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RESUMO GERAL 1 

As microalgas são consideradas uma fonte potencialmente rica de diversos 2 

componentes de interesse comercial. No entanto, a viabilidade de sua produção 3 

depende de vários fatores, dentre eles, os custos dos meios de cultivo. Por esse 4 

motivo, existe uma grande necessidade de se desenvolver meios com menor custo, 5 

mas eficientes. São poucos os estudos que testaram a substituição de meios de 6 

cultura laboratoriais, com compostos com alto grau de pureza, por elementos menos 7 

puros e mais econômicos, como fertilizantes. O objetivo deste estudo foi desenvolver 8 

um meio de cultivo de baixo custo para a produção massiva da microalga Conticribra 9 

(Thalassiosira) weissflogii e avaliar a quantidade e composição bioquímica da 10 

biomassa produzida. Para isso, primeiramente foi avaliada qual fonte de nitrogênio 11 

(amônia ou ureia) é a mais apropriada para o crescimento da espécie. Posteriormente, 12 

através da metodologia de planejamento experimental, foram avaliados quais 13 

elementos do meio de cultivo são essenciais para crescimento da espécie e, em 14 

seguida, as suas concentrações foram otimizadas. Uma segunda otimização foi 15 

realizada ajustando as concentrações dos elementos para uma melhor relação 16 

custo/benefício do novo meio formulado. Além disso, foi feita a validação experimental 17 

do modelo empírico obtido. Por fim foram feitas análises de proteínas, lipídios e perfil 18 

de ácidos graxos da biomassa nos meios F/2 (laboratorial), Yamashita e Magalhães 19 

(1984) com Ureia (YU), Otimizado para Crescimento (YC) e Otimizado para 20 

Custo/Benefício (YCB). Vimos que a microalga teve melhor crescimento com ureia 21 

como fonte de nitrogênio. O meio de cultivo foi otimizado, tanto para o crescimento 22 

quanto para o melhor custo/benefício, e a validação experimental demonstrou que o 23 

modelo empírico foi preditivo. A análise de custo mostrou que o meio YCB representou 24 

uma redução de 79,4% no custo do meio, em comparação com o meio F/2. A biomassa 25 
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produzida no meio YCB teve maior percentual de proteínas e lipídios, mas não 26 

apresentou diferenças no perfil de ácidos graxos em comparação aos outros meios.  27 
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ABSTRACT 28 

Microalgae are a potentially rich source of several components of commercial interest. 29 

However, the viability of their production depends on several factors, among them, the 30 

costs of the means of cultivation. For this reason, there is a great need to develop less 31 

costly, but efficient means. Few studies have tested the replacement of laboratory 32 

culture media, with compounds with a high degree of purity, by less pure and more 33 

economical elements such as fertilizers. The objective of this study was to develop a 34 

low-cost cultivation medium for the mass production of the microalgae Conticribra 35 

(Thalassiosira) weissflogii and to evaluate the quantity and composition of the biomass 36 

produced. For that, it was first evaluated which nitrogen source (ammonia or urea) is 37 

the most appropriate for the growth of the species. Subsequently, through the design 38 

of experiments methodology, which elements of the culture medium are essential for 39 

the growth of the species were evaluated and then their concentrations were 40 

optimized. A second optimization was carried out by adjusting the concentrations of 41 

the elements for a better cost/benefit ratio of the new formulated medium. In addition, 42 

an experimental validation of the empirical model was performed. Finally, analyzes of 43 

proteins, lipids and fatty acid profiles of the biomass were performed in the F/2 44 

(laboratory), Yamashita and Magalhães (1984) media with Urea (YU), Optimized for 45 

Growth (YC) and Optimized for Cost/Benefit (YCB). We saw that the microalgae had 46 

better growth with urea as a nitrogen source. The culture medium was optimized, both 47 

for growth and for the best cost/benefit, and the experimental validation demonstrated 48 

that the empirical model was predictive. The cost analysis showed that the YCB 49 

medium represented a 79.4% reduction in the cost of the medium, compared to the 50 

F/2 medium. The biomass produced in the YCB medium had a higher percentage of 51 

proteins and lipids but did not show differences in the fatty acid profile compared to 52 

other media.  53 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 54 

1.1. Microalgas 55 

O termo microalga não apresenta valor taxonômico, mas designa seres unicelulares 56 

microscópicos que apresentam clorofila a e realizam fotossíntese para a produção de 57 

sua própria matéria orgânica (Edwards, 1997; Raven e Giordano, 2014). Apesar 58 

destas similaridades, organismos caracterizados como microalgas são 59 

filogeneticamente muito diferentes entre si, apresentando características morfológicas 60 

e composição química distintas (Lourenço, 2006). As microalgas podem ser 61 

planctônicas, bentônicas ou terrestres. Habitam praticamente todos os ambientes 62 

aquáticos existentes, sendo mais abundantes em ambientes marinhos (Riviers, 2006). 63 

São os principais responsáveis pela produção primária, sendo a base das cadeias 64 

alimentares em ambientes aquáticos (Johnsen, 2012). 65 

 66 

1.2. Importância e aplicações das microalgas 67 

Há um crescente interesse nas microalgas devido as suas possíveis aplicações 68 

comerciais em áreas como nutrição, saúde humana e animal, tratamento de águas 69 

residuais e produção de energia, com diferentes usos nas indústrias alimentícias, 70 

químicas e farmacêuticas (Raposo et al., 2013). 71 

Além de muito ricas em proteínas e lipídio, algumas espécies de microalgas são fontes 72 

comerciais estabelecidas de elementos químicos de alto valor, como os pigmentos β-73 

caroteno, astaxantina, ficobilina e os ácidos graxos docosahexaenóico, 74 

eicosapentaenóico (Borowitzka, 2013).  75 

Além disto, as microalgas são indispensáveis no cultivo de diversos organismos 76 

aquáticos, servindo como fonte de alimento em todos os estágios de crescimento de 77 

moluscos bivalves e nos estágios larvais iniciais de algumas espécies de crustáceos 78 
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e peixes, podendo ainda ser consumida pelo zooplâncton, utilizado como alimento 79 

vivo de larvas e juvenis de crustáceos e peixes (Santos-Ballardo et al., 2015). 80 

 81 

1.3. Conticribra weissflogii 82 

As diatomáceas são microalgas que possuem clorofilas a e c e uma frústula silicosa 83 

formada por duas valvas, a epivalva (valva maior) e a hipovalva (valva menor). Estas 84 

se distribuem amplamente na natureza, habitando meios aquáticos límnicos e 85 

marinhos (Riviers, 2006). Sua reprodução se dá essencialmente por multiplicação 86 

celular vegetativa, onde a frústula se divide e cada uma das valvas desempenha o 87 

papel da epivalva. Ao longo das multiplicações, isso resulta em uma diminuição 88 

progressiva no tamanho das células que recebem a hipovalva da célula mãe, por esse 89 

motivo, quando as células atingem um dado tamanho mínimo, a reprodução se dá de 90 

forma sexuada por meio da formação de um zigoto (Armbrust, 1990).  91 

Diatomáceas têm sido consideradas o grupo de microalgas mais importante na 92 

alimentação de larvas de camarões marinhos (Sorgeloos, 1996). Em especial a 93 

diatomácea Conticribra weissflogii (Fig. 1), anteriormente classificada como 94 

Thalassiosira weissflogii, até que Stachura-Suchoples & Williams (2009) 95 

apresentaram evidências morfológicas de registros fósseis e de moléculas desta 96 

espécie, que resultou em sua mudança taxonômica para o novo gênero Conticribra 97 

(Stachura-Suchoples and Williams, 2009). 98 

 99 
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 100 

Figura 1 – Conticribra weissflogii. Fonte: http://nordicmicroalgae.org/taxon/Thalassiosira%20 101 

weissflogii?media_id=Thalassiosira%20weissflogii_4.JPG 102 

 103 

Na aquicultura, a importância de C. weissflogii se dá, principalmente, devido as suas  104 

altas taxas de crescimento e tolerância a variações de temperatura, luz e nutrientes 105 

(Vella et al., 2019), além de apresentar altas taxas de fixação de carbono e uma ótima 106 

eficiência fotossintética (Borges et al., 2011). Além disso, esta espécie apresenta alto 107 

valor nutricional. Autores relataram menor consumo de ração, conversão alimentar 108 

mais eficiente e maior ganho de peso na engorda do camarão-branco Litopenaeus 109 

vannamei produzido em sistema BFT (Biofloc Technology) com a adição da 110 

diatomácea C. weissflogii (Godoy et al., 2012). Isso também foi observado em viveiros 111 

com sistema BFT, evidenciando assim o grande potencial dessa microalga como 112 

suplemento alimentar nesse tipo de sistema (Martins et al., 2016).  113 

O crescimento das microalgas é resultado de interações biológicas, físicas e químicas 114 

que ocorrem entre estas e o ambiente (Derner, 2006). Sendo a luz, pH, turbidez, 115 

salinidade, temperatura, a quantidade e qualidade dos nutrientes presentes no meio 116 

os principais fatores físicos e químicos a serem considerados (Sorgeloos, 1996). Para 117 

C. weissflogii, a maior taxa de crescimento e melhor composição bioquímica se dá em 118 

salinidades entre 25 e 30 (Garcia et al., 2012). Correlacionando os valores de pH e 119 

níveis de Nitrogênio e Fósforo, foi encontrado o maior crescimento da microalga em 120 
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valores de pH de 7,9 e com os maiores níveis de Nitrogênio e Fósforo no meio de 121 

cultura (35,7 e 1,45 mg/L, respectivamente) (Zheng et al., 2016).  122 

 123 

1.4. Meio de Cultura 124 

Um meio de cultura é definido como um ambiente específico e finito que contém os 125 

nutrientes e elementos necessários ao desenvolvimento das microalgas, sendo o seu 126 

desenvolvimento também dependente de luz (Lourenço, 2006). Esses nutrientes 127 

podem ser divididos em macronutrientes, como o carbono, nitrogênio, fósforo e 128 

enxofre, e em micronutrientes, como o sódio, potássio, ferro, magnésio, cálcio e outros 129 

metais (Cai et al., 2013). Os macronutrientes são os constituintes estruturais das 130 

biomoléculas, já os micronutrientes participam da estrutura e das atividades de 131 

diversas enzimas. Além destes, elementos orgânicos como as vitaminas são 132 

importantes para as microalgas, pois apresentam funções como de coenzimas e 133 

transportadoras de CO2 (Lourenço, 2006). Para a produção massiva de microalgas, 134 

os meios de cultura devem conter os elementos essenciais, mas estes devem ser o 135 

mais barato possível para viabilizar a produção em larga escala. 136 

 137 

1.5. Planejamento experimental  138 

Vários estudos sobre meios de cultivo foram realizados para outras espécies de 139 

microalgas, testando fertilizantes e efluentes como alternativas viáveis de meio de 140 

cultivo (Fernández-Linares et al., 2017; Nayak et al., 2016; Sipaúba-Tavares et al., 141 

2009). Trabalhos como estes buscaram o aumento da produção de biomassa variando 142 

um parâmetro por vez, sendo necessários muitos ensaios e análises para avaliar todos 143 

os parâmetros (Banerjee et al., 2016; Camacho-Rodríguez et al., 2013; Kumar et al., 144 
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2015). Além disso, como as variáveis são estudadas separadamente, não é possível 145 

identificar interações significativas entre essas.  146 

A metodologia de planejamento experimental é uma ótima alternativa quando se 147 

trabalha com muitas variáveis pois, além de diminuir o número de experimentos, 148 

melhora a qualidade da informação obtida, uma vez que esta metodologia avalia 149 

simultaneamente todas as variáveis testadas, possibilitando otimizar mais de uma 150 

resposta e, ao mesmo tempo, mensurar a interação entre essas variáveis (Rodrigues, 151 

2009). Pesquisas recentes têm buscado otimizar meios de cultura alternativos 152 

utilizando essa metodologia (El-Sheekh et al., 2013; Kumaran et al., 2017). Entretanto, 153 

não existe nenhum estudo semelhante para a microalga marinha Conticribra 154 

weissflogii. Desta forma, com este estudo procurou-se estabelecer um meio de cultura 155 

alternativo que possa ser empregado na produção em larga-escala desta microalga e 156 

que garanta não só o bom crescimento da microalga, mas também que esta produza 157 

em grande quantidade elementos de interesse comercial como proteínas e lipídeos.  158 

 159 

2. OBJETIVO 160 

2.1. Objetivo geral 161 

Desenvolver um meio de cultivo massivo de baixo custo para a diatomácea C. 162 

weissflogii e avaliar o seu efeito no crescimento e na composição bioquímica da 163 

biomassa produzida. 164 

 165 

2.2. Objetivos específicos 166 

• Estabelecer a fonte de nitrogênio que resulta no maior crescimento de C. 167 

weissflogii; 168 
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• Determinar as concentrações de cada componente de um meio fertilizante 169 

que resultam no maior crescimento de C. weissflogii;  170 

• Avaliar a relação custo/benefício do meio otimizado. 171 

• Avaliar a composição bioquímica (proteína, lipídios e ácidos graxos) da 172 

biomassa produzida no meio otimizado. 173 
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Resumo  289 

As diatomáceas são amplamente estudadas devido ao seu potencial na aquicultura 290 

e na produção de biomoléculas. No entanto, para que esse potencial seja explorado 291 

é preciso viabilizar sua produção em larga escala, que é muito afetada pelo custo do 292 

meio de cultivo. Assim, o objetivo deste trabalho foi otimizar um meio de cultivo de 293 

baixo custo para a produção da diatomácea marinha Conticribra weissflogii e avaliar 294 

a quantidade e qualidade da biomassa produzida. Para isso, primeiro se buscou a 295 

fonte de nitrogênio que permite o maior crescimento para essa espécie. Em seguida, 296 

foram avaliados quais componentes de um meio pré-estabelecido com fertilizantes 297 

são essenciais para o crescimento da microalga, empregando-se a metodologia de 298 

planejamento experimental. Esta técnica também foi empregada para se  otimizar as 299 

concentrações considerando-se o crescimento da microalga e custo/benefício do 300 

novo meio de cultivo. Posteriormente foi feita uma análise de custo dos meios 301 

produzidos. Por fim, foi analisada a composição da biomassa produzida nos meios 302 

otimizados avaliando-se a produção de proteínas, lipídios e ácidos graxos. A 303 

microalga teve maior crescimento em meio de cultivo com ureia como fonte de 304 

nitrogênio. As concentrações dos elementos essenciais ureia, superfosfato, 305 

metassilicato e biotina foram otimizadas tanto para o crescimento quanto para o 306 

custo/benefício do meio. O meio otimizado para o melhor custo/benefício apresentou 307 

uma redução no custo de 79,4% dos custos em comparação com o meio laboratorial 308 

(F/2), apresentando também maiores percentuais de produção de proteína e lipídios, 309 

sem alterações no perfil de ácidos graxos. 310 

 311 

Palavras-chave: Thalassiosira, viabilidade, custo/benefício, planejamento 312 

experimental.  313 
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1. Introdução  314 

As diatomáceas constituem um dos grupos mais abundantes, tolerantes às mais 315 

diversas condições ambientais e ecologicamente importantes do fitoplâncton. Nos 316 

oceanos, são responsáveis por cerca de 40% da produtividade primária [1,2]. Além 317 

de muito utilizadas na aquicultura, as diatomáceas são amplamente estudadas 318 

devido ao seu potencial de produção de biomoléculas de interesse como pigmentos, 319 

polissacarídeos e ácidos graxos [3].  320 

Dentre as espécies de maior interesse está a Conticribra weissflogii (Mediophyceae), 321 

anteriormente classificada como Thalassiosira weissflogii [4]. C. weissflogii é uma 322 

diatomácea cêntrica marinha, que se destaca por suas altas taxas de crescimento, 323 

robustez e alta capacidade de acumulação de lipídios, principalmente sob limitação 324 

de nutrientes [5–7]. Contudo a sua produção em escala comercial ainda não é 325 

considerada viável economicamente, devido ao custo elevado do meio de cultivo [8].  326 

O meio F/2 [9], apesar de ser um meio muito utilizado na produção de microalgas em 327 

laboratório, não é considerado viável para a sua produção em larga escala pois é 328 

constituído elementos com elevado grau de pureza, custando cerca de US$15,6 por 329 

1000 litros de cultivo [10], podendo chegar a representar mais da metade dos custos 330 

totais de produção de biomassa. Por esse motivo, se faz necessária a formulação de 331 

meios de cultivo de baixo custo, que utilizem fontes mais econômicas de matéria-332 

prima como os fertilizantes, para reduzir os custos sem prejudicar a produção [11–333 

13]. No entanto, a maioria dos trabalhos publicados testam fertilizantes já 334 

formulados, com concentrações de nitrogênio, fósforo e potássio definidas para o 335 

cultivo de plantas terrestres, o que nem sempre é ideal para o cultivo de algas. Em 336 

razão disso, são necessárias pesquisas que busquem não só baratear os meios, 337 
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mas encontrar as concentrações ótimas de nutrientes empregados para gerar maior 338 

crescimento e produção de biomassa. 339 

A otimização de meios de cultivo vem como uma opção de aumentar a produtividade 340 

de uma espécie alvo. Encontrar as concentrações ideais de cada um dos elementos 341 

permite aumentar a produtividade e reduzir custos. A metodologia de planejamento 342 

experimental [14] é uma ótima alternativa quando se trabalha com muitas variáveis 343 

pois, além de diminuir o número de experimentos, melhora a qualidade da 344 

informação obtida, uma vez que avalia simultaneamente as variáveis, possibilitando 345 

otimizar mais de uma resposta ao mesmo tempo e mensurar a interação entre essas 346 

variáveis. Desta forma, esse estudo teve por objetivo otimizar as concentrações de 347 

um meio de cultivo de baixo custo para a produção da diatomácea marinha 348 

Conticribra weissflogii e avaliar a quantidade e composição centesimal da biomassa 349 

produzida. 350 

 351 

2. Materiais e métodos 352 

2.1. Cultivo da microalga 353 

A cepa da diatomácea Conticribra weissflogii foi obtida da coleção do Laboratório de 354 

Fitoplâncton e Microrganismos Marinhos, da Universidade Federal do Rio Grande. A 355 

diatomácea foi cultivada em meio F/2 [9], suplementado com sílica, em água 356 

marinha natural (30 g/L), filtrada (1 µm) e autoclavada (121ºC por 15 minutos). Os 357 

cultivos foram realizados em batelada, sendo incubados a 21°C, com intensidade 358 

luminosa de 100 µmol fótons/m2/s e fotoperíodo de 12h:12h (Claro:Escuro), em 359 

Erlenmeyer de 200 mL sem aeração ou correção do pH, com pH inicial de 8.6. A 360 

densidade celular foi monitorada diariamente através de contagem celular em 361 

câmera de Neubauer em microscópio ótico com aumento de 200 vezes [15]. Quando 362 
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a densidade atingia 80 x 104 células por mL, por volta do décimo segundo dia, o 363 

cultivo era usado como inóculo para os experimentos. Os experimentos empregaram 364 

o meio proposto por Yamashita & Magalhães [3], modificado com adição de cloreto 365 

férrico, metassilicato de sódio e das vitaminas tiamina, biotina e cianocobalamina 366 

nas mesmas concentrações do meio F/2 (meio Y, Tabela 1). 367 

 368 

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

Yamashita & Magalhães, YU = meio com ureia, YA = meio com amônia, F/2 = controle. 

Nutrientes  
Concentrações (mg/L) 

F/2 Y YU YA 

Ureia  - 2,65 26,88 - 

Sulfato de amônio  - 53,05 - 127,67 

Nitrato de sódio 75,00 - - - 

Superfosfato triplo de cálcio  - 8,84 8,84 8,84 

Fosfato de sódio 5,00 - - - 

Metassilicato de sódio  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 manganês 0,18 - - - 

Molibdato de sódio 0,0063 - - - 

EDTA 4,36 - - - 

Tiamina (B1) 0,1 0,1 0,1 0,1 

Biotina (B7) 0,0005 0,0005 0,0005 0,0005 

Cianocobalamina (B12) 0,00005 0,00005 0,00005 0,00005 

 369 

2.2. Fonte de nitrogênio 370 

No primeiro experimento buscou-se estabelecer qual fonte de nitrogênio (amônia × 371 

ureia) que produz a maior densidade celular de C. weissflogii. O experimento foi 372 

composto por quatro tratamentos (em triplicata), onde se avaliou três variações do 373 
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meio fertilizante de Yamashita & Magalhães (Tabela 1): 1) tratamento Y com ureia e 374 

sulfato de amônio como fontes de nitrogênio; 2) tratamentos YU apenas com ureia e 375 

3) tratamento YA apenas com sulfato de amônia. O meio F/2 foi usado como 376 

controle. Apesar das diferentes fontes, as concentrações de nitrogênio em todos os 377 

tratamentos (Y, YU e YA) foram iguais à do meio controle (F/2, 12,36 mg/L). Além 378 

dos componentes do meio fertilizante Y, foram adicionadas as soluções de 379 

metassilicato de sódio, cloreto férrico e solução de vitaminas (biotina, tiamina e 380 

cianocobalamina) nas mesmas concentrações do meio F/2 (Tabela 1). Cerca de 10% 381 

de inóculo, em fase estacionária, foi adicionado em frascos tipo Erlenmeyer com 382 

volume útil de 200 mL, sem aeração. Os frascos foram incubados a 21°C, com 383 

intensidade luminosa de 80 µmol fótons/m2.s e fotoperíodo de 12h:12h (C:E). O 384 

experimento teve duração de 12 dias, diariamente foram coletadas amostras de 4 385 

mL de cada unidade para determinação da densidade celular através de contagem 386 

celular em microscópio óptico com o auxílio de uma câmara de Neubauer. 387 

 388 

2.3. Otimização do meio de cultivo 389 

2.3.1. Varredura dos nutrientes significativos  390 

Após a determinação da melhor fonte de nitrogênio, foi feita uma varredura para 391 

determinar quais nutrientes do meio fertilizante são significativos para o crescimento 392 

de C. weissflogii. Para isto, foi realizado um delineamento experimental do tipo 393 

Plackett & Burman [14] com 12 ensaios e 7 fatores (PB12), usando-se o software 394 

STATISTICA.  395 

Além dos pontos de vértice (-1 e +1) também foi empregado um ponto central (0), 396 

em triplicata, para estimar a variabilidade. O experimento de varredura foi realizado 397 

utilizando o tratamento YU (com ureia), que foi considerada no experimento anterior 398 
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como a melhor fonte de nitrogênio para C. weissflogii. O ponto central consistiu nas 399 

concentrações originais dos nutrientes e os pontos de vértice variaram em 30%, para 400 

mais e para menos (Tabela 2). Baseado nos resultados deste experimento, foi 401 

necessário realizar um segundo experimento de varredura para ajustar os níveis dos 402 

fatores (Tabela 3). Em ambos experimentos, as unidades experimentais foram 403 

frascos do tipo Erlenmeyer com volume útil de 400 m, dotados de aeração (0,53 404 

L/min), onde cerca de 10% do volume do cultivo em fase estacionária foi adicionado 405 

como inóculo. Os frascos foram incubados a 21°C, com intensidade luminosa de 80 406 

µmol fótons/m2.s e fotoperíodo de 12:12 (C:E). O experimento teve duração de 8 407 

dias e diariamente foram coletadas amostras de 4 mL de cada unidade para 408 

determinação da densidade celular através de contagem direta em microscópio 409 

óptico e hemocitômetro de Neubauer. A análise da varredura foi feita no quinto dia 410 

de cultivo, quando os cultivos atingiram o pico da fase exponencial de crescimento.  411 

 412 

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

em mg/L. 

Fatores 
Níveis 

-1 0 +1 

X1 Ureia 18,81 26,88 34,94 

X2 Superfosfato de cálcio 6,19 8,84 11,49 

X3 Cloreto férrico 2,45 3,50 4,55 

X4 Metassilicato de sódio 21,00 30,00 39,00 

X5 Tiamina 0,07 0,10 0,13 

X6 Biotina 0,00035 0,0005 0,00065 

X7 Cianocobalamina 0,000035 0,00005 0,000065 

  413 
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Tabela 3. Fatores e níveis do segundo experimento de varredura. Valores dos níveis 

expressos em mg/L. Entre parênteses informa-se o nível de cada fator no primeiro 

experimento de varredura. 

Fatores 
 Níveis  

-1 0 +1 

X1 Ureia 7,53 13,17 18,81 (-1) 

X2 Superfosfato de cálcio 1,24 3,71 6,19 (-1) 

X3 Cloreto férrico 0,00 1,75 3,50 (0) 

X4 Metassilicato de sódio 39,00 (+1) 48,75 58,50 

X5 Tiamina 0,000 0,035 0,070 (-1) 

X6 Biotina 0,0000 0,0005 (0) 0,001 

X7 Cianocobalamina 0,00000 0,00005 (0) 0.0001 

 414 

2.3.2. Otimização dos nutrientes importantes 415 

Após determinar os nutrientes do meio de cultivo que são mais importantes para o 416 

crescimento de C. weissflogii, foi realizado um Delineamento Composto Central 417 

Rotacional com 4 fatores e dois níveis (DCCR 24) para definir as suas concentrações 418 

ideais, usando-se o software STATISTICA. A tabela 4 apresenta os fatores e os 419 

níveis do DCCR. Os níveis dos fatores avaliados foram determinados de acordo com 420 

os resultados dos experimentos de varredura. As unidades experimentais foram 421 

frascos do tipo Erlenmeyer com volume útil de 400 mL, com aeração. Cerca de 10% 422 

deste volume de um cultivo em fase estacionária foi utilizado como inóculo. Todos os 423 

frascos foram incubados a 21°C, com intensidade luminosa de 80 µmol fótons/m2.s e 424 

fotoperíodo de 12:12 (C:E). O experimento teve duração de 8 dias e a densidade 425 

celular foi determinada diariamente por contagem celular. A análise da otimização foi 426 

feita no quinto dia de cultivo, quando os cultivos atingiram o pico da fase exponencial 427 

de crescimento. Baseado nos resultados experimentais obtidos, um modelo empírico 428 
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polinomial quadrático (Eq. 1) foi ajustado para correlacionar as variáveis 429 

independentes e a resposta.  430 

 𝑌 = 	𝛽! + 𝛽"𝑥" + 𝛽#𝑥# + 𝛽$𝑥$ + 𝛽%𝑥% + 𝛽"#𝑥"𝑥# + 𝛽"$𝑥"𝑥$ + 𝛽"%𝑥"𝑥% + 𝛽#$𝑥#𝑥$ +431 

𝛽#%𝑥#𝑥% + 𝛽$%𝑥$𝑥% + 𝛽""𝑥"# + 𝛽##𝑥## + 𝛽$$𝑥$# + 𝛽%%𝑥%#     Eq. 1 432 

onde, Y representa a variável resposta (densidade celular), b é o coeficiente da 433 

equação e x1, x2, x4 e x6 são os níveis codificados das variáveis independentes. 434 

 435 

Tabela 4. Fatores e níveis utilizados no DCCR 24. Valores dos níveis expressos em mg/L. 

Fatores 
Níveis 

-2 -1 0 +1 +2 

X1 Ureia 7,52 14,36 21,19 28,03 34,86 

X2 Superfosfato de cálcio 1,23 3,80 6,36 8,93 11,50 

X4 Metassilicato de sódio 21,00 25,50 30,00 34,50 39,00 

X6 Biotina 0,00 0,00025 0,0005 0,00075 0,001 

 436 

Após os processos de otimização, foi realizada a validação do modelo empírico da 437 

densidade celular. Para isto, foi empregada a combinação das variáveis que gerou a 438 

melhor resposta, utilizando-se a função pontos críticos. A validação foi realizada em 439 

frascos do tipo Erlenmeyer com volume útil de 400 mL, em triplicata, dotados de 440 

aeração e inoculados com 10% de cultivo em fase estacionária. Os frascos foram 441 

incubados nas mesmas concentrações e condições dos experimentos anteriores. O 442 

experimento teve duração de cinco dias e a densidade celular foi determinada no 443 

último dia por microscopia ótica. 444 

 445 

2.3.3. Otimização da relação de custo-benefício  446 

Além de otimizar o meio de cultivo para gerar a maior densidade celular, também foi 447 

realizada a otimização de seu custo-benefício. Para isto, os custos dos componentes 448 
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do meio fertilizante (Y) foram determinados e adicionados como uma nova resposta 449 

(custo) ao DCCR 24 anterior, ajustando-se um modelo empírico linear (Eq. 2) para 450 

correlacionar as variáveis independentes e a resposta.  451 

𝑌 = 𝛽! + 𝛽"𝑥" + 𝛽#𝑥# + 𝛽$𝑥$ + 𝛽%𝑥%      Eq. 2 452 

onde, Y representa a variável resposta (custo), b é o coeficiente da equação e x1, x2, 453 

x3 e x4 são os níveis codificados das variáveis independentes. 454 

A otimização da relação de custo-benefício foi realizada usando-se a técnica de 455 

otimização com restrição (desejabilidade) [16]. Nesta técnica, é possível encontrar 456 

os valores operacionais ótimos das variáveis independentes que satisfaçam 457 

simultaneamente todos os requisitos necessários às respostas. As respostas 458 

preditas de densidade celular e custo são transformadas em um valor desejável d. A 459 

escala da desejabilidade varia entre d = 0, o que sugere que a resposta é 460 

minimizada, e d = 1, o que sugere que a resposta é maximizada. Para obter a 461 

otimização da relação de custo-benefício, a resposta densidade celular foi 462 

maximizada e a resposta custo foi minimizada. Além disto, foram realizadas 463 

cinquenta simulações com pontos distintos, substituídos nas equações 1 e 2, para 464 

obtenção dos valores ótimos das variáveis de resposta. 465 

 466 

2.4. Comparação do custo dos meios 467 

O custo do meio otimizado (YCB) foi comparado com os custos dos meios 468 

Yamashita & Magalhães original (Y), Yamashita & Magalhães com ureia (YU) e F/2 469 

(C). O custo de cada meio foi calculado pelo somatório da concentração final de 470 

cada nutriente (Tabela 1), para um volume de 1.000 litros. Os preços dos nutrientes 471 

foram estimados de fornecedores locais. 472 

 473 
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2.5. Análise da biomassa 474 

Para verificar o efeito dos tratamentos na composição proximal da biomassa, foram 475 

realizadas análises de peso seco, proteínas, lipídios e o perfil dos ácidos graxos nos 476 

tratamentos Y, YC, YCB e C. Para isto, C. weissflogii foi cultivada em carboys de 20 477 

litros por 10 dias. O peso seco foi determinado por filtração em filtros de fibra de 478 

vidro GF/F previamente pesados, onde a biomassa filtrada foi lavada com formiato 479 

de amônio (3%) para a remoção de sais [17].  480 

Para as análises de proteína, lipídios e perfil de ácidos graxos, a biomassa foi coletada 481 

através de floculação, com floculante catiônico de alto peso molecular a base de 482 

policacrilamida (Flopam FO4800SH), conforme metodologia descrita por Roselet et al. 483 

[18]. A biomassa foi lavada com uma solução de formiato de amônio e centrifugada 484 

por 5 minutos a 4ºC com uma força g de 2527. Após a coleta, as amostras foram 485 

levadas à ultrafreezer (-80°C) e, após congeladas, foram liofilizadas. 486 

 487 

2.5.1. Análise de Proteínas 488 

Para a determinação de proteínas, 0,2 g das amostras dos cultivos passaram pelo 489 

processo de digestão, destilação e titulação seguindo a metodologia AOAC 981.10 490 

[19]. Os valores obtidos foram expressos em percentual de proteína por peso seco. 491 

 492 

2.5.2. Lipídios e perfil de ácidos graxos 493 

Os lipídios foram extraídos utilizando o método adaptado de Bligh & Dyer [20,21]. 494 

Onde a biomassa seca foi colocada em uma mistura de clorofórmio-metanol na 495 

proporção de 2:1, para a determinação da fração lipídica, essa mistura foi 496 

ultrassonificada e centrifugada três vezes e o solvente foi evaporado em evaporador 497 

rotativo a vácuo. As frações lipídicas dos tratamentos foram esterificadas de acordo 498 
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com Metcalfe e Schmidt [22]. O perfil dos ácidos graxos foi caracterizado por 499 

cromatografia gasosa com detecção por espectrômetro de massas. Os ésteres 500 

metílicos dos ácidos graxos foram identificados pela comparação com padrões 501 

conhecidos e quantificados pelo método de padronização das áreas.  502 

 503 

2.6. Análise estatística 504 

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

empregando os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. No experimento 506 

de determinação da fonte de nitrogênio foi feita uma ANOVA de duas vias com nível 507 

de significância de 5%, seguida de um teste post hoc de Tukey. Nos experimentos 508 

de varredura (PB12), os efeitos principais de cada fator foram calculados e 509 

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

experimento de otimização (DCCR), os efeitos e as interações de cada fator foram 511 

calculados e analisados por ANOVA, com um nível de significância de 5% [14,16]. A 512 

análise da relação de custo-benefício por otimização simultânea foi realizada 513 

utilizando-se a função de desejabilidade [14,16]. A validação da otimização foi feita 514 

pelo desvio relativo do valor observado em relação ao predito, sendo considerado 515 

significativo um desvio inferior a 25% [14,16]. Todas as análises foram realizadas 516 

empregando-se o pacote de Planejamento Experimental do software STATISTICA 517 

versão 13.3 (TIBCO Software Inc., EUA).  518 

 519 

3. Resultados 520 

3.1. Determinação da fonte de nitrogênio. 521 

De acordo com a análise de variância, os tratamentos apresentaram diferença 522 

significativa (p ≤ 0,05) a partir do segundo dia de cultivo (Figura 1). Os tratamentos Y 523 
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e YU apresentaram a maior densidade celular ao fim do experimento, com 68,9 × 524 

104 cél/mL e 65,2 × 104 cél/mL, respectivamente. O tratamento YA apresentou a 525 

menor densidade celular, atingindo um máximo de 42,9 × 104 cél/mL. O tratamento 526 

controle (C) apresentou uma densidade intermediária (50,3 × 104 cél/mL), porém não 527 

diferiu estatisticamente do tratamento YA. Como não houve diferença significativa 528 

quanto a densidade celular entre os tratamentos Y e YU, se optou por continuar o 529 

estudo com a ureia como única fonte de nitrogênio. 530 

 531 

 532 

Figura 1: Médias e desvio padrão da densidade celular de C. weissflogii em diferentes fontes 

de nitrogênio. Y = meio Yamashita & Magalhães, YU = meio com ureia, YA = meio com amônia, 

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

 533 

3.2. Otimização do meio de cultivo  534 

3.2.1. Varredura dos nutrientes significativos  535 
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Na primeira varredura, as densidades celulares máxima e mínima atingidas foram de 536 

86,5 × 104 cél/mL e 7,6 × 104 cél/mL, respectivamente. Somente o metassilicato de 537 

sódio e a biotina apresentaram efeito positivo significativo (p ≤ 0,1), representando 538 

um aumento de cerca de 27,9 × 104 e 24,5 × 104 cél/mL no cultivo, respectivamente 539 

(Tabela 5). A tiamina, ao contrário, apresentou efeito significativo negativo (p ≤ 0,1), 540 

representando uma redução de 24,9 × 104 cél/mL no cultivo, evidenciando a 541 

necessidade de reduzir a sua concentração. Quanto as variáveis que não 542 

apresentaram qualquer efeito significativo, acredita-se que os intervalos testados 543 

estavam fora da faixa ideal para C. weissflogii. Em razão disso, foi feita uma nova 544 

varredura testando novos intervalos. Na segunda varredura, a densidade celular 545 

máxima foi de 95,5 × 104 cél/mL e a mínima foi de 18,3 × 104 cél/mL, valores 546 

superiores aos encontrados na primeira varredura, o que evidencia que os intervalos 547 

testados estavam fora da faixa ideal. Ainda assim, nenhum fator apresentou efeito 548 

significativo (Tabela 6). Desta forma, aqueles fatores cujo nível inferior (-1) foi zero 549 

foram eliminados, pois não influenciaram o crescimento de C. weissflogii. Em 550 

contrapartida, os fatores que apresentaram efeito significativo positivo na primeira 551 

varredura, mas não na segunda, foram considerados como já tendo atingido a faixa 552 

ideal de concentração e, consequentemente, aumento na concentração destes não 553 

aumentou a resposta. Desta forma, apenas a ureia, o superfosfato de cálcio, o 554 

metassilicato de sódio e a biotina foram considerados significativos para o 555 

crescimento de C. weissflogii. 556 

  557 
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Tabela 5. Tabela de regressão com efeitos principais do primeiro experimento de varredura 

(PB12). 

Fatores Efeitos  Erro padrão t p 

 Média 46,45  4,91 9,46 0,000 

X1 Ureia -3,17  10,98 -0,29 0,781 

X2 Superfosfato de cálcio -18,08  10,98 -1,65 0,143 

X3 Cloreto Férrico 10,33  10,98 0,94 0,378 

X4 Metassilicato de sódio 27,92 * 10,98 2,54 0,038 

X5 Tiamina  -24,92 * 10,98 -2,27 0,057 

X6 Biotina 24,50 * 10,98 2,23 0,061 

X7 Cianocobalamina 6,58  10,98 0,60 0,568 

* Efeito significativo a p ≤ 0,1 

 558 

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

(PB12). 

 Fatores Efeitos Erro padrão t p 

 Média 60,49 4,89 12,37 0,000 

X1 Ureia 18,79 10,94 1,72 0,129 

X2 Superfosfato de Cálcio 3,87 10,94 0,35 0,733 

X3 Cloreto Férrico 3,96 10,94 0,36 0,728 

X4 Metassilicato de sódio 15,29 10,94 1,40 0,205 

X5 Tiamina -11,29 10,94 -1,03 0,336 

X6 Biotina -15,21 10,94 -1,39 0,207 

X7 Cianocobalamina 0,54 10,94 0,05 0,962 

 559 

3.2.2. Otimização dos fatores significativos 560 

Com os fatores considerados significativos na varredura, foi realizada a otimização 561 

das suas concentrações. A Tabela 7 apresenta os resultados dos efeitos e interações 562 

do experimento de otimização por DCCR. O cálculo dos efeitos mostrou que 563 

somente a ureia (X1) apresentou efeito linear, ou seja, aumentando a sua 564 

concentração resulta no aumento da densidade celular em 10,2 × 104 cél/mL. No 565 
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entanto, ureia, metassilicato de sódio (X4) e biotina (X6) apresentaram efeito 566 

quadrático negativo significativo, reduzindo a densidade celular em 17,6, 7,9, e 10,9 567 

× 104 cél/mL, respectivamente. Além disso, a interação entre ureia e metassilicato de 568 

sódio (X1X4) foi positiva, com aumento de 10,8 × 104 cél/mL, assim como a interação 569 

entre o superfosfato de cálcio e o metassilicato de sódio (X2X4), com aumento de 570 

12,7 × 104 cél/mL. Baseado nos resultados experimentais obtidos, um modelo 571 

empírico polinomial quadrático da densidade celular foi ajustado para correlacionar 572 

as variáveis independentes e a resposta (Eq. 3). 573 

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒	𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 = 88,40 + 5,09𝑥" − 7,50𝑥"# − 4,13𝑥$# − 3,98𝑥%# + 5,40𝑥"𝑥$ +574 

6,37𝑥#𝑥$        Eq. 3 575 

 576 

Tabela 7. Tabela de regressão com os efeitos e interações do experimento de otimização 

(DCCR). X1 = ureia, X2 = superfosfato de cálcio, X4 = metassilicato de sódio e X6 = biotina. 

Fatores Efeitos  Erro padrão 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 

X2 (L) -5,12  3,76 -1,36 0,198 

X2 (Q) -7,90  3,99 -1,98 0,071 

X4 (L) 3,27  3,76 0,87 0,401 

X4 (Q) -10,90 * 3,99 -2,73 0,018 

X6 (L) 3,29  3,76 0,88 0,398 

X6 (Q) -10,58 * 3,99 -2,65 0,021 

X1X2 -4,12  4,60 -0,89 0,389 

X1X4 10,79 * 4,60 2,34 0,037 

X1X6 6,83  4,60 1,48 0,164 

X2X4 12,73 * 4,60 2,77 0,017 

X2X6 1,39  4,60 0,30 0,767 

X4X6 0,51  4,60 0,11 0,914 

* Efeito significativo p ≤ 0,05 



 

29 

 577 

A Tabela 8 apresenta os resultados da análise de variância do modelo empírico 578 

polinomial quadrático da densidade celular. Pode-se observar que o valor de F é 2,2 579 

vezes maior que o valor de p e, portanto, o modelo pode ser considerado 580 

significativo (p < 0,05). Da mesma forma, o modelo foi considerado preditivo pois o 581 

coeficiente de determinação (R2) obtido foi de 79,6%. Com base no modelo, foram 582 

construídas as curvas de contorno da resposta densidade celular em função das 583 

concentrações de ureia (mg/L), superfosfato triplo de cálcio (mg/L), metassilicato de 584 

sódio (mg/L) e biotina (µg/L) (Figura 2).  585 

 586 

Tabela 8. ANOVA da resposta densidade celular. 

 
Soma 

Quadrática 

Graus de 

Liberdade 

Quadrados 

Médios 
Fcal p 

Regressão 3289,74 6 548,29 5,77 2,60 

Resíduo 1899,89 20 94,99   

Total 5189,62 26    

R2 = 0,79 (R = 0,88) 

 587 

As densidades celulares observadas experimentalmente variaram de 42,0 x 104 588 

cél/mL a 98,5 × 104 cél/mL, apresentando um desvio médio em relação às 589 

densidades preditas pelo modelo de -0,06 % (Tabela 9). De acordo com o modelo 590 

obtido, os valores críticos que geraram a maior densidade celular (YC) foram 24,26 591 

mg/L de ureia, 5,83 mg/L de superfosfato de cálcio, 31,17 mg/L de metassilicato de 592 

sódio e 0,57 µg/L de biotina (Figura 2). A validação experimental demonstrou que o 593 

modelo é previsível, pois a densidade celular média experimental (91,2 x 104 cél/mL) 594 

apresentou um desvio de apenas 4,6 % em relação ao valor predito (87,1 x 104 595 

cél/mL). 596 
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 597 

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

resultados preditos pelo modelo polinomial quadrático. X1 = ureia, X2 = superfosfato de cálcio, 

X4 = metassilicato de sódio e X6 = biotina. 

 X1 X2 X4 X6 
Predito 

(×104 cél/mL) 

Experimental 

(×104 cél/mL) 

Desvio relativo 

(%) 

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 0 0 48,22 42,00 -12,89 

18 +2 0 0 0 68,59 82,33 20,02 

19 0 -2 0 0 88,40 90,25 2,10 

20 0 +2 0 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 

PC1 0 0 0 0 88,40 95,75 8,32 

PC2 0 0 0 0 88,40 98,50 11,43 

PC3 0 0 0 0 88,40 92,00 4,08 

      Média -0,06 

 598 
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 599 

Figura 2: Curvas de contorno para a resposta densidade celular em função das variáveis 

estudadas: a) Ureia × silicato; b) Superfosfato × silicato; c) Ureia × biotina; d) Silicato × biotina. 

Os círculos pretos representam a combinação para obter a maior densidade celular, e os 

círculos brancos representam a combinação para obter a melhor relação de custo-benefício.  

 

3.3. Otimização da relação de custo-benefício 600 

Pelo modelo empírico linear do custo (Eq. 4), o metassilicato de sódio (X4) e a 601 

biotina (X6) foram os nutrientes que mais contribuíram para o custo do meio.  602 

𝐶𝑢𝑠𝑡𝑜 = 2,87 + 0,01𝑥" + 0,004𝑥# + 0,36𝑥$ + 0,26𝑥%    Eq. 4 603 

Desta forma, a otimização simultânea das respostas crescimento e custo levou à 604 

combinação que apresentou a maior densidade celular e as menores concentrações 605 

a b 

c d 
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de metassilicato de sódio e de biotina (Figura 3). Os pontos críticos que geraram a 606 

melhor relação de custo-benefício (YCB) foram 19,9 mg/L de ureia, 3,3 mg/L de 607 

superfosfato de sódio, 21,4 mg/L de metassilicato de sódio e 0,36 µg/L de biotina 608 

(Figura 3). 609 

 610 

  611 

Figura 3: Perfil de desejabilidade para otimização da relação de custo-benefício do 

meio otimizado para C. weissflogii. 

 612 

3.4. Comparação do custo dos meios 613 

A análise de custos demonstrou que a substituição do meio completo (F/2) pelo meio 614 

fertilizante original (com ureia e sulfato de amônio, Y) ou apenas com ureia (YU), 615 

representou uma redução média de 48,3% nos custos (Tabela 10). A otimização 616 

permitiu uma redução de 69,61%, enquanto que a otimização simultânea (YCB) 617 
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permitiu uma redução de 79,43 % do custo em relação ao meio F/2. Comparando-se 618 

o meio otimizado para crescimento (YC) e o otimizado para custo/benefício (YCB), a 619 

redução de custo foi de 32,4 %. Apesar da diferença de custos, a densidade celular 620 

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

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

 623 

Tabela 10. Custos para produzir 1000 L de cultivo e 1 kg de biomassa seca e redução dos 

custos pela substituição do F/2 pelos meios alternativos. 
 

(R$/1000 L) 
Redução do 

custo (%) 
(R$/Kg) 

Redução do 

custo (%) 

Meio F/2  9,84 - 68,81 - 

Yamashita e Magalhães (Y) 5,17 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/benefício (YCB) 2,02 79,43 18,36 73,31 

 624 

3.5. Análise da biomassa 625 

Não houve diferença significativa entre o peso seco dos tratamentos, YU (140 ± 626 

0,042 mg/L), YC (163 ± 0,022 mg/L), YCB (110 ± 0,021 mg/L) e F/2 (143 ± 0,009 627 

mg/L) (Figura 4a). Já o percentual de proteína foi diferente nos tratamentos (Figura 628 

4b). O tratamento YU apresentou um percentual médio de 9,59% ± 1,98%, valor 629 

semelhante ao controle (10% ± 0,48%). Já os tratamentos otimizados foram 630 

significativamente superiores ao controle, YC apresentando 13,05% ± 0,17% e YCB 631 

13,64 ± 0,70%.  632 

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

tratamentos YCB e YU, com 18,93% ± 2,12% e 16,77% ± 1,76%, respectivamente, 634 

seguidos por F/2 (14,20% ± 0,66%) e YC (12,87% ± 1,93%). Y foi semelhante 635 

estatisticamente a todos os tratamentos e YCB foi superior a F/2 e YC (Figura 4c).  636 
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De maneira geral, o perfil dos ácidos graxos foi o mesmo para todos os tratamentos 637 

(Tabela 11), com exceção de YU que não apresentou a cadeia graxa 14:0. Não foi 638 

possível identificar três cadeias graxas em todos os tratamentos, uma dessas 639 

representa cerca 14% dos ácidos graxos totais.  640 

 641 

 

 

 

Figura 4: Análise da biomassa. a) Peso seco em mg/L. b) Percentual de proteínas e c) 

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

YCB = meio otimizado pra custo benefício e F/2 = controle.  

  642 
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Tabela 11. Composição de ácidos graxos de Conticribra weissflogii nos tratamentos YU  = 

Yamashita com ureia, YC = meio otimizado para crescimento, YCB = meio otimizado para 

custo/benefício e F/2 = controle (AGS – Ácidos graxos saturados, AGI – Ácidos graxos 

insaturados e AGPI – Ácidos graxos poli-insaturados). 

Cadeia graxa* YU YC YCB F/2 
C 14:0 12,84 16,51 14,43 12,81 
C 14:1 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 
C 18:2 0,86 0,93 1,20 0,77 
C 18:3 0,71 0,72 0,85 0,75 
C 20:5 12,79 8,68 12,04 14,24 
C 22:6 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 
Não identificados 19,63 13,77 19,39 18,27 

*Porcentagem por total de ácidos graxos. 643 
**Cadeia graxa não identificada.  644 
 645 

4. Discussão  646 

4.1. Determinação da fonte de nitrogênio 647 

Os resultados encontrados demonstraram que a ureia foi a melhor fonte de 648 

nitrogênio para C. weissflogii, pois resultou na maior densidade celular. Nos 649 

tratamentos onde houve suplementação de ureia (Y, YU) o crescimento foi cerca de 650 

60% superior ao meio com apenas amônia. De uma forma geral, microalgas 651 

apresentam taxas de crescimento mais altas quando o nitrogênio está em forma 652 

reduzida, como no caso da ureia e da amônia, pois o custo energético de 653 

assimilação é menor [23]. Entretanto, neste experimento o fornecimento apenas de 654 
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amônia como fonte de nitrogênio (YA) resultou na menor densidade celular. Essa 655 

diferença pode ter ocorrido devido ao fato da amônia ser tóxica para algumas 656 

espécies quando presente em concentrações elevadas, enquanto a ureia não 657 

apresenta toxicidade [24].  658 

A ureia é uma forma orgânica de nitrogênio, sendo que a sua assimilação depende 659 

da capacidade da microalga em convertê-la em amônia, utilizando a enzima urease. 660 

Diversas espécies de microalgas adquiriram esse tipo de enzima em resposta a 661 

disponibilidade de ureia no meio, principalmente em regiões costeiras devido a um 662 

enriquecimento do ambiente pelo aporte continental. Como a espécie C. weissflogii é 663 

uma espécie estuarina, ela seria capaz de assimilar e reduzir a ureia, como 664 

constatado por Lomas [25].  665 

No tratamento controle (F/2), onde a fonte de nitrogênio era o nitrato, o crescimento 666 

foi intermediário. Isto pode ser devido ao fato de o nitrato ser uma forma oxidada de 667 

nitrogênio, acarretando um maior custo energético para converter este elemento em 668 

uma forma reduzida (amônia) no interior da célula [23]. 669 

 670 

4.2. Otimização do meio de cultivo  671 

4.2.1. Varredura dos nutrientes essenciais  672 

Na primeira varredura, foi possível observar que apenas dois fatores foram limitantes 673 

para o crescimento da microalga, o metassilicato e a vitamina biotina, pois a 674 

diminuição nas concentrações de ambos gerou uma diminuição no crescimento. O 675 

contrário do que foi observado para a vitamina tiamina, que apresentou efeito 676 

negativo, mostrando que a redução das concentrações dessa vitamina favorece o 677 

crescimento da microalga.  678 
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A segunda varredura permitiu a retirada do meio de elementos que não são 679 

limitantes ao crescimento da C. weissflogii, como o cloreto férrico e as vitaminas 680 

tiamina e cianocobalamina. Como foi utilizada água do mar, é possível que estes 681 

micronutrientes já estivessem presentes no meio de cultura em concentrações 682 

suficientes, não havendo a necessidade de sua suplementação. Além disso, no caso 683 

das vitaminas, elas podem ser sintetizadas pelas próprias microalgas ou serem 684 

resultado da interação simbiótica com bactérias [26]. Embora diversas vitaminas 685 

estejam dissolvidas na água do mar em diferentes concentrações, só as vitaminas 686 

do complexo B (tiamina, biotina e cianocobalamina) são importantes para as algas, 687 

pois a maioria das algas não consegue sintetizar ao menos uma dessas vitaminas 688 

[27,28]. 689 

Ao longo dos experimentos de varredura foi observado um aumento na resposta 690 

(densidade celular), acompanhado da diminuição no intervalo entre os valores 691 

máximos e mínimos. Este aumento na resposta e diminuição no intervalo evidencia 692 

que o as concentrações testadas se aproximaram das ideais para a espécie.  693 

 694 

4.2.2. Otimização dos fatores significativos  695 

A interação entre a ureia e o metassilicato foi positiva, assim como foi a interação 696 

entre o superfosfato e o metassilicato. Quando a interação entre duas variáveis é 697 

significativa, seja positiva ou negativa, significa que a ação de uma variável é 698 

dependente da concentração da outra [14]. Como em ambos os casos a interação 699 

foi positiva, então só haverá aumento do crescimento se houver o aumento 700 

consecutivo dessas variáveis, ou seja, as razões encontradas de N:Si (1,89:1) e Si:P 701 

(5,97:1) (Tabela 12) devem ser mantidas para se atingir máximo crescimento.  702 
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Tabela 12. Balanço de massa entre a concentração de nitrogênio disponibilizada e a 

assimilada nos tratamentos YU = Yamashita com ureia, YC = meio otimizado para 

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

 Peso Seco (mg/L) % N* 
N na Biomassa 

(mg/L) 
N Meio (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 cálculo de proteínas. 703 

 704 

4.3. Otimização da relação custo-benefício 705 

Na técnica de otimização com restrição, os valores das variáveis são obtidos a partir 706 

da resposta desejada, ou seja, se descobre o quanto de cada fator deve ser 707 

adicionado para de se tenha essa resposta [29]. Nesse estudo, trabalhamos com 708 

duas respostas, a primeira, crescimento, obtida da equação do modelo (Figura 2) e a 709 

segunda referente ao custo para a produção do meio. Ao unir as respostas foi 710 

possível obter uma combinação que fornece o maior crescimento com o menor 711 

custo.  712 

Apesar do meio fertilizante ser composto somente de macronutrientes, o 713 

crescimento de C. weissflogii neste tratamento não diferiu do controle F/2, mesmo 714 

este tendo este na sua composição diversos micronutrientes como cobre, zinco, 715 

cobalto, manganês e molibdato. Isso mostra que a adição destes elementos não é 716 

necessária, seja porque não são limitantes para C. weissflogii, ou porque as suas 717 

concentrações na água do mar são suficientes para garantir o crescimento dessa 718 

microalga.  719 
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A otimização do meio permitiu uma redução de 79,4% no custo em comparação com 720 

o meio laboratorial F/2 e 62.2% em relação ao meio com fertilizante (Y). Essa 721 

redução faz com que a produção da biomassa de C. weissflogii se torne viável, 722 

principalmente para aplicações que necessitam de matéria prima de baixo custo, 723 

como o uso da biomassa como alimento vivo na aquicultura, ou na produção de 724 

biodiesel. Essa diminuição no custo foi resultado da eliminação de elementos não 725 

essenciais, e da diminuição nas concentrações dos elementos essenciais na 726 

otimização, em especial do silicato e da biotina, que apresentaram os maiores 727 

custos [2]. 728 

 729 

4.4. Análise da biomassa 730 

A principal resposta das diatomáceas a uma condição onde há deficiência de 731 

nutriente é ter o seu crescimento reduzido. Entretanto, a redução ou a retirada de 732 

algum elemento do meio pode não causar uma redução no crescimento, mas 733 

influenciar a composição bioquímica da biomassa produzida. 734 

De maneira geral, as diatomáceas possuem baixo teor de proteínas, lipídios e 735 

carboidratos em porcentagem de peso seco devido ao alto peso das suas frústulas 736 

silicosas [30]. Uma diminuição da disponibilidade de sílica no meio pode provocar 737 

uma diminuição no peso das frústulas e consequentemente um aumento desses 738 

percentuais.  739 

 740 

4.4.1. Proteínas  741 

Os maiores percentuais de proteínas, ao contrário do que se pensava, não foram 742 

encontrados nos tratamentos com maior concentração de nitrogênio (YU e F/2), e 743 

sim nos tratamentos com as menores concentrações (YC e YCB). Isso sugere que, 744 
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apesar da concentração de nitrogênio serem menores nesses meios, este não foi 745 

limitante para a síntese proteica. Isso pode ser confirmado também através da 746 

análise do balanço de massa, que permite saber quanto de um nutriente foi 747 

aproveitado por um organismo em sistemas fechados. Para isto, foi feita a 748 

comparação do teor total de nitrogênio assimilado pelas microalgas com aquele 749 

disponível no meio. Assim, o balanço de massa de nitrogênio mostrou que a 750 

quantidade de nitrogênio disponibilizada no meio foi superior a quantidade que foi 751 

assimilada pela microalga em todos os tratamentos (Tabela 12). Ressalte-se que o 752 

percentual de proteínas foi maior nos tratamentos YC e YCB, que apresentaram a 753 

maior relação Si:P (Tabela 13), mostrando a importância da sílica para o crescimento 754 

desta microalga e produção de elementos nitrogenados como a proteína. 755 

 756 

Tabela 13. Número atômico dos elementos em cada meio (x 1020), suas concentrações entre 

parênteses (mg/L) e razão atômica entre N, P e Si nos meios YU = Yamashita com ureia, YC 

= meio otimizado para crescimento, YCB = meio otimizado para custo/benefício 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 

 757 

4.4.2. Lipídios e perfil de ácidos graxos 758 

Os maiores percentuais de lipídios foram encontrados nos tratamentos YU e YCB. 759 

Na literatura, o aumento deste elemento de reserva energética está relacionado a 760 
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limitação de nutrientes [31,32], o que condiz com os resultados obtidos, pois o 761 

tratamento YCB continha as menores concentrações de ureia, superfosfato, silicato 762 

e biotina. Da mesma forma, o tratamento YU continhas as menores concentrações 763 

de silicato e biotina, indicando que a limitação de um, ou de ambos nutrientes pode 764 

ter causado o aumento no percentual de lipídios. A redução de silicato e biotina na 765 

produção em larga escala de C. weissflogii pode representar uma grande vantagem 766 

na produção de lipídios para a produção de biocombustíveis, ou ácidos graxos.  767 

O perfil de ácidos graxos obtidos para C. weissflogii neste estudo foi similar ao 768 

encontrado na literatura para a espécie [33,34]. O ácido graxo que apresentou o 769 

maior percentual foi o ácido palmitoléico (16:1), com cerca de 21% do total de ácidos 770 

graxos. O percentual médio de ácidos graxos saturados (33,57%) foi superior ao dos 771 

mono-insaturados (23,7%) e dos poli-insaturados (25,11%). O único tratamento que 772 

apresentou diferença quanto o percentual de ácidos graxos saturados (AGS), ácidos 773 

graxos mono-insaturados (AGI) e ácidos graxos poli-insaturado (AGPI) foi YC, que 774 

exibiu um perfil com mais AGS e menos AGPI. Já os demais tratamentos 775 

apresentaram proporções semelhantes de AGS, AGI e AGPI (1,48:1:1,26). Esse tipo 776 

de biomassa não é ideal para a produção de biocombustível, pois os AGPI são mais 777 

suscetíveis a oxidação e oferecem pouca estabilidade ao biocombustível [35,36]. 778 

Entretanto, essa biomassa pode ser utilizada na aquicultura, que busca microalgas 779 

com altos valores de AGPI, principalmente de ácido eicosapentaenoico (20:5), para a 780 

alimentação [3]. Nos tratamentos otimizados a porção deste ácido graxo representou 781 

cerca de 10% do conteúdo total.  782 

 783 

5. Conclusões  784 
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A microalga Conticribra weissflogii apresentou maior crescimento com ureia como 785 

fonte de nitrogênio. Além da ureia, os elementos essenciais ao cultivo desta espécie 786 

foram superfosfato triplo de cálcio, metassilicato de sódio e biotina. Suas 787 

concentrações foram otimizadas para se obter a maior densidade celular e a melhor 788 

relação custo/benefício. Esse meio otimizado apresentou uma redução no custo de 789 

79,4% em comparação com o meio laboratorial F/2, além maiores percentuais de 790 

proteínas e lipídios. O perfil de ácidos graxos não sofreu modificações. Desta forma, 791 

os resultados obtidos neste estudo mostram a viabilidade da produção comercial de 792 

C. weissflogii em escala comercial, utilizando um meio mais barato, mas que 793 

garantiu melhores níveis de produção de biomassa, proteína e lipídeo. 794 
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CONCLUSÕES GERAIS 

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

• A microalga Conticribra weissflogii não teve maior crescimento com a amônia 

como fonte de nitrogênio, crescendo melhor com ureia; 

• A metodologia de planejamento experimental foi efetiva para a formulação de 

um meio de cultivo de baixo custo para Conticribra weissflogii. Além de otimizar 

as concentrações do meio para crescimento e custo/benefício, essa 

metodologia indicou a presença de interação entre os fatores; 

• A formulação deste meio permitiu uma redução no custo do meio de 79,4%, 

fator de extrema importância para a viabilização do cultivo dessa espécie, 

principalmente para o uso na aquicultura; 

• A substituição do meio laboratorial pelo meio de baixo custo apresentou um 

aumento nos percentuais de proteínas e lipídios sem alterar o perfil de ácidos 

graxos. 
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PERSPECTIVAS DE FUTUROS ESTUDOS 

A partir das hipóteses estudadas e resultados obtidos novos questionamentos 

surgiram, dentre eles:  

• Foram feitas análises somente para proteínas, lipídios e ácidos graxos, porém 

outros componentes da biomassa produzida podem ter sido afetados pela 

utilização deste meio, como por exemplo os pigmentos;  

• Todos os experimentos foram realizados em escala de bancada, analisar a 

reprodutibilidade da produção em larga escala é fundamental para determinar 

se o modelo é preditivo para o cultivo massivo dessa espécie;  

• Três ácidos graxos que apresentaram percentual significativo foram 

observados, mas não foram identificados. Fazer novas análises e buscar 

identificar esses ácidos graxos pode aumentar o potencial de utilização da 

biomassa produzida para outros propósitos;  

• Desenvolver meios otimizados para máxima produção de lipídios e proteínas.  


