratamento YU apresentou um percentual médio de 9,59% + 1,98%, valor
630 semelhante ao controle (10% + 0,48%). Ja os tratamentos otimizados foram

631  significativamente superiores ao controle, YC apresentando 13,05% + 0,17% e YCB
632 13,64 +0,70%.

633 Os tratamentos que apresentaram o maior percentual de lipidios foram os

634 tratamentos YCB e YU, com 18,93% + 2,12% e 16,77% + 1,76%, respectivamente,
635 seguidos por F/2 (14,20% + 0,66%) e YC (12,87% £ 1,93%). Y foi semelhante

636 estatisticamente a todos os tratamentos e YCB foi superior a F/2 e YC (Figura 4c).
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De maneira geral, o perfil dos acidos graxos foi 0 mesmo para todos os tratamentos

(Tabela 11), com excecgao de YU que nao apresentou a cadeia graxa 14:0. Nao foi

possivel identificar trés cadeias graxas em todos os tratamentos, uma dessas

representa cerca 14% dos acidos graxos totais.
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Figura 4: Analise da biomassa. a) Peso seco em mg/L. b) Percentual de proteinas e c)

Percentual de lipidios. YU = Yamashita com ureia, YC = meio otimizado para crescimento,

YCB = meio otimizado pra custo beneficio e F/2 = controle.
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Tabela 11. Composicédo de acidos graxos de Conticribra weissflogii nos tratamentos YU =
Yamashita com ureia, YC = meio otimizado para crescimento, YCB = meio otimizado para
custo/beneficio e F/2 = controle (AGS — Acidos graxos saturados, AGI — Acidos graxos

insaturados e AGPI — Acidos graxos poli-insaturados).

Cadeia graxa* YU YC YCB F/2
C 14:0 12,84 16,51 14,43 12,81
C 141 0,31 0 0,32 0,35
C 15:.0 1,50 1,94 1,53 1,79
C 16:0 14,37 22,41 16,21 15,95
C 16:1 21,72 24,49 20,03 20,80
C 16:2 11,66 4,80 9,29 10,31
C 18:0 0,37 0,59 0,53 0,50
C 18:1 (E) 0,74 1,38 1,31 0,85
C18:2 0,86 0,93 1,20 0,77
C18:3 0,71 0,72 0,85 0,75
C 20:5 12,79 8,68 12,04 14,24
C 226 2,47 1,88 2,86 2,62
* 14,51 10,21 13,96 14,07
* 2,62 1,91 2,13 2,13
* 2,50 1,65 3,30 2,07
AGS 29,08 41,45 32,70 31,05
AGI 22,77 25,87 21,66 22,00
AGPI 28,49 17,01 26,24 28,69
Nao identificados 19,63 13,77 19,39 18,27

*Porcentagem por total de acidos graxos.

**Cadeia graxa nao identificada.

4. Discussao

4.1.Determinagao da fonte de nitrogénio
Os resultados encontrados demonstraram que a ureia foi a melhor fonte de
nitrogénio para C. weissflogii, pois resultou na maior densidade celular. Nos
tratamentos onde houve suplementacgao de ureia (Y, YU) o crescimento foi cerca de
60% superior ao meio com apenas aménia. De uma forma geral, microalgas
apresentam taxas de crescimento mais altas quando o nitrogénio esta em forma
reduzida, como no caso da ureia e da amoénia, pois o custo energético de

assimilacao é menor [23]. Entretanto, neste experimento o fornecimento apenas de
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amoénia como fonte de nitrogénio (YA) resultou na menor densidade celular. Essa
diferenca pode ter ocorrido devido ao fato da aménia ser toxica para algumas
espécies quando presente em concentracdes elevadas, enquanto a ureia nao
apresenta toxicidade [24].

A ureia € uma forma organica de nitrogénio, sendo que a sua assimilagao depende
da capacidade da microalga em converté-la em amonia, utilizando a enzima urease.
Diversas espécies de microalgas adquiriram esse tipo de enzima em resposta a
disponibilidade de ureia no meio, principalmente em regides costeiras devido a um
enriquecimento do ambiente pelo aporte continental. Como a espécie C. weissflogii é
uma espécie estuarina, ela seria capaz de assimilar e reduzir a ureia, como
constatado por Lomas [25].

No tratamento controle (F/2), onde a fonte de nitrogénio era o nitrato, o crescimento
foi intermediario. Isto pode ser devido ao fato de o nitrato ser uma forma oxidada de
nitrogénio, acarretando um maior custo energético para converter este elemento em

uma forma reduzida (aménia) no interior da célula [23].

4.2.Otimizagao do meio de cultivo
4.2.1. Varredura dos nutrientes essenciais
Na primeira varredura, foi possivel observar que apenas dois fatores foram limitantes
para o crescimento da microalga, o metassilicato e a vitamina biotina, pois a
diminuicdo nas concentragbes de ambos gerou uma diminui¢ao no crescimento. O
contrario do que foi observado para a vitamina tiamina, que apresentou efeito
negativo, mostrando que a reducdo das concentragbes dessa vitamina favorece o

crescimento da microalga.
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A segunda varredura permitiu a retirada do meio de elementos que n&o sao
limitantes ao crescimento da C. weissflogii, como o cloreto férrico e as vitaminas
tiamina e cianocobalamina. Como foi utilizada agua do mar, € possivel que estes
micronutrientes ja estivessem presentes no meio de cultura em concentragdes
suficientes, ndo havendo a necessidade de sua suplementacio. Além disso, no caso
das vitaminas, elas podem ser sintetizadas pelas proprias microalgas ou serem
resultado da interacédo simbiotica com bactérias [26]. Embora diversas vitaminas
estejam dissolvidas na agua do mar em diferentes concentragdes, s6 as vitaminas
do complexo B (tiamina, biotina e cianocobalamina) sdo importantes para as algas,
pois a maioria das algas nao consegue sintetizar ao menos uma dessas vitaminas
[27,28].

Ao longo dos experimentos de varredura foi observado um aumento na resposta
(densidade celular), acompanhado da diminui¢ao no intervalo entre os valores
maximos € minimos. Este aumento na resposta e diminuicdo no intervalo evidencia

que o as concentracdes testadas se aproximaram das ideais para a espécie.

4.2.2. Otimizagao dos fatores significativos
A interacao entre a ureia e o metassilicato foi positiva, assim como foi a interagao
entre o superfosfato e o metassilicato. Quando a interagao entre duas variaveis é
significativa, seja positiva ou negativa, significa que a agdo de uma variavel é
dependente da concentragao da outra [14]. Como em ambos 0s casos a interagao
foi positiva, entdo s6 havera aumento do crescimento se houver o aumento
consecutivo dessas variaveis, ou seja, as razbes encontradas de N:Si (1,89:1) e Si:P

(5,97:1) (Tabela 12) devem ser mantidas para se atingir maximo crescimento.
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Tabela 12. Balango de massa entre a concentragdo de nitrogénio disponibilizada e a
assimilada nos tratamentos YU = Yamashita com ureia, YC = meio otimizado para

crescimento, YCB = meio otimizado para custo beneficio e F/2 = controle.

N na Biomassa .
Peso Seco (mg/L) % N* N Meio (mg/L)
(mg/L)
YU 140 1,53 2,14 12,54
YC 163 2,09 3,41 11,31
YCB 110 2,18 2,40 9,28
F/2 143 1,60 2,29 12,36

*Valores estimados a partir do calculo de proteinas.

4.3.Otimizagao da relagao custo-beneficio
Na técnica de otimizacdo com restricdo, os valores das variaveis sao obtidos a partir
da resposta desejada, ou seja, se descobre o0 quanto de cada fator deve ser
adicionado para de se tenha essa resposta [29]. Nesse estudo, trabalhamos com
duas respostas, a primeira, crescimento, obtida da equagcédo do modelo (Figura 2) e a
segunda referente ao custo para a produgédo do meio. Ao unir as respostas foi
possivel obter uma combinacao que fornece o maior crescimento com o menor
custo.
Apesar do meio fertilizante ser composto somente de macronutrientes, o
crescimento de C. weissflogii neste tratamento nao diferiu do controle F/2, mesmo
este tendo este na sua composicao diversos micronutrientes como cobre, zinco,
cobalto, manganés e molibdato. Isso mostra que a adigdo destes elementos néo é
necessaria, seja porque nao sao limitantes para C. weissflogii, ou porque as suas
concentragdes na agua do mar sao suficientes para garantir o crescimento dessa

microalga.
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A otimizagao do meio permitiu uma reducao de 79,4% no custo em comparagao com
0 meio laboratorial F/2 e 62.2% em relagao ao meio com fertilizante (Y). Essa
reducao faz com que a produg¢ao da biomassa de C. weissflogii se torne viavel,
principalmente para aplicagdes que necessitam de matéria prima de baixo custo,
como o uso da biomassa como alimento vivo na aquicultura, ou na produgao de
biodiesel. Essa diminuicdo no custo foi resultado da eliminagcdo de elementos nao
essenciais, e da diminui¢cdo nas concentracées dos elementos essenciais na
otimizacao, em especial do silicato e da biotina, que apresentaram os maiores

custos [2].

4.4. Analise da biomassa
A principal resposta das diatomaceas a uma condicdo onde ha deficiéncia de
nutriente é ter o seu crescimento reduzido. Entretanto, a redugao ou a retirada de
algum elemento do meio pode ndo causar uma redugao no crescimento, mas
influenciar a composigcao bioquimica da biomassa produzida.
De maneira geral, as diatomaceas possuem baixo teor de proteinas, lipidios e
carboidratos em porcentagem de peso seco devido ao alto peso das suas frustulas
silicosas [30]. Uma diminuicido da disponibilidade de silica no meio pode provocar
uma diminui¢cdo no peso das frustulas e consequentemente um aumento desses

percentuais.

4.4.1. Proteinas
Os maiores percentuais de proteinas, ao contrario do que se pensava, nao foram
encontrados nos tratamentos com maior concentragao de nitrogénio (YU e F/2), e

sim nos tratamentos com as menores concentragdes (YC e YCB). Isso sugere que,

39



745

746

747

748

749

750

751

752

753

754

755

756

757

758

759

760

apesar da concentragao de nitrogénio serem menores nesses meios, este nao foi

limitante para a sintese proteica. Isso pode ser confirmado também através da
analise do balanco de massa, que permite saber quanto de um nutriente foi

aproveitado por um organismo em sistemas fechados. Para isto, foi feita a

comparagao do teor total de nitrogénio assimilado pelas microalgas com aquele

disponivel no meio. Assim, o balango de massa de nitrogénio mostrou que a

quantidade de nitrogénio disponibilizada no meio foi superior a quantidade que foi

assimilada pela microalga em todos os tratamentos (Tabela 12). Ressalte-se que o

percentual de proteinas foi maior nos tratamentos YC e YCB, que apresentaram a

maior relagao Si:P (Tabela 13), mostrando a importancia da silica para o crescimento

desta microalga e producgéo de elementos nitrogenados como a proteina.

Tabela 13. Numero atdmico dos elementos em cada meio (x 10%°), suas concentragdes entre

parénteses (mg/L) e razdo atdmica entre N, P e Si nos meios YU = Yamashita com ureia, YC

= meio otimizado para crescimento, YCB = meio otimizado para custo/beneficio e F/2 =

controle.
N P Si N:P N:Si Si:P
YU 3,99 (12,54) 0,16 (2,17) 1,06 (6,90) 12,76 3,64 3,50
YC 5,39 (11,31) 0,42 (1,43) 1,48 (7,17) 17,46 3,16 5,52
YCB 4,86 (9,28) 0,28 (0,81) 1,54 (4,92) 25,30 3,16 5,52
F/2 5,32 (12,36) 0,22 (1,12) 1,48 (6,90) 24,36 3,59 6,78

4.4.2. Lipidios e perfil de acidos graxos

Os maiores percentuais de lipidios foram encontrados nos tratamentos YU e YCB.

Na literatura, o aumento deste elemento de reserva energética esta relacionado a
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limitagao de nutrientes [31,32], o que condiz com os resultados obtidos, pois o
tratamento YCB continha as menores concentragdes de ureia, superfosfato, silicato
e biotina. Da mesma forma, o tratamento YU continhas as menores concentracdes
de silicato e biotina, indicando que a limitacdo de um, ou de ambos nutrientes pode
ter causado o aumento no percentual de lipidios. A reducao de silicato e biotina na
producao em larga escala de C. weissflogii pode representar uma grande vantagem
na producéo de lipidios para a produgao de biocombustiveis, ou acidos graxos.

O perfil de acidos graxos obtidos para C. weissflogii neste estudo foi similar ao
encontrado na literatura para a espécie [33,34]. O acido graxo que apresentou o
maior percentual foi o 4cido palmitoléico (16:1), com cerca de 21% do total de acidos
graxos. O percentual médio de acidos graxos saturados (33,57%) foi superior ao dos
mono-insaturados (23,7%) e dos poli-insaturados (25,11%). O unico tratamento que
apresentou diferenga quanto o percentual de acidos graxos saturados (AGS), acidos
graxos mono-insaturados (AGI) e acidos graxos poli-insaturado (AGPI) foi YC, que
exibiu um perfil com mais AGS e menos AGPI. Ja os demais tratamentos
apresentaram proporgdes semelhantes de AGS, AGI e AGPI (1,48:1:1,26). Esse tipo
de biomassa néao é ideal para a producao de biocombustivel, pois os AGPI sdo mais
suscetiveis a oxidacao e oferecem pouca estabilidade ao biocombustivel [35,36].
Entretanto, essa biomassa pode ser utilizada na aquicultura, que busca microalgas
com altos valores de AGPI, principalmente de acido eicosapentaenoico (20:5), para a
alimentacgao [3]. Nos tratamentos otimizados a porgao deste acido graxo representou

cerca de 10% do contetido total.

5. Conclusoes
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A microalga Conticribra weissflogii apresentou maior crescimento com ureia como
fonte de nitrogénio. Além da ureia, os elementos essenciais ao cultivo desta espécie
foram superfosfato triplo de calcio, metassilicato de sddio e biotina. Suas
concentracdes foram otimizadas para se obter a maior densidade celular e a melhor
relagao custo/beneficio. Esse meio otimizado apresentou uma redugao no custo de
79,4% em comparagao com o meio laboratorial F/2, além maiores percentuais de
proteinas e lipidios. O perfil de acidos graxos nao sofreu modificagdes. Desta forma,
os resultados obtidos neste estudo mostram a viabilidade da produgao comercial de
C. weissflogii em escala comercial, utilizando um meio mais barato, mas que

garantiu melhores niveis de produgao de biomassa, proteina e lipideo.
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CONCLUSOES GERAIS

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que:

A microalga Conticribra weissflogii nao teve maior crescimento com a aménia
como fonte de nitrogénio, crescendo melhor com ureia;

A metodologia de planejamento experimental foi efetiva para a formulagao de
um meio de cultivo de baixo custo para Conticribra weissflogii. Além de otimizar
as concentracbes do meio para crescimento e custo/beneficio, essa
metodologia indicou a presenga de interagao entre os fatores;

A formulagao deste meio permitiu uma redug¢ao no custo do meio de 79,4%,
fator de extrema importancia para a viabilizagdo do cultivo dessa espécie,
principalmente para o uso na aquicultura;

A substituicdo do meio laboratorial pelo meio de baixo custo apresentou um
aumento nos percentuais de proteinas e lipidios sem alterar o perfil de acidos

graxos.
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PERSPECTIVAS DE FUTUROS ESTUDOS
A partir das hipoteses estudadas e resultados obtidos novos questionamentos

surgiram, dentre eles:

Foram feitas analises somente para proteinas, lipidios e acidos graxos, porém
outros componentes da biomassa produzida podem ter sido afetados pela
utilizagao deste meio, como por exemplo os pigmentos;

e Todos os experimentos foram realizados em escala de bancada, analisar a
reprodutibilidade da produg¢ao em larga escala é fundamental para determinar
se 0 modelo é preditivo para o cultivo massivo dessa espécie;

e Trés acidos graxos que apresentaram percentual significativo foram

observados, mas nao foram identificados. Fazer novas analises e buscar

identificar esses acidos graxos pode aumentar o potencial de utilizagao da
biomassa produzida para outros propdsitos;

e Desenvolver meios otimizados para maxima producao de lipidios e proteinas.

49



