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RESUMO

As microalgas podem ser consideradas grandes aliadas no contexto da sustentabilidade
ambiental, uma vez que sdo fontes potenciais de uma grande quantidade de bioprodutos. Dentre
os produtos de alto valor agregado e de interesse biotecnoldgico estdo os lipideos e os
pigmentos, este ultimo compreende clorofilas e carotenoides. Lipideos podem ser aplicados nas
indUstrias de biocombustiveis e de alimentos, e 0s pigmentos apresentam importante
participacdo nas matérias-primas de industrias farmacéuticas, de suplementos alimentares e de
cosmeéticos. Neste trabalho a microalga Desmodesmus sp. foi submetida a diferentes condicGes
de cultivo, onde variou-se as concentracdes nutricionais de micronutrientes e macronutrientes
e faixas espectrais, com o objetivo de maximizar a producgdo de lipideos e pigmentos em cada
condicdo. Os resultados das producg6es dos bioprodutos em cultivos com diferentes quantidades
de micronutrientes e em diferentes faixas espectrais foram avaliados pela anlise de variancia
— ANOVA ao nivel de 10% e pelo teste de comparacdo de médias — Tukey que sugeriram a
dispensa da suplementacdo de micronutrientes e a luz de LED vermelha como sendo a mais
propicia para a sintese de lipideos, que em condi¢bes otimizadas aumentou 23,82%. Para 0s
pigmentos fotossintetizantes, que envolvem clorofilas a, clorofilas b e carotenoides totais, a luz
fluorescente branca e a suplementacdo de micronutrientes se apresentaram como as condicdes
impostas que mais propiciaram suas producdes, que atingiram de 61,19 ug mL, 54,41 pg mL-
118,07 ug mL, respectivamente.

Palavras-chave: Desmodesmus sp., meio BG-11, lipideos, pigmentos, condicGes de estresse.
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ABSTRACT

Microalgae can be considered great allies in the context of environmental sustainability, since
they are potential sources of a large amount of bioproducts. Among the products of high added
value and of biotechnological interest are lipids and pigments, the latter comprising
chlorophylls and carotenoids. Lipids can be applied in the biofuel and food industries, and
pigments play an important role in the raw materials of the pharmaceutical, food supplement
and cosmetic industries. In this work the microalgae Desmodesmus sp. was submitted to
different culture conditions, where the nutritional concentrations of micronutrients and
macronutrients and spectral ranges were varied, with the objective of maximizing the
production of lipids and pigments in each condition. The results of the production of
bioproducts in cultures with different amounts of micronutrients and in different spectral ranges
were evaluated by analysis of variance - ANOVA at 10% level and by the test of means
comparison - Tukey, which suggested the dispensation of micronutrient supplementation and
the red LED light as being the most conducive to lipid synthesis, which under optimized
conditions increased by 23.82%. For photosynthetic pigments, which involve chlorophyll a,
chlorophyll b and total carotenoids, white fluorescent light and micronutrient supplementation
were the imposed conditions that most favored their production, which reached 61.19 pg mL-
1,54.41 pug mL-1, 18.07 ug mL-1, respectively.

Keywords: Desmodesmus sp., BG-11 medium, lipids, pigments, stress conditions.
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1- INTRODUCAO

Atualmente, a populagdo mundial se encontra em aproximadamente 7,5 bilhGes de
pessoas e estima-se que ocorra um aumento para 9,5 bilhdes em 2050 (Kang et al., 2021,
Searchinger et al., 2019). Este aumento afeta diretamente a demanda alimentar e energética per
capita causando um crescimento consideravel na busca por seus produtos, o que levanta
questionamentos e preocupacdes em relagéo ao suprimento futuro dessas demandas globais e 0
grau de impacto que o esforgo para suprir resultara sobre o meio ambiente (Brasil; Garcia, 2016;
Flies et al., 2018).

Diante desse cenario, € de grande importancia que os processos produtivos sejam mais
sustentaveis, buscando unir medidas préaticas de protecdo ambiental ao desenvolvimento da
economia, desenvolvendo técnicas e alternativas eficazes para mitigar o efeito dos impactos
ambientais. Organismos fototréficos que envolvem plantas, algas e algumas bactérias,
sintetizam a matéria organica por meio da energia radiante, e tém se mostrado promissores no
campo das tecnologias verdes. As microalgas se destacam em eficiéncia frente as fontes
vegetais terrestres, pela capacidade superior de fixacdo de CO» maior eficiéncia de
fotoconversdo da luz solar e produtividade de biomassa (Chung; Lee; Chung, 2017; Aresta;
Dibenedetto, 2019).

A comercializagdo de microalgas é impulsionada por diversos fatores, como a
despoluicdo de &guas, recuperacdo do solo, dispensavel uso de agrotdxicos durante seu cultivo,
ndo competicdo por terras agricolas, possivel cultivo em terras improdutivas e a existéncia de
milhares de espécies das quais pode-se fazer uso dos bioprodutos (Yin et al., 2020; Andersen,
2013). Os bioprodutos sdao metabdlitos responsaveis pela manutencdo celular que incluem
carboidratos, proteinas, lipideos e pigmentos que podem ser utilizados nas industrias
alimenticia, cosmética, farmacéutica e de biocombustiveis (Gargouch et al., 2018; Weiss;
Schebek, 2020). Em ambientes de estresse, as microalgas podem sofrer modificacdes
fisioldgicas que as levam a alterar a composicdo de sua biomassa e do seu contelldo metabdlico.
Tal caracteristica substancial tem sido utilizada em muitos estudos que se destinam ao aumento

de um ou mais metabdlitos especificos para suas respectivas aplicagdes (Yap et al., 2021).

Abordagens de estresse nutricional celular sdéo normalmente empregadas na tentativa de
aumentar a concentracdo de bioprodutos, como a replecdo/deplecdo envolvendo nitrogénio e
fosforo. Lamers et al., (2012) constataram uma rapida acumulagdo de 3-caroteno em Dunaliella
salina apos todo o nitrogénio residual ser esgotado. Um estudo conduzido por Chu et al., (2014)

demonstrou que a limitacao de nitrogénio juntamente com o fornecimento suficiente de fosforo
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estimulou a produgéo de 6leo em Scenedesmus obliquus. A Desmodesmus sp. se destaca como
uma microalga oleaginosa, apresentando uma das maiores taxas de produtividade lipidica
registradas na literatura, atingindo 302 mg L™ por dia em condicdes otimizadas (Ho et al.,
2014). Em seu trabalho, Pan et al., (2011) constataram uma produtividade de 16% de contetdo
lipidico na massa seca em condi¢des normais de cultivo, e apds 7 dias de privagdo de nitrogénio,

0 conteddo lipidico aumentou para mais de 50%.

Estudos com diferentes frequéncias e espectros de luz também vém sendo realizados
para causar estresse fotoquimico nas microalgas visando o aumento dos bioprodutos. As
lampadas de LED (Light Emitting Diode) fazem parte de uma tecnologia emergente e
econbmica em comparacdo com as lampadas fluorescentes no cultivo de microalgas,
apresentado maior vida util, menor consumo de energia, menor dissipacdo de calor,
comprimento de onda Unico e penetracdo profunda no sistema de cultivo (Atta et al., 2013).
Rai, Gautom e Sharma (2015) cultivaram Chlorella sp. em espectro visivel (controle),
vermelho, amarelo e verde, e obtiveram maior rendimento em biomassa e teor lipidico no
cultivo realizado em luz vermelha e intensidade de 2700 lux. Atta et al., (2013) cultivaram
Chlorella vulgaris em luz de LED azul e luz fluorescente branca e obtiveram valor maximo de
biomassa de 2,730 g L™t em cultivo realizado na intensidade de 200 pmol m s e fotoperiodo

12h:12h na energia luminosa azul.

Considerando a potencialidade das aplicacdes, para que as microalgas se tornem uma
fonte economicamente viavel é importante maximizar o contetdo de seus bioprodutos. Esta
pesquisa apresenta um estudo do cultivo da microalga Desmodesmus sp. no qual investigou-se
a producéo de lipideos e pigmentos por meio de fotoestimulacao em diferentes faixas expectrais
e em diferentes concentracBes de micronutrientes e dos macronutrientes nitrato de sédio e

fosfato de potéssio.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Estimular a producdo de lipideos e pigmentos da microalga Desmodesmus sp. em
cultivos realizados em escala laboratorial, variando-se a concentracdo de micronutrientes e
macronutrientes que compdem o meio sintético BG-11 sob fotoestimulacéo de diferentes faixas

espectrais.

1.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar os efeitos da suplementacdo de micronutrientes sob a concentragdo de
biomassa, taxa de crescimento especifico e teor de lipideos e pigmentos;

= Determinar a faixa espectral que estimula a sintese de lipideos e pigmentos pela
microalga Desmodesmus sp.;

= Realizar um planejamento experimental fatorial 32 com diferentes concentragdes
das varidveis independentes nitrato de sodio e fosfato de potassio para as

variaveis dependentes lipideos e pigmentos em cultivos de Desmodesmus sp.;
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2 - FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 COMPOSTOS BIOATIVOS

Para sobreviver as mais diversas condicdes fisico-quimicas, as microalgas se ajustam as
mudangas no ambiente externo com mudancgas em seu ambiente intracelular, produzindo novos
compostos bioativos oriundos do metabolismo priméario, como acidos graxos, proteinas,
pigmentos e vitaminas, ou que podem ser sintetizados a partir do metabolismo secundério
(Anbuchezhia; Karuppiah; Li, 2015; Morais et al., 2015). Na maioria das microalgas, 0s
compostos bioativos se acumulam na biomassa, mas em determinados casos, esses metabolitos

séo secretados no meio (Morais et al., 2015).

2.1.1 Lipideos

Os lipideos bioldgicos constituem um grupo de compostos quimicamente diverso, cuja
caracteristica em comum que os define é a insolubilidade em &gua. As principais formas de
armazenamento de energia em muitos organismos sdo gorduras e Oleos, e suas funcOes
biolodgicas sdo tdo diversas quanto a sua composicdo quimica. Os lipideos atuam como
elementos estruturais de membranas, cofatores enziméticos, pigmentos fotossensiveis,
transportadores de elétrons, protetores hidrofobicos para proteinas, agentes emulsificantes no

trato digestivo, hormoénios e mensageiros intracelulares (Nelson; Cox, 2014).

Lipideos produzidos por microalgas podem ser agrupados em duas classes: polares, que
geralmente constituem 41-92% do teor de lipideos totais, e apolares ou neutros, que constituem
5-51% desse teor. Os lipideos polares, como fosfolipideos e glicolipideos, sdo chamados de
lipideos estruturais, pois auxiliam na construcdo estrutural da membrana celular, e quando
consistem em &cidos graxos de cadeia longa podem ser transformados em &cidos graxos
poliinsaturados devido a uma série de reacdes metabolicas. Triglicerideos e esterdis, também
conhecidos como triacilglicerdis (TAGS) e fitoesterois, respectivamente, estdo na classe de
lipideos apolares que ndo desempenham funcBes na estrutura celular, mas atuam no
armazenamento de energia e no controle da fluidez e permeabilidade das membranas (Tang et
al., 2020).

De modo geral, a composicéo lipidica produzida é uma individualidade de cada espécie
de microalga, conforme apresenta-se na Tabela 1, fazendo com que diferentes classes de

lipideos tenham diferentes aplicacfes. Tanto lipideos polares quanto apolares tém efeitos
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benéficos para a saide humana. Por exemplo, os fosfolipideos atuam na prevencéo de doencas
coronarias e mutacdes celulares; os fitoesterois apresentam atividades redutoras de colesterol,
propriedades antiinflamatorias, anticancer, antioxidantes, antibacterianas e antidiabéticas. Para
a producdo de biodiesel, os TAGs sdo os mais utilizados devido ao seu menor grau de
insaturacdo (Chhandama et al., 2021; Tang et al., 2020).

Tabela 1 - Contetdo de lipideos totais e perfil de acidos graxos livres em diferentes espécies
de microalgas

Espécie Teor de lipideos Perfil de &cidos graxos

de microalga (% em peso)

Ankistrodesmus fusiformis 20,66 C4, C6, C8, C10, C13, C14, C16, Cl16: 1, C17, C17:
1,C18,C18:1,C18: 2,C18: 3

Botryococcus braunii 44,97 C14,Cl16, C17:1,C18,C18: 1, C18: 2,C18: 3

Botryococcus terribilis 49,00 C12,C16,C18,C18:1,C18: 2. C18: 3

Chlamydomonas sp. 15.07 C4, C6, C8, C10, C12, C14, C16, C17, C18, C18,

C18:1, C18:2,C18: 3

Chlorella vulgaris 28,07 C14,C15: 1, Cl16,Cl6: 1, C17,C17: 1, C18, C18: 1,
C18:2,C18: 3,C20

Desmodesmus brasiliensis 17,99 C6, C14, C16, C17:1,C18,C18: 1, C18: 2,C18: 3
Dunaliella sp. 29 C16, C16: 1, C18, C18: 1, C18: 2, C18: 3, C20: 1
Scenedesmus obliquus 16,73 C4, C6, C8, C14, C16, C18,C18:1,C18: 2,C18: 3

Fonte: Adaptado de Nascimento et al. (2013) e Talebi et al. (2013).

2.1.2 Clorofilas

As clorofilas sdo pigmentos verdes essenciais no processo de fotossintese e estéo
presentes nos tilacoides (estrutura interna do cloroplasto) possuindo duas bandas de absorcéo:
azul ou azul-esverdeado (450-475 nm) e vermelho (630-675 nm). As clorofilas possuem uma
complexa estrutura formada por quatro nucleos pirrélicos (porfirinas ou clorinas) ligados a um
atomo central de magnésio (Bicudo; Menezes, 2006) (Figura 1). Existem diferentes tipos de

clorofila: a, b, c ed, que se diferem pela estrutura molecular e capacidade de absor¢do. Os
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cloroplastos contém as clorofilas a e b, e embora ambas sejam verdes, possuem espectros
diferentes de absorcdo (Tomaselli, 2004; Nelson; Cox, 2014). A clorofila a € o pigmento
principal da fase fotoquimica, primeiro estagio do processo fotossintético, enquanto os demais
pigmentos auxiliam na absor¢do de luz e transferéncia de energia radiante para centros de
reacOes, sendo chamados de pigmentos acessorios. A clorofila b, estd presente em vegetais
superiores, algas verdes e algumas bactérias; clorofila ¢ em feofitas e diatomaceas; e clorofila

d em algas vermelhas (Taiz; Zeiger, 2004).

Cl‘IIO em clorofila b

CH,

Em bacterioclorofila
#FN
(]

Ligacio saturada
em bacterioclarofila

Cadeia lateral de fitol

CH, CH; CH; CH, |
CM\/\/\ AN L
N No

Clorofila a

Figura 1 - Estrutura quimica das clorofilas
Fonte: Nelson; Cox, 2014.

2.1.3 Carotenoides

Os carotenoides sdo pigmentos terpenos amplamente distribuidos na natureza, com mais
de 750 estruturas identificadas, sintetizados em todos os organismos fotossintéticos. A presencga
de uma cadeia cromoforica de polieno conjugada em sua estrutura confere cores que variam do
incolor ao amarelo, vermelho e laranja, com variacGes refletidas em muitas flores, frutas e
vegetais (Kalra; Gaur; Goel, 2021; Nisar et al., 2015).

Com base em sua estrutura quimica, os carotenoides sdo classificados em carotenos ou
xantofilas. Os carotenos sdo compostos essencialmente formados por carbono e hidrogénio,

enquanto as xantofilas envolvem funcGes oxigenadas.

Em organismos fotossintéticos, os carotenoides funcionam como pigmentos acessorios
que captam a energia luminosa de comprimentos de onda que sdo pouco absorvidos pela
clorofila, aumentando a eficiéncia fotossintética. Também atuam como protetores, dissipando

0 excesso de energia, evitando a formacao de espécies reativas de oxigénio, incluindo a forma
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altamente reativa desse elemento, conhecida como oxigénio singleto, gerada durante o processo

de fotossintese (Krinsky, 1998). A Figura 2 ilustra a estrutura de alguns carotenoides.
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Figura 2 - Exemplos de estruturas de carotenoides: (a) Xantofilas; (b) Carotenos.

Carotenoides primarios se posicionam nos fotossistemas da membrana tilacoide como

pigmentos fotossintéticos acessorios. Esses pigmentos, como a luteina, transferem a energia

absorvida para as clorofilas, auxiliam na expansao do espectro de absorc¢éo e na capacidade de

producédo de alimentos (Kalra; Gaur; Goel, 2021). Os carotenoides secundarios, que incluem

astaxantina e cantaxantina, sdo produzidos pelas microalgas apds exposicdo a condi¢cbes de

estresse, e sdo encontrados nas vesiculas lipidicas citoplasmaticas fornecendo cor caracteristica

as algas (Henriquez et al., 2016).

A composicdo dos pigmentos nas algas se difere em cada espécie e é influenciada pela

condicdo ambiental. De modo geral, os carotenoides desempenham importantes papéis no

funcionamento das células algais, como funcBes antioxidantes, estabilizacdo do sistema

fotossintético e manutencdo na integridade da membrana celular (Kalra; Gaur; Goel, 2021;

Takaichi, 2011).

2.2 MICROALGAS

As algas compdem um grande grupo de diversidade morfofisioldgica, genética,

reprodutiva e ecoldgica, abrangendo individuos microscopicos (3—10 wm) e macroscopicos (até

70 metros). Sdo organismos aquaticos que compreendem desde espécies morfologicamente

muito simples, como os unicelulares, até formas que apresentam talos multicelulares com
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formacgéo de tecidos e detalhada divisdo de trabalho (Anbuchezhia; Karuppiah; Li, 2015;
Bicudo; Menezes, 2006).

O termo microalga inclui organismos de dois grupos: procariontes e eucariontes. As
microalgas procariontes sdo denominadas de algas azul-esverdeadas ou cianobactérias. Os
organismos eucariontes sdo conhecidos como algas verdes, e se diferenciam das cianobactérias
apresentando nucleo, organelas delimitadas por membranas, cromossomos complexos e células
individuais normalmente maiores que as encontradas nas cianobactérias (Andrade; Colozzi
Filho, 2014). Na escala evolutiva sdo 0s organismos que originaram 0s vegetais superiores.
Entretanto, ha autores que discordam com a denominagdo de algas azul-esverdeadas, pois
mesmo possuindo semelhanga com algas eucaridticas e muitas vezes ocupando 0 mesmo nicho

ambiental, elas sdo bactérias (Tortora; Funke; Case, 2012).

As microalgas podem apresentar diferentes tipos de organizacgdo celular: unicelular,
colonial e filamentosa. A maioria das células unicelulares ndo s&o moveis, tendo sua motilidade
realizada por deslizamento ou mobilidade de natacdo; quando o sdo, 0 movimento acontece
principalmente pela presenca de flagelos, mas também pode ocorrer pela secre¢do de mucos
por meio de um processo conhecido como gliding, onde as células deixam um rastro de
mucilagem ao se movimentar, que ao entrar em contato com a agua acaba se inchando e

empurrando as células para frente (Tomaselli, 2004; Andrade; Colozzi Filho, 2014).

A reproducéo pode ocorrer de maneira assexuada e sexuada. A forma assexuada se da
por um processo denominado citocinese. Nele, a alga unicelular duplica seu material genético
por meio de mitose, dando origem a duas células-filhas vegetativas idénticas, estas, por sua vez,
dédo origem a quatro células vegetativas também idénticas, e assim por diante (Tortora; Funke;
Case, 2012; Andrade; Colozzl Filho, 2014). Na reproducdo sexuada, gametas masculino e
feminino, oriundos da duplicacdo do material genético seguido da divisdo meiética se fundem,

formando um zigoto que dara origem a um novo individuo (Tortora; Funke; Case, 2012).

Quanto a nutricdo, as microalgas podem ser fotoautotroficas, heterotroficas ou
mixotroficas. As fotoautotrdficas sdo dependentes da fotossintese e realizam a sintese de seus
metabolitos fundamentais a partir de substancias quimicas relativamente simples como o
dioxido de carbono (CO>) e energia luminosa. A microalga heterotrofica obrigatoria depende
de uma fonte externa de compostos organicos altamente energéticos e facilmente
metabolizaveis para obter sua energia; processo conhecido como quimiossintese. Algumas
microalgas podem apresentar o comportamento de fotoautrofia, bem como o de heterotrofia,

sendo conhecidas como mixotroficas (Bicudo; Menezes, 2006; Andrade; Colozzi Filho, 2014).
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2.2.1 Desmodesmus

Microalgas do género Desmodesmus sdo organismos cenobios, de vida livre,
pertencentes a classe Chlorophyceae, formadas por duas, quatro, oito ou dezesseis células
fusiformes, elipsoidais ou cilindricas, dispostas linearmente (Figura 3). A parede celular pode
conter pequenas verrugas, reticulo ou apresentar uma evidente crista mediana. A maioria das
espeécies apresenta espinhos em suas células externas e internas do cendbio (Figura 4). A partir
de analises sequenciais génicas do rDNA, o género Desmodesmus foi criado. Anteriormente,
0s organismos pertenciam ao subgénero Scenedesmus. Dessa forma, muitas espécies de
Scenedesmus que apresentam espinhos foram transferidas para o novo género Desmodesmus.
A reproducdo se da assexuadamente pela formacdo de autocolbnias liberadas pela ruptura da

parede da célula-mé&e (Franceschini et al., 2010).

Estima-se a existéncia de mais de 100 espécies descritas para este género espalhadas
pelo mundo. Elas vivem no fitoplancton de agua doce, tanto em ambientes Iénticos como
I6ticos, e de diferentes trofismos como oligotrofico, mesotréfico ou eutréfico, mas,
principalmente em meio eutrofico (Franceschini et al., 2010; Bicudo; Menezes, 2006). As
células de Desmodesmus sp. podem suportar altas temperaturas, caracterizando-a como uma

microalga termotolerante (Pan et al., 2011).
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Figura 3 - Desmodesmus sp.
Fonte: O autor.
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Figura 4 — 1) Desmodesmus subspicatus. 2) Desmodesmus protuberans. 3) Desmodesmus brasiliensis.
Fonte: AlgaeBase.

2.3 CULTIVO DE MICROALGAS

A escolha de um sistema de cultivo adequado e das condic@es fisico-quimicas para a
producdo de microalgas séo influenciados principalmente pela espécie da microalga, fonte de
nutrientes, produto desejado e custos de investimento. Os sistemas de cultivo se dividem em
abertos e fechados. Os sistemas abertos sdo formados por instalacdes externas, como tanques e
lagoas, e os sistemas fechados se formam por vasos ou tubos feitos de materiais transparentes

para absorcdo de luz solar ou artificial (Klinthong et al., 2015).

2.3.1 Sistemas de cultivo aberto e fechado

Sistemas de cultivo aberto, conforme ilustrado na Figura 5.A s&o normalmente
utilizados para o cultivo de microalgas em grande escala, devido a sua construgéo relativamente
simples e facilidade de operacdo, podendo ser formado por aguas naturais ou artificiais
(Klinthong et al., 2015). Os sistemas mais utilizados sdo grandes lagoas rasas, tanques, lagoas
circulares ou de canaletas. O cultivo em lagoas abertas apresenta algumas limitacdes como a
ma utilizacdo da luz pelas células em profundidade superior a 1,5 m, evaporacéo, difusdo de
CO- para a atmosfera, necessidade de areas de terra para sua instalacdo e contaminacao por
outros organismos, o que acaba restringindo a produgdo comercial de microalgas apenas para
espécies que conseguem se desenvolver em condigdes extremas. Além disso, a agitacdo neste
tipo de tecnica tende a ser ineficiente, resultando numa baixa produtividade de biomassa
(Ugwu; Aoyagi; Uchiyama, 2008; Zhou et al., 2017).
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O cultivo de microalgas em sistemas fechados, demonstrado na Figura 5.B, permite
maior controle de algumas condicdes, como a utilizacdo de luz e porcentagem de COs..
Apresenta, ainda, solucBes para alguns dos problemas encontrados nos sistemas abertos como
a reducdo de contaminagéo cruzada, alta capacidade de transferéncia de massa e alta eficiéncia
fotossintética (Klinthong et al., 2015). Os reatores podem ser configurados em planos verticais,
horizontais ou inclinados, sendo tubulares ou de placa plana. Os tubulares aumentam o tempo
de contato entre as fases gasosa e liquida, aumentando assim a transferéncia de massa de CO,
entretanto, este modelo tem disposicdo a altos custos de bombeamento de ar. Os
fotobiorreatores de placa plana podem atingir alta produtividade celular em mais de uma ordem
de magnitude, e apresentam menor consumo de energia quando comparado a outros
biorreatores (Pires et al., 2012). Com vantagens superiores, como mostrado na Tabela 2, os
sistemas fechados tém o desafio de se tornarem economicamente competitivos com as técnicas

aplicadas em sistemas abertos (Zhou et al., 2017

Tabela 2 - Comparagéo entre a produgdo de microalgas em biorreatores abertos e fechados

Fator Sistemas abertos Sistemas fechados
Espaco necessario Alto Baixo
Evaporagéo Alta Baixa
Perda de agua Muito alta Baixa
Perda de CO » Alta Baixa

Temperatura Altamente variavel Resfriamento necessario
Dependéncia do clima Alta Baixa
Controle do processo Dificil Facil
Contaminagéo Alta Baixa
Espécie de algas Restrita Flexivel
Qualidade da biomassa Variavel Reproduzivel
Densidade populacional Baixa Alta
Pardmetros mais caros Mistura Oxigénio e controle de
temperatura
Investimentos de capital Baixo Alto

Fonte: Adaptado de Pires et al. (2012).
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Figura 5 - Sistemas de cultivo
Fonte: Cliffor (2020).

2.4 CONDICOES DE CULTIVO

O crescimento de microalgas e a fixa¢ao de carbono sdo influenciados pela iluminagéo,
temperatura, pH, tensdo, nivel de carbono e nutrientes. Fatores como esses sao administrados
com a finalidade de fornecer condi¢des ideais para o crescimento das microalgas, e
compreendé-los possibilita um bom desenvolvimento de novas tecnologias e otimizagéo de

processos (Zhou et al., 2017).

2.4.1 lluminagéo

A luz é um fator basico essencial para o crescimento das microalgas. Suas fontes podem
se originar da luz solar natural, luz artificial ou a combinacdo de ambas. A luz é necessaria para
a fotossintese e seu excesso ou insuficiéncia pode interferir no desempenho ideal da microalga
em termos de biomassa ou rendimentos metabdlicos. A fotossintese e a consequente producéo

de biomassa sdo dependentes do fluxo foténico (Carvalho et al., 2010).

Pode-se diferenciar trés areas na Figura 6: (1) uma area limitada pela luz, na qual a taxa
de entrada fotdnica é totalmente aproveitada na fotossintese, de modo que a eficiéncia
fotossintética aumenta com o aumento da irradiancia; tal regido se delimita pela intensidade da
luz na qual as células microalgais comecam a crescer, ou seja, intensidade da luz de
compensacao (lc); (2) uma regido de saturagédo de luz, na qual a capacidade fotossintética da
cultura atinge seu valor maximo, e o fluxo foténico excessivo dado a cultura é dissipado na
forma de calor ou fluorescéncia; e (3) regido de fotoinibigdo, na qual o aumento da intensidade
luminosa se torna prejudicial, sendo inicialmente expresso por uma diminui¢do na taxa de

crescimento, eventualmente causando foto-danos e até mesmo levando a cultura a morte. A
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fotossintese e a fotoinibicdo geralmente ocorrem proximas a superficie da cultura, enquanto o
sombreamento das células causa gradientes acentuados de intensidade luminosa no interior da
cultura, apresentando valores baixos de luz disponiveis para células distantes da superficie
(Carvalho et al., 2010).
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Figura 6 - Curva tipica de fotossintese (P) vs irradiancia (I) para células microalgais
Fonte: Adaptado de Carvalho et al. (2010).

2.4.2 Temperatura

A temperatura é um fator de grande importancia para o crescimento das microalgas, pois
afeta sua taxa metabdlica e crescimento celular. Para a manutencédo de culturas, a temperatura
varia de acordo com a espécie a ser cultivada e o local onde foi coletada. Espécies provenientes
de ambientes polares devem ser cultivadas abaixo de 10°C, de ambientes temperados entre 10°C
e 25°C e de ambientes tropicais acima de 20°C. Para a escolha de uma temperatura especifica,
deve-se levar em consideracdo a composicdo do meio e a espécie escolhida para o cultivo,
contudo, a faixa usual de temperatura tolerdvel para os cultivos esta entre 15°C e 30°C
(Andrade; Colozzi Filho, 2014; Zhou et al., 2017).

Picos de temperatura que transpdem a temperatura de crescimento letal, promovem a
morte das células por desnaturacdo, dissociacdo e desestabilizacdo de estruturas do &cido
nucleico, proteinas e membranas celulares. Temperaturas abaixo da letal, mas maiores que a
temperatura ideal de crescimento, causam estresse celular, de modo que para sobreviver, as
células necessitam reequilibrar sua composicdo (Barten et al., 2021). Temperaturas constantes
sdo desejaveis no cultivo de microalgas, uma vez que proporcionam maior estabilidade em

experimentos e maior reprodutibilidade dos resultados (Andrade; Colozzi Filho, 2014).
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2.4.3 Potencial Hidrogenionico (pH)

O pH em um meio de cultivo influencia no metabolismo e crescimento das microalgas,
pois controla o equilibrio acido-base na solucéo e afeta a solubilidade e disponibilidade de
substratos (amoénio/amonia, fosfatos, carbonatos), formas livres de nitrogénio amoniacal e

carbono inorgéanico, bem como fenémenos de transferéncias de gases (Rossi et al., 2020).

Elevacgdes de pH podem acontecer em decorréncia do metabolismo autotréfico, quando
o ion bicarbonato do meio se desidrata e forma CO> para a fotossintese e ions OH". A liberacao
de CO2 no meio resulta na reducdo de pH, contudo, o aumento da densidade celular das
microalgas faz com que o teor de CO: seja reduzido por meio da atividade fotossintética,
aumentando assim, o pH. Esse aumento causa a formacdo de gas de amoénia a partir da
dissociacdo do ion aménio, que é tdxico para microalgas. Cada espécie de microalga possui
uma faixa de pH adequada para seu crescimento, mas para a maioria das espécies o pH deve

ser mantido entre neutro e alcalino (Andrade; Colozzi Filho, 2014).

2.4.4 Agitacdo/Aeracao

O processo de agitacdo permite que as células microalgais fiqguem suspensas no meio,
melhorando a eficiéncia de utilizacdo da luz, favorecendo a troca de gases, evitando a
estratificacdo térmica, auxiliando na distribuicdo homogénea de nutrientes, evitando o acumulo
de matéria organica no fundo do biorreator e a sedimentacdo celular (Andrade; Colozzi Filho,
2014).

Individualidades como peso, tamanho, densidade das células e tolerancia a tensdo de
cisalhamento influenciam a taxa de mistura e aeracdo ideal. Quando a taxa de aeracdo é superior
a ideal, danos podem ser ocasionados nas células da microalga devido aos efeitos da forca de
cisalhamento, resultando num aumento de evaporacéo e custos de operacdo (Guo; Yao; Huang,
2015).

2.4.5 Meio de cultivo

Lourenco (2006) define meio de cultivo como o ambiente especifico e finito que integra
elementos e nutrientes necessarios para o desenvolvimento de animais, vegetais e

microrganismo que estdo sendo cultivados.
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De certa forma, os meios de cultivo sdo as fontes dos elementos que constituem os
organismos em cultivo, os quais recebem estimulacdo de crescimento justamente pelo
fornecimento dos componentes presentes no meio (Lourenco, 2006). Os componentes
nutricionais se dividem em macronutrientes e micronutrientes. Os macronutrientes sao
compostos pelos elementos de maior demanda metabdlica por parte das microalgas, como o
carbono (C), nitrogénio (N), oxigénio (O) e fosforo (P), sendo fornecidos em concentracdes de
g L. Os micronutrientes constituem um grupo formado por elementos como o bério (Ba),
cobalto (Co), manganés (Mn) e zinco (Zn), em concentracdes menores ou iguais a mg L*
suficientes para o crescimento microalgal (Grobbelaar, 2004).

Meios formulados sdo caldos sintéticos produzidos a partir de concentracdes
recomendadas de macro e micronutrientes comumente utilizados para fornecer nutricdo as
microalgas. Cada meio sintético possui instrucdes e informacdes especificas que direcionam a
preparacdo das solucBes. Os meios formulados podem ser especificos para um grupo de
microalgas, e ndo especificos, podendo ser utilizados em cultivos de diversas espécies. Por
exemplo, para o cultivo de microalgas de agua salgada utiliza-se frequentemente 0 meio Bold'’s
Basal Medium (BBM); para o cultivo de espécies de agua doce, o Guillard (f/2) é o mais
utilizado; o meio Blue-Green (BG-11) é favoravel para o cultivo de cianobactérias, mas é

utilizado amplamente para o cultivo de microalgas (Daneshvar et al., 2021).

O meio é considerado modificado quando sua composicédo € alterada pelo aumento ou
pela diminuicdo das concentracGes originais de um ou mais compostos. Tais alteracdes séo
feitas para estimular a producdo dos metabdlitos de interesse, aumentar a producao de biomassa
ou avaliar os efeitos dessas modificacfes baseando-se nas exigéncias do projeto experimental
(Daneshvar et al., 2021).

2.4.5.1 Fung0es nutricionais

As fungdes nutricionais dos elementos sdo variadas, por exemplo, 0 nitrogénio e o
fésforo sdo elementos essenciais para as estruturas celulares, proteinas operacionais e processos
metabolicos. Associado ao fosforo e ao nitrogénio, o enxofre € de suma importancia para a
célula vegetal, uma vez que faz parte da constituicdo de determinados aminoacidos (metionina,
cisteina e cistina), vitaminas e sulfolipideos. Os ions de sodio sdo imprescindiveis a fixacdo de
nitrogénio para a transformagdo molecular do nitrogénio em amonia, e devido a semelhangas
quimicas, o sodio pode substituir o potassio em algumas situa¢des. Contudo, cultivos com teor

insuficiente de potassio, apresentam células com menor crescimento, baixa taxa fotossintética
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e aumento na taxa respiratoria. Quanto aos metais tragos (ou micronutrientes) como magnésio,
ferro, cobre, calcio e manganés, desempenham importantes fun¢ées no mecanismo celular das
microalgas, processo fotossintético, divisdo celular, transporte intracelular e biossintese de

lipideos e proteinas (Moura Junior et al., 2006; Wan et al., 2014).

2.5 CINETICA DE TRANSFORMACAO EM REGIME DE CULTIVO DESCONTINUO

A cinética de transformacdo € definida por meio da evolucdo dos valores de
concentragdo dos constituintes do cultivo (biomassa, nutrientes do meio de cultivo e
bioprodutos) em funcéo do tempo e se compde por curvas de crescimento celular, de consumo

do substrato limitante e de formacao de produtos de interesse.

Em um cultivo descontinuo, a concentracdo celular (X) aumenta a proporcao que se
aumenta a transformacdo do substrato (S) e do produto (P), de modo que as velocidades
instantaneas de transformacdo podem ser relacionadas a concentracao celular apresentada no
instante de tempo (t), de acordo com as Equacdes 1, 2 e 3, que caracterizam as velocidades
especificas de crescimento celular, consumo de substrato e formacdo de produto,

respectivamente.

U = § E EQUACAO 1
1 ds ~

Hs = 3 (— a) EQUACAO 2
1 dP -

WP = T 3 EQUACAO 3

Em condicdes favoraveis de cultivo realizadas em regime descontinuo, a concentracao
celular de microalgas apresenta fases bem delineadas, ilustradas na Figura 7: (1) lag ou laténcia;
(2) transicdo; (3) crescimento logaritmico ou exponencial; (4) crescimento linear; (5)

desaceleracdo; (6) estacionaria e (7) declinio ou lise (Schmidell et al., 2001).

(1) Fase que se inicia imediatamente apds a inoculacdo da cepa em meio de cultivo
apropriado. Nesta fase ndo ha reproducédo celular, pois as células estdo em periodo de
adaptacéo fisioldgica; a duragéo dessa fase varia com a concentracdo do inéculo, idade

e estado fisioldgico da cepa.

(2) Fase em que hd um aumento na velocidade de reproducéo e na velocidade especifica
de crescimento, sendo possivel observar o inicio da reproducdo celular. Ao término

desta, a populacdo comeca a se separar em um intervalo médio de tempo.


https://www.sinonimos.com.br/a-proporcao-que/
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(3) Fase que se relaciona as condi¢cbes do meio de cultivo e apresenta velocidade
especifica de crescimento maxima e constante (umax), propiciando a duplicacdo da

concentracgdo celular ao longo do tempo de geracéo (tg).

(4) Fase que apresenta velocidade constante de reproducdo. Pode ocorrer sem a
necessidade de preexisténcia da fase 3, como no caso de microrganismo filamentosos,

onde o transporte de nutrientes do meio de cultura para o interior da célula € restrito.

(5) Fase de desaceleracdo ocasionada pelo esgotamento de um ou mais componentes do
meio de cultivo, e pela anulagdo das velocidades de reproducdo e de crescimento
especifico (tf) em decorréncia do acimulo de metabdlitos inibidores.

(6) Fase em que X atinge o valor méximo e constante (Xm). Nesta etapa estacionaria,
ha um balanco entre a velocidade de crescimento e velocidade de morte do

microrganismo, ocorrendo também mudangas na estrutura bioquimica celular.

(7) Fase em que a concentracdo celular diminui a uma velocidade excedente a
velocidade de producéo de novas células, caracterizando o declinio. Durante esta fase,
ocorre a “lise” celular, que ¢ o rompimento dos microrganismos causado pela agdo de

enzimas intracelulares.

Xm
6
5

Xe 7
x 4
oo
S

Xi 3

Xo 2

1
0 t; te ty ts Tempo

Figura 7 - Curva semilogaritmica de crescimento celular em cultivo descontinuo
Fonte: Adaptado de Schmidell et al. (2001).

3 - EXPLORACAO DE MICROALGAS

A bioeconomia se apresenta como um componente de grande importancia no campo de
consumo e da producdo sustentavel, despertando o interesse global. Estudos apontam que o uso
das microalgas, no contexto da economia circular (Figura 8), resulta em produtos alternativos

de alto valor agregado ao mesmo tempo em que se torna um atenuante de langamentos de cargas
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organicas e emissdes de gases causadores do efeito estufa (Kholssi et al., 2021).

Condicdes
de estresse

Uso direto Alimentos
Cultura de > Biomassa |
i Suplementos
microalgas p
| l | Antioxidantes
Biocombustiveis Bioprodutos Vitaminas

Acidos graxos

’ | poliinsaturados
Sélido: Liquido: Gés:
Biocarvéo Bioetanol, Biogas
biodiesel,
6leo
vegetal

Figura 8- Exploracéo de microalgas
Fonte: Adaptado de Kholssi et al. (2021).

3.1 Bioenergia

Biocombustiveis liquidos procedentes de microalgas sdo os grandes responsaveis pelo
crescimento de pesquisas a respeito do assunto desde o inicio do século XXI (Kholssi et al.,
2021). Vaérios biocombustiveis advindos de microalgas foram obtidos como produtos
principais: bioetanol, biodiesel, bio-6leo, biometano, bio-hidrogénio e biobutanol (Arun et al.,
2020). O processo de producdo de biocombustiveis a partir de microalgas conta com diversas
etapas que envolvem cultivo, colheita, secagem, rompimento de células, extracdo e,
posteriormente, transesterificacdo que envolve o uso de alcool e catalisadores (Rodionova et
al., 2017).

3.2 Produtos promotores da salde

As microalgas sdo capazes de converter a energia solar em energia quimica, acumulando
compostos bioativos. Tais compostos sdo atrativos para o cuidado com a salde, pois apresentam
propriedades antioxidantes, antimicrobianas e antiinflamatérias, prevenindo e atenuando
diversas doencas (Morais et al., 2015). Na alimentacdo, o valor nutricional e funcional das
microalgas estd nas proteinas, acidos graxos poliinsaturados, esterois, polissacarideos,
vitaminas, minerais, compostos fenodlicos e volateis, carotenoides e clorofilas. O género

Chlorella é certificado como um alimento e medicamento seguros pela Food and Drug


https://www-sciencedirect.ez89.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/polyunsaturated-fatty-acid
https://www-sciencedirect.ez89.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/polysaccharides
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Administration, e a espécie Scenedesmus possui status de seguranca, pois ndo apresenta
“nenhuma toxina conhecida”. Os géneros Scenedesmus bijuga e Chlorella sorokiniana séo
especies exploradas para fins alimentares e de satde. A principal forma de inserir microalgas

na alimentacdo humana é por meio de suplementos dietéticos (Fernandes et al., 2021).

Pigmentos extraidos de microalgas se apresentam com uma potencialidade alternativa
no ramo industrial da salde, uma vez que apresentam rapido crescimento e alto teor de
pigmentos com efeitos alergénicos praticamente nulos (Morocho-Jacome et al., 2020).
Pesquisas relacionam que niveis elevados de -caroteno e licopeno no sangue estdo associados
a riscos reduzidos de varios tipos de cancer; as xantofilas luteina e zeaxantina podem reduzir
os riscos de degeneracdo macular relacionada a idade (Black et al., 2020). O ser humano néo é
capaz de produzir carotenoides, logo, sua principal forma de obtencdo é por meio da ingestédo
de folhas, legumes, frutas, cereais ou suplementacéo.

3.3 Biorremediacao de aguas residuais

No que tange a poluicdo ambiental, acredita-se que as microalgas sejam candidatas
promissoras para a remocao de substancias toxicas, uma vez que podem remover com eficiéncia
compostos nocivos por meio de suas formas de nutricdo (Mustafa et al., 2021). No processo de
biorremediagdo, microrganismos sdo utilizados para remover ou metabolizar substancias
toxicas, mutagénicas e carcinogénicas em por¢des ndo toxicas. No caso das microalgas, estas
possuem capacidade Unica de fotossintetizar e utilizar substratos de carbono
organico/inorganico, podendo degradar poluentes dos setores agricola, doméstico e industrial.
Além do mais, o oxigénio produzido pela fotossintese pode reduzir a demanda bioquimica de
oxigénio (DBO) das aguas residuais (Hammed et al., 2016).

4 - MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Engenharia de Bioprocessos —
LEB e no Laboratério de Controle e Poluicdo — LCP do Programa de Po6s-Graduacdo em
Engenharia Quimica da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), no campus
de Toledo — PR.
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4.1 PREPARO DO INOCULO

4.1.1 Microalga: origem e manutencao

A cepa de microalga PPEQ-08 (Desmodesmus sp.) foi isolada e identificada por
Schuelter e colaboradores, de acordo com a metodologia apresentada em Schuelter et al.,
(2019). As cepas permaneceram incubadas em camara de germinacao (NI1-4101 New Lab) em
placas de Petri contendo meio de cultivo BG-11 com 4agar, sob temperatura ambiente e
iluminagio fluorescente constante =~ 2100 lux (28 pmol m? st), sendo periodicamente

conservadas a partir de repiques em meio de cultivo novo.

4.1.2 Meio de Cultivo BG-11 liquido e solugdes

As solugdes que compdem o meio BG-11 foram adicionadas na ordem e quantidade
apresentadas na Tabela 3. Posteriormente, adicionou-se a solucdo de metais traco apresentada
na Tabela 4. A solucéo final foi esterilizada em Autoclave Vertical CS (Prismatec) a 1 atm por

15 min sendo posteriormente armazenada em um refrigerador a 4°C.

Tabela 3 - Solucdes estoque que compdem 0 meio de cultivo BG-11

Ordem Componente Quantidade | Solugéo Estoque (g 200 mL* de | Concentragéo
(mL LY H,0) Final (mM)

1 NaNO3 10 30,0 17,65

2 K2HPO4 10 0,8 0,23

3 MgS0O4-7H20 10 15 0,30

4 CaCl2-2H:0 10 0,72 0,24

5  Acido Citrico-H.0 10 0,12 0,031

6 Citrato de Ferro e 10 0,12 0,021

Amonio

7 Na;.EDTA-2H,0 10 0,02 0,0027

8 Na.COs 10 0,4 0,19

9 Solucéo de metais 1 - -

traco (Tabela 4)

Fonte: Utex (2021).

Tabela 4 - Metais trago presentes no meio de cultivo BG-11

Ordem Componente Quantidade (g L) Concentracdo Final(mM)
1 H3BOs 2,86 46,0
2 MnClz-4H.0 1,81 9,0
3 ZnS04-7H,0 0,22 0,77
4 Na:Mo00;-2H.0 0,39 1,6
5 CuS0O4-5H0 0,079 0,3
6 Co (NOs)2:6H.0 0,0494 0,17

Fonte: Utex (2021).
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4.1.3 Cultivo de ativagéo

Os cultivos de ativagdo foram realizados em erlenmeyers de 125 mL contendo meio
BG-11 liquido, células de PPEQ-08 (Desmodesmus sp.) e 0,15¢g de bicarbonato de sddio. Os
erlenmeyers permaneceram sob agitacdo de 150 rpm em mesa agitadora orbital (MA 140 CFT
Marconi) e iluminagdo fluorescente constante ~ 3300 lux (45 pmol m?2s™) por um periodo de
4 dias (ver Figura A.1 — Apéndice A).

4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.2.1 Fotobiorreator tubular vertical irradiado por luz fluorescente

Para o cultivo da PPEQ-08 (Desmodesmus sp.) utilizou-se o modulo experimental
projetado por Hinterholz et al. (2019) ilustrado na Figura 9. O moédulo é composto por injecéo
de ar e CO> executada por um sistema de vazdo de gas (G), formado por um compressor de ar
(B), um cilindro industrial de CO2 comprimido (A), filtro de ar odontologico (C) e medidores
de fluxo (D) para vazdo volumétrica dos gases (0,5 a 1 vvm) que chegariam por meio de

mangueiras de 6mm de didmetro feitas de poliuretano (E).

As camaras C2 do modulo experimental recebem iluminacdo de lampadas fluorescentes
brancas (400-700 nm). Em cada camara C2, oito lampadas tubulares foram horizontalmente
dispostas com distancia de 3 cm uma da outra, sendo quatro lampadas (30 W) localizadas na

parte posterior e quatro ldampadas (20 W) localizadas na parte frontal da camara.

A camara C1 do modulo experimental é constituida por dois reatores do tipo placa plana
de volume (til de 10 L (60 x 40 x 5 cm; A/V = 20 m™) cada, construidos em vidro de 3 mm e
5 mm. Dez lampadas fluorescentes brancas (30 W) foram horizontalmente dispostas na parte

posterior e um refletor (2000 W) foi posicionado na parte frontal do reator.



34

(A

J (A)

Figura 9 - llustracdo do médulo experimental irradiado por luz fluorescente utilizado para o cultivo de
Desmodesmus sp.
Fonte: Adaptado de Hinterholz et al. (2019).

4.2.2 Fotobiorreator tubular vertical irradiado por LED

A estrutura do modulo experimental irradiado por LED é composta por quatro camaras
com capacidade de acomodacdo para até doze provetas de 500 mL e dezesseis lampadas de
LED cada (F) (Figura 10). O sistema de injecdo de ar e CO, é 0 mesmo apresentado no item
4.2.1.

)

I(l)) © (B)
Kass &1

Figura 10 - llustragdo do modulo experimental irradiado por LED utilizado para o cultivo de
Desmodesmus sp.

Fonte: Adaptado de Hinterholz et al. (2019).
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4.3 PARAMETROS DE CRESCIMENTO

4.3.1 Concentracdo de biomassa

A concentracdo de biomassa foi determinada por um fator de correlacdo entre a
concentracdo de biomassa (Equacdo 4) e a sua respectiva densidade Optica, sendo este fator
utilizado para converter a densidade éptica aferida diariamente em concentracdo de peso seco
celular (Wagner; Steinweg; Posten, 2016).

A concentragdo de biomassa foi obtida por analise de regressdo entre a biomassa e
leitura 6ptica em 687 nm (DO 687 = 0,252 g L) em espectrofotdmetro UV-VIS (PerkinElmer,
modelo Lambda 35). A determinacdo da biomassa em peso seco foi realizada em triplicata de
acordo com o método gravimétrico de APHA (1999) modificado, sendo determinada pela
Equacdo 4. Para isto, aferiu-se em balanca analitica (Shimadzu), a massa (Mo) do microfiltro
de fibra de vidro GF6 (Macherey-Nagel, 6 um de porosidade) que foi previamente seco em
estufa de esterilizacdo e secagem (New Lab), a 105 °C até peso constante e armazenado em
dessecador por 30 min para equilibrio térmico. Filtrou-se 10 mL da cultura de microalga e o
microfiltro contendo a massa celular foi novamente seco em estufa a 105 °C até peso constante

e armazenado em dessecador por 30 min, tendo, posteriormente, sua massa aferida (My).

__ M¢-Mg

B .1000 EQUACAO 4

sendo B a concentracdo de biomassa (g L™); Mo e Mr (g) a massa inicial e final do filtro,

respectivamente e V o volume de amostra filtrado (L).

4.3.2 Taxa de crescimento especifico

O calculo das velocidades especificas de crescimento seguiu 0 método geométrico de
Leduy e Zajic (1973). A taxa maxima de crescimento (p; h™) e o tempo de geracéo celular (tg;
h) foram estimados por meio de regressao linear do comportamento semilogaritmico dos dados
observados na fase de crescimento exponencial (Equacgéo 5) (Han et al., 2015). O valor de pmax

foi obtido pelo coeficiente angular da equagao de melhor ajuste.

InXs—InX ~

_ (InX;=InXo) EQUACAO 5
tf—t()

sendo Xo e Xt (g L™?) a concentragdo de biomassa inicial e final, respectivamente, e toe t (d) o

tempo inicial e final da fase de crescimento exponencial, respectivamente.
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4.4 EXTRACAO E QUANTIFICACAO POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

4.4.1 Quantificacdo de pigmentos: clorofilas e carotenoides

Para estimar o teor de pigmentos que envolve clorofila a (Cla), clorofila b (Clb) e
carotenoides totais (CT), adaptou-se as metodologias propostas por Wagner, Steinweg e Posten
(2016) e Ritchie (2006), onde 5 mL do cultivo de microalgas foi coletado e centrifugado a 3500
rpm por 5 min em centrifuga modelo SL-5M (Spinlab), sendo o sobrenadante descartado. A
biomassa residual resultante da centrifugacao foi ressuspensa com agua destilada e deionizada
e novamente centrifugada para remocao de possiveis impurezas. Descartou-se 0 sobrenadante
e a biomassa residual foi congelada a -15 °C por 24 h. Apos descongelamento, adicionou-se a
amostra 5 mL de solucéo de metanol (99,8%) e a mistura permaneceu refrigerada a 4 °C por 30
min protegida da luz. Para causar a ruptura da membrana celular, a mistura ficou em repouso
por 20 min em banho ultrassénico, sendo posteriormente centrifugada a 3500 rpm por 5 min.
Repetiu-se o processo até total descoloracdo da biomassa (ver Figura B.1 — Apéndice B). O
sobrenadante foi transferido para um tubo falcon protegido da luz, e teve sua absorbancia
mensurada em espectrofotdmetro nos seguintes comprimentos de onda: 470; 652,4 e 665,2 nm,
contra um branco de metanol (99,8%). Estimou-se as concentragGes de pigmentos (ug mL™) de

acordo com as Equacdes 6, 7 e 8 (Lichtenthaler; Buschmann, 2001):

Cla = (16,72 .Age52) - (9,16 . Agsz.4) EQUACAO 6
Clb = (34,09 .A4s524) - (15,28.A¢652) EQUACAO 7
CT = (1000. A47¢ - 1,63 . Cla - 104,96.Clb) EQUA(;AO 8

221

sendo Cla clorofila a (ng mL™); Clb clorofila b (ng mL™); CT carotenoides totais (ng mL™);

Ass2,4 absorbancia em 652,4 nm; Ases,2 absorbancia em 665,2 nm; Aa7o absorbancia em 470 nm.

4.5 MEDICOES ANALITICAS

4.5.1 Extracgdo e quantificacdo do teor de lipideos

Para mensurar o teor lipidico, utilizou-se a metodologia proposta por Bligh e Dyer
(1959), modificada por Chen et al. (2012). Os ensaios realizados em triplicata consistiram na
pesagem de 0,1g de amostra de microalga seca (X), misturada a 5 mL de cloroférmio/metanol

(1:2, viv) que ficou sob agitacdo a 65 °C por 1 hora em incubadora shaker com agitagao orbital
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refrigerada (SL — 221 (SOLAB)). A mistura foi centrifugada a 3500 rpm por 5 min. Coletou-se
0 sobrenadante e a biomassa residual foi centrifugada mais duas vezes e juntou-se as trés
aliquotas de sobrenadante. Adicionou-se cloroférmio e solugéo de cloreto de sodio 1% de modo
que o volume final resultasse na proporcao 1:1:0,9 (cloroférmio/metanol/cloreto de sodio). A
solucdo permaneceu em repouso até separar as fases e entdo foi transferida para um recipiente
de massa conhecida (P1) (ver Figura B.2 — Apéndice B). As amostras foram secas em estufa a
60 °C até obtencédo de peso constante. O recipiente teve novamente sua massa aferida (P2), e o
teor de lipideos foi determinado pela diferenca de massa entre P2 e P1 relacionado a quantidade
de biomassa seca utilizada para a extracdo. O teor total de lipideos foi calculado como uma

porcentagem do peso seco das microalgas, como mostra a Equacao 9:
Teor de lipideos = @ .100 EQUACAO 9

sendo P1 a massa do recipiente vazio (g); P2 a massa do recipiente com a amostra ap0s secagem

(9) e X a quantidade de biomassa seca utilizada (g).

4.6 — EXPERIMENTOS

4.6.1 EXPERIMENTO 1 — AVALIACAO DA CINETICA DE CRESCIMENTO APOS A
SUPLEMENTACAO DE MICRONUTRIENTES

Para avaliar a cinética de crescimento concomitante ao efeito da suplementacdo de
micronutrientes na producdo de biomassa, lipideos e pigmentos, a microalga PPEQ-08
(Desmodesmus sp.) foi cultivada em meio BG-11 por vinte dias em um cultivo que ndo recebeu
suplementacdo extra de micronutrientes (Cultivo 1) e em outro cultivo em meio BG-11 que
recebeu a interferéncia na quantidade de 1 mL de solucdo de micronutrientes ao quinto dia
(Cultivo 2). Ambos os cultivos foram realizados em duplicata, em erlenmeyers de 1 L. Na

Tabela 5 apresenta-se 0s parametros monitorados durante os cultivos.

Tabela 5 - Condicdes de cultivo de Desmodesmus sp. relativos aos ensaios sem (Cultivo 1) e com
(Cultivo 2) suplementacéo de micronutrientes

Parametros Cultivo 1 (DP) Cultivo 2 (DP)
Temperatura (°C) 28 (1) 29 (1)

pH 7,30 (0,10) 7,31 (0,16)
CO2 (%) 3(0) 3(0)
Iluminacdo - lux = umol m?s! 8085 = 109 (177) 7972 = 108 (165)

Os valores de desvio padrdo amostral — DP estdo apresentados entre parénteses.
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A concentracdo de biomassa foi aferida diariamente. Nos dias quatro, oito, doze,
dezesseis e vinte foram realizadas analises de pigmentos e lipideos. Os resultados foram
analisados estatisticamente por meio do Software Statistica quanto: (i) Analise de Variancia a

90% de nivel de confianca; e (ii) Teste Tukey com 90% de nivel de confianca.

4.6.2 EXPERIMENTO 2 — SELECAO DA FONTE DE LUZ

Durante dezesseis dias, a cepa PPEQ-08 (Desmodesmus sp.). foi cultivada em meio BG-
11 em provetas de 500 mL sob fotoestimulacdo de quatro diferentes faixas espectrais (cores):
visivel (Vi), azul (Az), vermelha (Vm) e verde (Vd). A Tabela 6 apresenta as informag6es dos

parametros monitorados durante os cultivos para cada faixa espectral.

Tabela 6 - Condicdes de cultivo da Desmodesmus sp. em diferentes faixas espectrais.

Faixa espectral
Parametros Visivel (DP) Azul (DP) Vermelha (DP) Verde (DP)
Temperatura (°C) 27 (1) 30 (1) 27 (1) 27 (1)
pH 7,52 (0,22) 7,61 (0,17) 7,53 (0,18) 7,50 (0,25)
CO2 (%) 3(0) 3(0) 3(0) 3(0)
lluminacdo - lux 327 (32) 321 (33) 315 (30) 321 (32)

Os valores de desvio padrdo amostral — DP estdo apresentados entre parénteses

A concentracdo de biomassa foi aferida diariamente. Nos dias doze e dezesseis foram
realizadas analises de pigmentos e lipideos. Os resultados foram analisados estatisticamente por
meio do Software Statistica quanto: (i) Analise de Variancia a 90% de nivel de confianca; e (ii)

Teste Tukey com 90% de nivel de confianca.

4.6.3 EXPERIMENTO 3 — AVALIACAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DOS
MACRONUTRIENTES NITRATO DE SODIO E FOSFATO DE POTASSIO

Construiu-se o planejamento experimental fatorial 32 para avaliar os efeitos de
diferentes concentracGes de nutrientes sobre a biossintese de bioprodutos de PPEQ-08
(Desmodesmus sp.). Investigou-se a influéncia das variaveis independentes (nitrato de sodio
(NaNO3) e fosfato de potéssio dibasico (KoHPO4)) em diferentes niveis: superior (+1), médio
(0) e inferior (-1) sobre as variaveis dependentes lipideos e pigmentos (Tabela 7). Os valores

das variaveis independentes foram definidos por testes preliminares, tendo como referencial
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utilizado para determinacdo dos niveis a composic¢ao do meio BG-11 (Tabela 3), de modo que,
o nivel zero foi a formulacao original, e os niveis superiores e inferiores foram variacfes dessa

formulacéo.

Os planejamentos foram definidos por doze experimentos executados de forma
aleatoria, onde as duas variaveis independentes variaram em um fatorial 32, sendo trés

experimentos realizados no ponto central, conforme apresentado na Tabela 8.

A significancia estatistica do modelo ajustado aos dados experimentais foi avaliada pelo
teste F ao nivel de 10%. A qualidade do ajuste foi verificada pelo coeficiente de determinagéo
(R?), pelo coeficiente de determinacdo ajustado (R%just) € pela analise grafica dos residuos:
distribuicdo da probabilidade normal dos residuos; residuos em fungdo dos valores preditos;
valores observados em funcéo dos valores preditos e residuos em funcdo do nimero do ensaio

experimental.

O modelo polinomial de segunda ordem, apresentado pela Equagdo 10 (Montgomery,
2012), foi utilizado para o ajuste dos dados experimentais da varidvel resposta (lipideos e

pigmentos), os quais foram submetidos a analise de variancia — ANOVA.

K K k
Y:BO+Zquj+ZBjjqj2+ZZBijqiqj + €
= =

i<j

EQUACAO 10

Sendo Y a variavel dependente predita pelo modelo de regressdo; g os coeficientes do
modelo representando os termos lineares (f;), quadraticos (Bj) e de interacdo (Bi) entre as
variaveis independentes (s, g2) definidas como variaveis de projeto; k corresponde ao nimero

de variaveis independentes e & ao erro experimental.

Tabela 7- Concentracdes das variaveis independentes estudadas e niveis de variacdo

Nivel (-1) Nivel (0) Nivel (+1)
Solucéo Solucéo Solucéo
Variaveis Quant. Estoque Final Estoque Final Estoque Final
(mLL? | (@200mL™* | (mM) | (9200 mL* | (mM) | (g200 mL? | (mM)
de HZO) de HZO) de Hzo)
(NaNOs) 10 5 2,94 30 17,65 55 32,35
(K2HPO,) 10 0,2 0,05 0,8 0,23 14 0,40
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Tabela 8 — Matriz do planejamento experimental fatorial 32

_ Variaveis
Experimento

N F
1 -1 -1
2 -1 0
3 -1 +1
4 0 -1
5 0 0
6 0 +1
7 +1 -1
8 +1 0
9 +1 +1
10 (PC) 0 0
11 (PC) 0 0
12 (PC) 0 0

NOTA: N - Nitrato de s6dio (NaNQOs): F - Fosfato de potassio (K:HPQO,); Ponto Central (PC).

Os experimentos tiveram duracdo de dezesseis dias em provetas de 500 mL sob
monitoramento das condi¢fes de cultivo apresentadas na Tabela 9. Em comparagdo com o
Experimento 2 (item 4.6.2), a intensidade luminosa do Experimento 3 foi elevada a fim de

causar um estresse luminoso.

A concentracdo de biomassa foi aferida diariamente. No décimo sexto dia de cultivo
foram realizadas andlises de pigmentos e lipideos.
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Tabela 9 - Condicdes de cultivo dos experimentos realizados no planejamento experimental fatorial 32

Parametros
E i to@ T t H CO; lluminagédo em faixa
e eml[(308(51 e P (%) espectral vermelha - lux
(BP)
1(N5,F0,2) 27 7,63
3) (0,31)
2(N5,F0,8) 27 7,66
3) (0,32)
3(N5,F14) 27 7,69
3) (0,32)
4 (N 30,F0,2) 27 7,73
3) (0,33)
5 (N 30, F 0,8) 27 7,74
3) (0,36)
6 (N30, F1,4 27 7,76
( : (2) (0,33) 3(0) 1932 (181)
7(N55,F0,2) 27 7,71
3) (0,33)
8 (N 55, F 0,8) 27 7,75
3) (0,33)
9 (N 55, F 1,4) 27 7,78
3) (0,34)
10 (N 30, F 0,8) 27 7,76
3) (0,34)
11 (N 30, F0,8) 21 7,75
(2) (0,36)
12 (N 30, F 0,8) 27 7,81
(2) (0,38)

Nota: Os valores de desvio padrdo amostral — DP estdo apresentados entre parénteses;
@ Quantidades (g) de nitrato de sodio (N) e fosfato de potassio (F).

4.6.3.1 Validacéo das respostas experimentais

Os modelos de regressdo ajustados as respostas experimentais foram validados
separadamente pela funcdo desejabilidade cujo objetivo foi a obtencdo de um modelo capaz,
matematicamente, de maximizar a producdo de lipideos e pigmentos por parte da microalga
PPEQ-08 (Desmodesmus sp.), tendo em vista os limites das varidveis independentes definidas

no planejamento experimental fatorial 32.

O procedimento matematico foi realizado com o uso do Software Statistica. A
desejabilidade variava entre 0 e 1 conforme limitagbes impostas pelos valores minimo e
maximo, respectivamente, das variaveis dependentes obtidos experimentalmente. Ao passo que
cada resposta se torna mais desejavel, a desejabilidade aproxima-se de 1. Optou-se por realizar
uma funcdo desejabilidade individual (Equacdo 11) para a producéo de lipideos e uma funcao
desejabilidade global (Equacédo 12) para a producdo de pigmentos, envolvendo clorofilaaeb e

carotenoides totais, pois, de acordo com os resultados obtidos, as maiores concentracOes de
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lipideos e pigmentos correspondiam aos extremos opostos das varidveis independentes, de

modo que, a juncao destes resultaria numa baixa desejabilidade global.

0 Y; <L N
die d(Yi—L S L<Y, EQUAGAO 11
o (T—L) W>T
1

1
sendo di a desejabilidade individual da resposta experimental “i”’; m 0 nimero de respostas; Yi
o valor da resposta “i”; L 0 valor minimo da resposta experimental; T o valor alvo maximo da

resposta experimental e s 0 peso igual a 1 para todas as respostas.

O perfil das respostas (Yi) foi apresentado em funcdo das varidveis independentes por
meio de gréficos bidimensionais relacionados ao perfil desejabilidade individual e global da

variavel dependente.

5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTO 1 — AVALIACAO DA CINETICA DE CRESCIMENTO APOS A
SUPLEMENTACAO DE MICRONUTRIENTES

5.1.1 Concentracdo de biomassa e taxa de crescimento especifico

Ao longo de vinte dias a concentracdo de biomassa foi mensurada diariamente. Ao
observar a Figura 11, verifica-se que os cultivos da cepa PPEQ-08 (Desmodesmus sp.)
apresentaram crescimento cinético similar até o quinto dia, momento em que ocorre a
suplementacdo de micronutrientes, a partir do qual ocorre diferenciacdo para acumulo da
biomassa. As maximas concentracdes de biomassa de PPEQ-08 obtida nos experimentos sem
(Cultivo 1) e com (Cultivo 2) suplementagdo de micronutrientes foram de 3,74 g L™ e 4,45 g
L, atingidos respectivamente no décimo quarto dia e décimo nono dia de cultivo. Ambos os
cultivos apresentaram valores de biomassa maiores que os relatados por Zhao et al., (2019) que
cultivaram Desmodesmus sp. ZFY atingindo 2,06 g L™ de biomassa em meio de cultura BG-
11.
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Nota: Dados apresentados com desvio padrdo amostral.
Figura 11 - Concentracéo de biomassa de Desmodesmus sp. em cultivos sem (Cultivo 1) e com
(Cultivo 2) suplementagdo de micronutrientes

A Figura 12 apresenta as taxas de crescimento especifico para os cultivos realizados no

experimento. Para os cultivos 1 e 2, a taxa maxima de crescimento foi de 0,05 h? e 0,04 h'eo

tempo de duplicagéo celular foi de 12,40 h e 17,36 h, respectivamente.
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Figura 12 - Taxa de crescimento especifico de Desmodesmus sp. em cultivos sem (Cultivo 1) e com
(Cultivo 2) suplementagéo de micronutrientes

5.1.2 Teste de comparagdo de medias com biomassa

A Figura 13 apresenta os valores médios de producdo em biomassa e Teste Tukey onde

0s resultados sugerem incremento gradativo de biomassa a partir da suplementacdo de

micronutrientes ao cultivo da cepa PPEQ-08 (Desmodesmus sp.), o qual foi significativamente
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superior ao tratamento sem suplementacao.

O Teste Tukey aponta médias estatisticamente iguais para as producdes do décimo sexto
e vigésimo dia, indicando que para obtencdo do maior rendimento em biomassa, o cultivo

poderia ter sido encerrado ao décimo sexto dia.
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Nota: Dados apresentados com desvio padrdo amostral; médias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente (p-valor <0,1) pelo Teste Tukey.
Figura 13 - Efeitos dos tratamentos em cultivos sem (Cultivo 1) e com (Cultivo 2) suplementacdo de
micronutrientes na concentragdo de biomassa de Desmodesmus sp.

5.1.3 Teor lipidico

A biomassa microalgal foi coletada a cada quatro dias e submetida a extracdo para
medicdo do teor lipidico. Conforme apresentado na Figura 14, exceto para o quarto dia em que
ainda ndo havia interferéncia e para o vigésimo dia, a biomassa obtida dos cultivos sem
suplementacdo de micronutrientes apresentou um teor lipidico por peso seco maior quando
comparado ao teor apresentado pelos cultivos que a receberam. A producédo de lipideos aparenta
ciclicidade, com reducéo gradativa de teor do dia quatro ao dia dezesseis, e aumento do dia
dezesseis ao vinte. Nas condi¢cdes em que os experimentos foram realizados, tais resultados
apontam que a suplementacdo de micronutrientes inibiu/reduziu a producdo lipidica nos dias
oito e dezesseis, efeito contrario ao observado na producao de biomassa nos dias doze, dezesseis
e vinte (Figura 13), entretanto, os resultados do teor de lipideos mensurados no quarto dia de
cultivo, previamente a suplementacdo de micronutrientes, sugerem que esta diferenca lipidica
tem origem em outro fator ndo controlado. Os maiores teores lipidicos alcangados apos a
interferéncia ocorreram no vigésimo dia atingindo 32,46% (1.C. 90% 32,35 — 32,57) e 32,48%
(1.C. 90% 32,44 — 32,51) para os cultivos 1 e 2, respectivamente.
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Nota: Dados apresentados com desvio padrdo amostral.
Figura 14 - Rendimento lipidico de Desmodesmus sp. em cultivos sem (Cultivo 1) e com (Cultivo 2)
suplementagdo de micronutrientes

5.1.4 Teste de comparacdo de médias com lipideos

Pela comparacdo dos valores médios para rendimento lipidico entre os cultivos,
empregando-se Teste Tukey (10%), constata-se pela Figura 15, diferenca significativa ao longo
do cultivo. As maiores médias para o teor de lipideos foram detectadas no vigésimo dia, sendo
independentes em relacdo a suplementacdo adicional de micronutrientes, ou seja, ndo se
diferenciaram estatisticamente em teor lipidico pelo Teste Tukey, dispensando assim, a

suplementacdo de micronutrientes.
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Nota: Dados apresentados com desvio padrao amostral; médias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente (p-valor <0,1) pelo Teste Tukey.
Figura 15 - Efeitos dos tratamentos em cultivos sem (Cultivo 1) e com (Cultivo 2) suplementacédo de
micronutrientes no teor lipidico de Desmodesmus sp.



46

5.1.5 Teor de pigmentos

Os valores médios para acumulo de pigmentos na cepa PPEQ-08, apresentados na
Figura 16, apontam que o Cultivo 2, que recebeu a suplementacao de micronutrientes ao quinto
dia, apresentou os maiores picos para producdo de pigmentos. A maior producéo de clorofila a
(Cla) para o Cultivo 1 foi de 54,24 pg mL™ (1.C. 90% 54,20 — 54,29) no décimo segundo dia,
enquanto para o Cultivo 2, a producdo foi de 61,19 pg mL™* (1.C. 90% 51,72 — 70,65) no oitavo
dia de cultivo. A maior produc&o de clorofila b (Clb) para o Cultivol foi de 39,03 pg mL™ (I.C.
90% 38,75 — 39,30) no vigésimo dia, enquanto para o Cultivo 2, a producéo foi de 54,41 ug
mL (1.C. 90% 44,86 — 63,96) ocorrendo no oitavo dia de experimento. A maior producdo de
carotenoides totais (CT) aconteceu no décimo segundo dia de experimento, atingindo 16,19 pg
mL?(1.C. 90% 15,15 — 17,23) e 18,07 pug mL* (1.C. 90% 17,18 — 18,95) para os Cultivos 1 e

2, respectivamente. O vigesimo dia de cultivo ndo apresentou valores de CT.
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Nota: Dados apresentados com desvio padrdo amostral.
Figura 16 - Producdo de pigmentos de Desmodesmus sp. em cultivos sem (Cultivo 1) e com (Cultivo
2) suplementacéo de micronutrientes
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5.1.6 Teste de comparagdo de médias com pigmentos

A andlise de variancia para os cultivos 1 e 2 apresentada na Tabela 10 foi realizada para
os dias quatro, oito, doze, dezesseis e vinte. A analise sugere diferenca significativa do teor de
pigmentos (p-valor < 0,1) entre os tratamentos que envolvem Cla, Clb e CT entre os dias de

cultivo.

Tabela 10 - ANOVA (o =0,1) com os resultados de pigmentos obtidos a partir dos cultivos de
Desmodesmus sp. em meio BG-11 entre os tratamentos

Fator G.L SQ QM Fcalc p-valor
Cla 9 5500,282 611,142 180,927 0
Erro 10 33,778 3,377 - -

Total 19 5534,060 - - -
Clb 9 2974,149 330,461 55,366 0
Erro 10 59,685 5,968 - -

Total 19 30,33835 - - -
CT 9 714,219 79,357 310,784 0
Erro 10 2,553 0,255 - -

Total 19 716,772 - - -

G.L: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: soma de quadrados médios; Fcaic: F calculado.

A Figura 17 apresenta os valores médios das producdes de pigmentos e teste Tukey.
Para Cla, o Cultivo 1 apresenta queda na producdo do pigmento a partir do dia quatro. Para o
Cultivo 2, as médias apontam queda em sua produtividade, exceto para o dia oito, logo, observa-
se uma tendéncia de reducdo de Cla com o aumento do tempo de cultivo. Apds a suplementacéo
de micronutrientes, o Cultivo 2 apresentou, no oitavo dia, a maior média de producdo para Cla.
Para Clb, ap6s a suplementacdo de micronutrientes, o Cultivo 2 apresentou aumento
estatisticamente consideravel em sua producdo no oitavo dia, mas apresentou queda em sua
producdo a partir de entdo, com médias iguais e inferiores comparado ao Cultivo 1. Para CT,
as maiores producdes para os Cultivos 1 e 2 ocorreram no décimo segundo dia de experimento,
e as médias ndo se diferenciaram estatisticamente pelo teste Tukey para ambos os tratamentos.
A partir do oitavo dia de cultivo, para Cla, Clb e CT, nota-se que a suplementacdo de
micronutrientes ndo ocasionou aumento em suas produtividades, pois, algumas médias ndo se
diferenciaram estatisticamente pelo teste entre os tratamentos e outras apresentaram menor
produtividade para o Cultivo 2. No Apéndice C é possivel visualizar a Tabela C.1, que contém
os valores médios de producdo de pigmentos para ambos os cultivos durante todos os dias

analisados.
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Nota: Dados apresentados com desvio padrdo amostral; médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente

(p-valor <0,1) pelo Teste Tukey.
Figura 17 - Efeitos dos tratamentos em cultivos sem (Cultivo 1) e com (Cultivo 2) suplementacdo de
micronutrientes na produgéo de pigmentos de Desmodesmus sp.

5.1.7 Sintese do Experimento 1

A cepa PPEQ-08, identificada como microalga Desmodesmus sp. foi avaliada quanto ao
seu crescimento em biomassa, producdo de lipideos e para os teores de clorofilas a e b e
carotenoides totais, a partir do seu cultivo em meio BG-11 por vinte dias, com e sem
suplementacdo de 1 mL da solucdo de micronutrientes no quinto dia. Os resultados sugerem
que o tratamento com suplementacdo de micronutrientes resultou em maior concentragdo de
biomassa. Para lipideos, o cultivo que recebeu a suplementacdo obteve um teor percentual
menor e ao fim do se igualou estatisticamente em rendimento ao cultivo que ndo recebeu a
interferéncia. Para CT, o cultivo que recebeu a suplementacdo de micronutrientes ndo se
diferenciou estatisticamente da maior media de producdo comparado ao cultivo que ndo a
recebeu. Para Cla. e Clb, houve um pico isolado de producéo para o cultivo que recebeu a
suplementacédo, entretanto, com o decorrer do tempo, ele apresentou quedas muitas vezes
superiores de produgcdo comparado ao cultivo que ndo recebeu a interferéncia. Para os proximos

experimentos, optou-se por desenvolver os cultivos sem suplementacdo de micronutrientes
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durante dezesseis dias e coletar amostras no décimo segundo dia de cultivo para serem

submetidas as analises de lipideos e pigmentos.

5.2 EXPERIMENTO 2 — SELECAO DA FONTE DE LUZ

5.2.1 Concentracdo de biomassa e taxa de crescimento especifico

Pela comparacdo do acimulo de biomassa da cepa PPEQ-08, submetidas as faixas
espectrais do visivel (Vi), azul (Az), vermelha {Ym) e verde (Vd), constatou-se que o cultivo
realizado em espectro azul, resultou em valor de maior magnitude (3,673 g L) (Figura 18).
Para os cultivos realizados nos espectros do vermelho, visivel e verde, houve reducdo do
acumulo de biomassa, atingindo-se 1,985 g L™, 1,459 g L™ e 0,739 g L%, respectivamente. A
luz azul promove reagdes consideraveis e interessantes no metabolismo damicroalga, como
maior penetracdo no cultivo do que qualquer outra cor; a clorofila a possui um acentuado pico
de absorgéo na faixa azul do espectro de luz, e ainda influencia na ativagdode enzimas e vias

metabdlicas por meio dos fotorreceptores de luz azul (Lehmuskero; Chauton;Bostrom, 2018).
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Nota: Dados apresentados com desvio padrdo amostral; Visivel (Vi); Azul (Az); Vermelho (Vm); Verde (Vd).
Figura 18 - Concentragéo de biomassa de Desmodesmus sp. em diferentes faixas espectrais

Asuthkar et al., (2016) cultivaram Chlorella Pyrenoidosa em meio BG-11 sob
fotoestimulagdo de LED’s nas cores vermelha (480 lux), verde (450 lux), azul (1663 lux) e
visivel (1986 lux), obtendo maior crescimento da microalga na luz azul. Devido a composi¢édo
do pigmento e espectros de absor¢do, normalmente a luz azul e vermelha promovem maiores

taxas de crescimento e acimulo de biomassa nas microalgas, quando comparadas as cores verde
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e amarela, exceto para espécies com ficobilinas (Lehmuskero; Chauton; Bostrém, 2018).

A Figura 19 apresenta a taxas de crescimento especifico para os cultivos realizados em
cada faixa espectral. Para o cultivo realizado em espectro visivel, a taxa maxima de crescimento
foi de 0,031 h™! e o tempo de duplicagdo celular foi de 22,67 h. Para o cultivo em espectro
vermelho, a taxa maxima de crescimento foi de 0,052 h™! e o tempo de duplicagdo celular foi
de 13,28 h. O espectro azul resultou no melhor cultivo de crescimento com taxa especifica de
0,102 h' e tempo de duplicacio celular de 6,80 h. Em contrapartida, o espectro verde foi o que
apresentou a menor taxa de crescimento especifico e o maior tempo de duplicacédo celular, com
0,021 h'e 33,64 h, respectivamente. Atta et al., 2013 cultivaram Chlorella vulgaris em luz de
LED azul e luz fluorescente branca e alcangaram méaxima taxa de crescimento especifico de

1,26 d no cultivo realizado em espectro azul sob intensidade luminosa de 200 pumol m? s,
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Nota: Visivel (Vi); Azul (Az); Vermelho (Vm); Verde (Vd).
Figura 19 - Taxa de crescimento especifico de Desmodesmus sp. em diferentes faixas espectrais

5.2.2 Teor lipidico

A biomassa utilizada na analise lipidica foi coletada no décimo segundo e décimo sexto
dia de cultivo. A Figura 20 apresenta os valores médios das produc¢des nos dias analisados com
o desvio padrdo amostral. E possivel observar que no décimo segundo dia o maior rendimento
lipidico pertenceu ao cultivo realizado em espectro verde, e no décimo sexto dia, esse
rendimento pertenceu ao cultivo realizado em espectro vermelho. Rai, Gautom e Sharma (2015)
cultivaram Chlorella sp. em espectro visivel (controle), vermelho, amarelo e verde, e obtiveram
o maior rendimento lipidico (0,092 g L), no cultivo realizado em luz vermelha e intensidade
de 2700 lux.



o1

Vim - .
Az
354 Vi .
vd T

Lipideos
(g lipideos g bic)maﬁﬁa-l) (o)

12 16
Tempo (dias)

Nota: Dados apresentados com desvio padrdo amostral; Visivel (Vi); Azul (Az); Vermelho (Vm); Verde
(Vd).
Figura 20 - Rendimento lipidico de Desmodesmus sp. do décimo segundo e décimo sexto dia de
cultivo em diferentes faixas espectrais

5.2.3 Teste de comparacdo de médias com lipideos

A anélise de variancia do rendimento lipidico para os cultivos em diferentes faixas
espectrais (Tabela 11) foi realizada para os dias doze e dezesseis. O p-valor <0,1 resultante da
analise sugere que ndo houve diferenca significativa de rendimento lipidico entre as cores no

décimo segundo dia de cultivo, mas sugere diferenca significativa ao décimo sexto dia.

Tabela 11- ANOVA (o = 0,1) com os resultados de lipideos obtidos a partir do cultivo de
Desmodesmus sp. em diferentes faixas espectrais para o décimo segundo e décimo sexto dia de cultivo

Fator G.L SQ QM Fcaic | p-valor

Lipideos - décimo 3 27,403 9,134 1,066 | 0,456
segundo dia de cultivo

Erro 4 34,249 8,562 - -

Total 7 61,652 - - -
Lipideos - décimo 3 74,836 24,945 69,631 0

sexto dia de cultivo
Erro 4 1,432 0,358 - -
Total 7 76,270 - - -

G.L: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: soma de quadrados médios; Fcaic: F calculado.

A Tabela 12 apresenta as médias de rendimento lipidico entre os tratamentos no décimo
sexto dia e o Teste Tukey. No décimo segundo dia de cultivo ndo houve diferenca estatistica
entre os rendimentos, entretanto, no décimo sexto dia, o cultivo realizado em espectro azul
apresentou o menor rendimento quando comparado aos outros espectros, ou seja, a maior

concentragdo de biomassa ndo resultou necessariamente em maior rendimento lipidico, como
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observado no Experimento 1.

Tabela 12 — Rendimento lipidico médio e Teste Tukey (a.= 0,1) referente ao cultivo de Desmodesmus
sp. em diferentes faixas espectrais para o décimo sexto dia de cultivo

Faixa espectral Rengli_mento Iipl'd_ico (%) r(_eferente ao
décimo sexto dia de cultivo (1.C)
Vermelha 36,96 (90% 35,25 — 38,68) *
Verde 32,62 (90% 31,64 — 33,60) °
Visivel 32,51 (90% 32,37 — 32,65) °
Azul 28,31 (90% 26,62 — 30,00) ©

Nota: Intervalo de confianca (I.C); médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente (p-valor <0,1)
pelo Teste Tukey.

5.2.4 Teor de pigmentos

Observa-se uma dindmica na producao de pigmentos entre os dias doze e dezesseis na
Figura 21. No décimo segundo dia de cultivo os experimentos realizados nas faixas espectrais
azul e vermelha apresentaram as maiores médias de producdo para Cla e Clb; valores de CT
ndo foram observados neste dia para nenhum dos espectros. No décimo sexto dia a faixa
espectral vermelha resultou na maior producéo de Cla e Clb e a faixa espectral azul, na maior
producdo de CT. Os pigmentos diferem entre si em capacidade de absor¢édo de luz: as clorofilas
a e b absorvem significativamente a luz nos comprimentos de onda azul e vermelho (400 a 700
nm), enquanto os carotenoides absorvem a luz principalmente em comprimentos de onda que
variam de 350 a 600 nm (Begum et al., 2015). Quando os niveis de irradiagcdo ultrapassam 0s
limites suportados pelas clorofilas, os carotenoides passam a ser produzidos para protegé-las da
oxidacdo, sugere-se entdo, que no décimo segundo dia, as luzes irradiadas ndo provocaram

estresse fotoquimico em Desmodesmus sp.
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cultivo em diferentes faixas espectrais

5.2.5 Teste de compara¢do de médias com pigmentos

16
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A anélise de variancia (Tabela 13) e o Teste Tukey para a produgdo de pigmentos em

diferentes faixas espectrais foram realizados para o dia dezesseis, onde os valores médios de

CT para os espectros azul e vermelho estdo bem préximos. A andlise sugere diferenca

estatisticamente significativa no teor de pigmentos (p-valor < 0,1) no dia analisado entre todas

as faixas espectrais.

Tabela 13 - ANOVA (o =0,1) com os resultados de pigmentos obtidos a partir do cultivo de

Desmodesmus sp. em diferentes faixas espectrais para o décimo sexto dia de cultivo

Fator G.L SQ QM Fcalc p-valor
Cla 3 380,612 126,870 52,170 0
Erro 4 9,727 2,432 - -

Total 7 390,339 - - -
Clb 3 362,747 120,915 133,307 0
Erro 4 3,628 0,907 - -

Total 7 366,375 - - -
CT 3 20,463 6,821 13,134 0
Erro 4 2,077 0,519 - -

Total 7 22,540 - - -

G.L: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: soma de quadrados médios; Fca: F calculado.

A Tabela 14 apresenta os valores médios das producdes de pigmentos e Teste Tukey do
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dia dezesseis. E possivel observar que as maiores médias produtivas de Cla e Clb pertenceram
aos cultivos realizados em espectro vermelho; para CT, as maiores producdes pertenceram aos
cultivos realizados em espectro azul e vermelho, respectivamente, entretanto, o Teste Tukey
sugere que as médias ndo se diferenciaram estatisticamente entre as cores. Mohsenpour,
Richards e Willoughby (2012), realizaram um experimento com Chlorella vulgaris sob
iluminacdo espectral violeta, amarela, laranja e vermelha; a luz vermelha aumentou
consideravelmente a pigmentacdo de C. vulgaris durante um periodo de quatorze dias,
induzindo a producéo de Cla em 1,29%, em comparagdo ao controle (visivel) de 0,86% e
favorecendo a producdo de Clb em 0,38%, em comparagdo ao controle (visivel) de 0,28%. Ma
etal., (2022) cultivaram Chlorella sorokiniana MB-1 em meio BG-11 sob irradiagdo de LED’s
visivel, azul, verde e vermelho, e concluiram que os carotenoides totais contribuiram para a
absorcéo da luz azul e verde, enquanto a Cla desempenhou um importante papel na absor¢édo

da luz vermelha.

Tabela 14 - Produgdo média de pigmentos e Teste Tukey (o = 0,1) referente ao cultivo de
Desmodesmus sp. em diferentes faixas espectrais para o décimo sexto dia de cultivo

Faixa Producéo de pigmentos (ug mL™) (1.C)
espectral
Cla Clb CT
Vermelha 28,86 25,60 5,09
(90% 26,20 — 31,53) @ (90% 22,38 — 28,83) ? (90% 4,83 — 5,35) @
Visivel 17,79 15,83 3,20
(90% 15,38 — 20,20) © (90% 15,53 — 16,13) © (90% 2,07 — 4,34)
Azul 14,41 8,33 5,15
(90% 8,77 — 20,05) ° (90% 6,20 — 10,45) © (90% 2,24 — 8,05) @
Verde 10,29 10,13 1,26
(90% 9,13 -11,45) ¢ (90% 8,66 —11,61) © (90% 0,99 —1,53)

Nota: Intervalo de confianca (1.C); médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente (p-valor <0,1)
pelo Teste Tukey.

5.2.6 Sintese do Experimento 2

A microalga PPEQ-08 (Desmodesmus sp.) foi avaliada quanto ao seu crescimento em
biomassa, producéo de lipideos, clorofilas a e b e carotenoides totais, a partir do seu cultivo em
meio BG-11 por dezesseis dias nas seguintes faixas espectrais: visivel, azul, vermelha e verde.
Os resultados sugerem maior concentracdo de biomassa e taxa de crescimento especifico no
cultivo realizado em cor azul. Para lipideos, ndo houve diferenca significativa de rendimento
entre 0s espectros no décimo segundo dia, mas no décimo sexto dia o cultivo conduzido em luz
vermelha apresentou maior rendimento lipidico. Para pigmentos, ndo foi observada producéo

de carotenoides totais no décimo segundo dia, e para as clorofilas a e b, exceto para 0s cultivos
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realizados em espectro azul, observou-se uma tendéncia de aumento de produgdo no décimo
sexto dia. A luz vermelha resultou na maior producéo de clorofilas no décimo sexto dia, para
carotenoides totais as maiores producdes ficaram entre as luzes azul e vermelha, entretanto,
ambas ndo apresentaram diferencas significativas entre si pelo Teste Tukey. Logo, diante dos
resultados obtidos, optou-se por conduzir os proximos experimentos em espectro vermelho e
coletar amostras para analises de lipideos e pigmentos no décimo sexto dia de cultivo devido a

maior producdo de ambos neste dia.

5.3 EXPERIMENTO 3 — AVALIACAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DOS
MACRONUTRIENTES NITRATO DE SODIO E FOSFATO DE POTASSIO

5.3.1 Concentracdo de biomassa e taxa de crescimento especifico

A concentracdo de biomassa foi estimada diariamente a partir da densidade dptica
durante dezesseis dias. Em geral, os experimentos (E) limitados nutricionalmente por nitrato
de sodio (N) e fosfato de potassio (F) apresentaram menor crescimento quando comparados aos
experimentos realizados em condigdes repletas destes nutrientes ou em formulag6es originais
(suficientes) do meio BG-11 (Figura 22).

Pancha et al., (2014), cultivaram Scenedesmus sp. CCNM 1077 e observaram reducao
significativa do teor de biomassa quando a concentracdo de nitrato no meio diminuiu de 247
mg Lt para 0 mg L%, atingindo aproximadamente 570 mg L de biomassa na primeira condicao
e aproximadamente 200 mg L de biomassa na segunda condic&o, indicando que a falta de
nitrogénio retardou a atividade metabdlica e a divisdo celular por parte da microalga. Goiris et
al., (2015), também observaram este efeito no rendimento final de biomassa em culturas de
Phaeodactylum tricornutum, Tetraselmis suecica e Chlorella vulgaris. Nas culturas de P.
tricornutum houve queda na quantidade celular devido a limitacdo de nitrogénio e fosforo; nas
culturasde T. suecica o volume celular diminuiu em resposta a limitacdo de ambos os
elementos, entretanto, a quantidade celular ndo foi afetada; para as culturas de C. vulgaris a
limitacdo de fosforo ocasionou redugdo da quantidade de células, enquanto a limitacdo de

nitrogénio resultou em diminui¢des na quantidade e no volume celular.
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Figura 22 - Concentracéo de biomassa de Desmodesmus sp. em diferentes concentragdes nutricionais
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O Experimento 1 (E.1 — N5, FO0,2), realizado em condicGes deficientes de nutricéo,

apresentou a menor média de concentracdo de biomassa ao fim do periodo de cultivo, de

maneira oposta, o E.9 (N55, F1,4), conduzido em condicdes repletas nutricionalmente, obteve

maior concentracdo media de biomassa durante o periodo analisado em relacdo aos outros

experimentos. A Figura 23 apresenta a taxas de crescimento especifico para os experimentos 1

e 9; o E.1 apresentou taxa de crescimento especifico e tempo de duplicagdo celular de 0,063 h

1 11,00 h, respectivamente; o E.9 apresentou taxa de crescimento especifico de 0,076 h' e

tempo de duplicacéo celular de 9,13 h.

Nota: Entre parénteses estdo apresentadas as quantidades (g) de nitrato de sodio (N) e fosfato de potassio (F)

Figura 23 - Taxa de crescimento especifico para os experimentos 1 e 9
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5.3.2 Teor lipidico

Células mantidas sob limitacdo de nitrogénio extracelular tem a quantidade de
triacilgliceréis (TAGs) aumentada, entretanto, essa limitacdo causa uma interrupcdo no
crescimento celular, de modo que, 0 aumento da biomassa passa a depender do acumulo de
reservas intracelulares de nitrogénio (Johnson; Alric, 2013). O fosforo se divide nas células
microalgais de diferentes formas, por exemplo, o polifosfato auxilia no crescimento celular
quando o meio fica desprovido de fosforo, atuando como um elemento reserva e de fonte de
energia. A biomassa utilizada na andlise de lipideos foi coletada no décimo sexto dia de cultivo
e ao analisar a Figura 24, e possivel verificar que o maior rendimento lipidico pertenceu ao
Experimento 1 (E.1 — N5, F0,2) atingindo 43,86%, cuja formula¢do do meio se constituiu dos
niveis inferiores de N e F, seguida do E.2 (N5, F0,8) e E.3 (N5, F1,4) que atingiram 40,40% e
40,10%, respectivamente. Chu etal., (2014) conduziram um estudo com Scenedesmus obliquus
avaliando o efeito do fosforo na producdo de 6leo em condicGes de estresse por deficiéncia de
nitrogénio, e verificaram a maior produtividade de acidos graxos sob condicGes de deficiéncia
de nitrogénio com teor suficiente de fosforo; a produtividade lipidica de S. obliquus na condicao
de nitrogénio deficiente e fosforo suficiente duplicou em comparagdo com niveis suficientes de
ambos os nutrientes, atingindo 24,2 mg L d. Pozzobon et al., (2020) cultivaram Desmodesmus
sp. em meio B3N e identificaram os &cidos oleico e linoleico como sendo os lipideos de
armazenamento desta cepa, pois, a deficiéncia de nitrogénio favoreceu suas produgdes. Ao
cultivarem Chlamydomonas sp. TAI-2 em iluminagdo continua e meio BBM modificado, Wu
et al., (2012) constataram producdo de 1,3 g L™ de biomassa e 25,3% de teor lipidicoe 1,8 g L
! de biomassa e 18% de teor lipidico na concentracdo inicial de 3 e 6 mM de nitrogénio,

respectivamente.
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Nota: Entre parénteses estdo apresentadas as quantidades (g) de nitrato de sodio (N) e fosfato de potassio (F)
usadas em cada experimento.
Figura 24 - Concentracéo de biomassa e rendimento lipidico de Desmodesmus sp. no décimo sexto dia
de cultivo para os doze experimentos realizados

5.3.2.1 Efeitos da composi¢do do meio de cultivo sobre a producdo de lipideos

Os efeitos das variagfes nas concentracdes de nitrato de sddio (N) e fosfato de potassio
(F) no meio BG-11 em relacdo a producdo de lipideos foram estimados ao nivel de 10%,
levando em consideracao a producdo lipidica de PPEQ-08 (Desmodesmus sp.) ho décimo sexto
dia de cultivo. A representatividade dos efeitos significativos (p-valor <0,1) dentro da regi&o
experimental foi averiguada pela estatistica t-Student e analise de variancia — ANOVA. A
relevancia dos efeitos significativos (p-valor <0,1) é apresentada no grafico de Pareto (Figura
25), apontando que as variacdes das concentracdes dos elementos nutricionais realizadas no
presente estudo mostraram-se favoraveis para a producdo de lipideos da microalga PPEQ-08
(Desmodesmus sp.). Nota-se que o fator nitrato de sodio linear ((1)N(L)) foi o0 que apresentou

maior interferéncia, seguido pelo fator fosfato de potassio linear ((2)F(L)).
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Figura 25 - Pareto dos efeitos linear (L), quadratico (Q) e de intera¢des (L;Q) das variaveis
independentes: nitrato de sddio (N) e fosfato de potassio (F) sobre o rendimento lipidico de
Desmodesmus sp.
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A Tabela 15 apresenta a ANOVA aplicada as fontes de variacdo e ajuste do modelo aos

dados experimentais, o nitrato de sddio foi o maior responsavel pelo aumento do rendimento

lipidico de acordo com o valor da soma dos quadrados (SQ =~ 68), seguido pelo fosfato de

potassio (SQ =~ 36).

Tabela 15 - ANOVA dos fatores de variagdo e do modelo de regresséo ajustado aos dados de

rendimento lipidico obtidos no cultivo de Desmodesmus sp.

Fator G.L SQ QM Fealc p-valor
(DN(L) 1 68,427 68,427 28,277 0
N(Q) 1 13,144 13,144 5,431 0,10
(2)F(L) 1 35,946 35,946 14,854 0
F(Q) 1 13,126 13,126 5,424 0,10
1L;2Q 1 2,677 2,677 1,106 0,37
1Q;2L 1 2,650 2,650 1,095 0,37
Regressdo 6 135,97 22,661 12,670 0
Falta de ajuste 2 1,683 0,841 0,347 0,73
Erro puro 3 7,259 2,419 - -
Residuo 5 8,942 1,788 - -
Total 11 144,915 - - -

G.L: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: soma de quadrados médios; Fcai: F calculado; L: linear; Q:

quadratico.
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Durante o processo de ajuste do modelo de regressao, alguns efeitos ndo significativos
(p-valor <0,1) foram excluidos conforme o critério de melhor coeficiente de determinacéo
ajustado (R%just), porém, alguns efeitos ndo significativos permaneceram, pois foram
fundamentais para descrever o processo. Considerou-se apenas as simulagdes que atendiam aos
pressupostos: normalidade, homoscedasticidade, independéncia e aleatoriedade dos residuos
para a avaliacdo da qualidade do ajuste, considerando a boa correlacdo entre os valores preditos

e observados, de acordo com o coeficiente de determinagéo (R?).

O rendimento lipidico de PPEQ-08 (Desmodesmus sp.) pode ser estimado pela Equagéo
13, desde que as condigOes operacionais e as variagdes das concentracdes de nutrientes do meio
de cultivo BG-11 estejam dentro da faixas experimentais adotadas no planejamento
experimental fatorial 32 (ver item 4.6.3). O modelo de regresséo foi validado pelo teste F (Fcaic
= 12,67) ao nivel de 10%. Pela distribuicdo de F, o0 modelo apresentou representatividade
estatisticamente significativa (p-valor ~ 0,006), segundo os graus de liberdade da regressao e

do residuo do ajuste (Frabow:s:5 = 3,40).

Yiipideos %) = 48,94 — 0,34x; — 14,25x, + 6,322 EQUACAO13

A variabilidade experimental do rendimento lipidico obtida no décimo sexto dia de
cultivo foi bem representada pelo modelo (R%just. = 0,87). A variabilidade dos dados lipidicos
que ndo pdde ser explicada pela regressdo foi <1%, apresentando falta de ajuste néo
significativo (p-valor = 0,731). De acordo com os dados obtidos no planejamento, o erro devido

as flutuacdes aleatorias representou 8,29% (erro puro = 2,41).

Uma verificacdo do comportamento dos residuos e representatividade do modelo
ajustado aos dados experimentais esta sendo apresentada na Figura 26. Os residuos de ajuste
seguem uma distribuicdo normal dentro do intervalo (-2,0; +2,0) (Figura 26.a) e sdo
independentes, conforme distribuicdo aleatoria (Figura 26.d), ndo apresentando tendéncia nas
flutuagdes experimentais. A relagdo entre os valores observados versus preditos (Figura 26.c)
aponta adequada representatividade do modelo (R2 = 0,94). A variancia dos residuos pode ser
considerada homogénea, indicando que os valores preditos ndo foram tendenciosos, de acordo

com a disperséo dos pontos (Figura 26.b).
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Figura 26 - Avaliacéo grafica dos residuos de ajuste ao modelo aos dados de rendimento lipidico: (a)
Normalidade dos residuos; (b) Homoscedasticidade dos residuos versus valores preditos pelo modelo;
(c) Correlacéo entre os valores preditos e observados; (d) Independéncia dos residuos versus ensaio
experimental.

A superficie e contorno de resposta (Figura 27) foram simuladas pelo ajuste do modelo
de regressdo (Equacdo 13) variando-se as concentragdes de N e F dentro da faixa de
experimentacdo do planejamento experimental fatorial 32. O maior rendimento lipidico da
microalga PPEQ-08 (Desmodesmus sp.) nas condi¢des experimentais realizadas, € predito em

meio BG-11 com 5 g de N e aproximadamente 0,05 g de F.
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Figura 27 - Superficie e contorno da resposta rendimento lipidico (%) de Desmodesmus sp. obtida por
meio das variacOes de nitrato de sodio e fosfato de potassio
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A condicdo experimental em que o meio BG-11 tera 5 g de N e 0,2 g de F foi

determinada como sendo a que proporcionard maior rendimento lipidico pela fungéo objetivo

(Figura 28), cuja desejabilidade foi de 1,00 e a condicao prediz um rendimento lipidico de 44,7

%.
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Lipideos (%)

Figura 28 - Perfis dos valores preditos pela funcéo desejabilidade para maximizacao de lipideos

5.3.2.3 Respostas experimentais de lipideos nas condi¢@es de maximizacao

A predicdo realizada com a simulacdo do modelo de otimizacdo foi de 44,7 % de

rendimento lipidico em cultivos realizados em meio BG-11 com 5 g de N e 0,2 g de F,

atendendo a funcéo desejabilidade = 1,00 (Figura 28). Assim, os cultivos de valida¢do foram

realizados em triplicata durante dezesseis dias, tendo sua concentragéo de biomassa diariamente

aferida (Figura 29) nas condicGes experimentais preditas pelo modelo, cujo resultado do
rendimento lipidico foi de 40, 20% (1.C. 90% 39,17 — 41,22).
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Figura 29 - Concentracéo de biomassa de Desmodesmus sp. nas condi¢des de maximizagao para
lipideos

5.3.3 Teor de pigmentos

A biomassa utilizada na analise de pimentos foi coletada no décimo sexto dia de cultivo.
Os valores médios das producdes de clorofilas e carotenoides estdo apresentados na Figura 30;
a maior producdo de Cla e CT pertenceu ao Experimento 8 (E.8 — N55, F0,8), atingindo 51,95
g mLte 18,66 pg mL?:, respectivamente; para Clb a maior produgéo foi de 17,69 pg mL™?
pertencendo ao E.6 (N30, F1,4). Nota-se que as menores producdes de pigmentos pertenceram
aos cultivos com pelo menos um nivel inferior (-1) de concentracdo de nutriente. No Apéndice
C, a Tabela C.2 apresenta os valores de producdo de pigmentos para cada experimento

realizado.

O nitrogénio é o elemento mineral mais requerido pelas plantas, atuando como um
constituinte de diversos componentes vegetais, incluindo a clorofila. A deficiéncia de
nitrogénio rapidamente inibe o crescimento vegetal, e caso essa deficiéncia persista, as chances
de espécies apresentarem clorose (amarelecimento das folhas) sdo grandes (Taiz; Zeiger, 2004).
Pancha et al., (2014), cultivaram Scenedesmus sp. CCNM 1077 e observaram que a diminuicao
da concentrac&o de nitrato de 123 mg L para 0 mg L™ provocou consideravel reducéo de Cla
de 7,03 para 1,89 pg mL%; Clb de 4,20 para 0,87 pg mL™* e CT de 1,54 para 0,64 pg mL™.
Moussa et al., (2017), realizaram um estudo com Tetraselmis marina em meio de cultivo /2 e

observaram uma reducdo nos conteudos de clorofilas a e b em meio com deplecéo de nitrato e



64

fosfato, verificaram, ainda, uma correlagéo positiva entre 0 aumento do fosfato no meio e o teor
de carotenoides, comportamento também observado por Martins et al., (2011) ao avaliarem 0s

efeitos da disponibilidade de nitrato e fosfato em Hypnea musciformis.
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usadas em cada experimento.
Figura 30 - Producdo de pigmentos de Desmodesmus sp. no décimo sexto dia de cultivo para os doze
experimentos realizados

5.3.3.1 Efeitos da composicdo do meio de cultivo sobre a producéo de pigmentos

Os efeitos das variagfes nas concentracdes de nitrato de sddio (N) e fosfato de potassio
(F) no meio BG-11 em relacdo a producdo de pigmentos foram estimados ao nivel de 10%,
considerando a producdo de Cla, Clb e CT de PPEQ-08 (Desmodesmus sp.) no décimo sexto
dia de cultivo. A representatividade dos efeitos significativos (p-valor <0,1) dentro da regido
experimental foi averiguada pela estatistica t-Student e andlise de variancia — ANOVA. A
relevancia dos efeitos significativos (p-valor <0,1) é apresentada no grafico de Pareto (Figura
31), apontando que as variagdes das concentracdes dos elementos nutricionais realizadas neste

estudo mostraram-se favoraveis para a producdo de pigmentos da microalga PPEQ-08
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(Desmodesmus sp.)
@) Clorofila a (b) Clorofila b

NQ) _l 1,27734 (1)N(L) —9.581697
(2)F(L) -10.23541 (2)F(L) -7,545527

F(Q) -8,783963 F(Q) _6.833354
1L:2L _5,856869 1L:;2L .4.819[46

p-valor=0,1 p-valor=0,1

© Carotenoides Totais

(2)F(L) _7,62 1782

NQ) _7,392845
F(Q) _6.292574

1L;2L _4.630223

p-valor=0,1

Figura 31 - Pareto dos efeitos linear (L) e quadratico (Q) das variaveis independentes: nitrato de sédio
(N) e fosfato de potassio (F) sobre a producdo de pigmentos de Desmodesmus sp.

A Tabela 16 apresenta a ANOVA aplicada as fontes de variacao e ajuste do modelo aos
dados experimentais. Analisando cada resposta individualmente, O N(Q) e o F(Q) apresentaram
grande interferéncia na producgdo de Cla, mas o N e o F em suas formas lineares foram os
maiores responsaveis pela producdo do pigmento, com soma quadrética de = 1391 ¢ = 706,
respectivamente. Para Clb, o fator que mais interferiu em sua producdo foi 0 N(Q) (SQ = 131)
e para o fosfato foi 0 F(L) (SQ = 69). Para CT, o N(L) interferiu de forma prevalente em sua
producdo de acordo com o valor da soma dos quadrados (SQ =~ 177), quanto ao fosfato, o
nutriente em sua forma linear apresentou maior interferéncia na producéo de CT (SQ =~ 84).
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Tabela 16 - ANOVA dos fatores de
variacao e do modelo de regressdo ajustado aos dados de producdo de pigmentos obtidos no cultivo
de Desmodesmus sp.

Cla
Fator G.L SQ QM Fcalc p-valor
(LN(L) 1 1391,463 1391,463 206,118 0
N(Q) 1 858,557 858,557 127,178 0
(2F(L) 1 705,858 705,858 104,559 0
F(Q) 1 520,879 520,879 77,158 0
1L;2L 1 231,572 231,572 34,302 0
Regressao 5 3708,328 741,665 9,662 0
Falta de ajuste 3 440,306 146,769 21,740 0
Erro puro 3 20,252 6,751 - -
Residuo 6 460,558 76,759 - -
Total 11 4168,886 - - -
Clb
Fator G.L SQ QM Fcalc p-valor
(DN(L) 1 111,526 111,526 91,808 0
N(Q) 1 131,321 131,321 108,103 0
(2)F(L) 1 69,162 69,162 56,935 0
F(Q) 1 56,723 56,723 46,694 0
1L;2L 1 28,212 28,212 23,224 0
Regressao 5 396,946 79,389 10,403 0
Falta de ajuste 3 42,143 14,047 11,564 0
Erro puro 3 3,644 1,214 - -
Residuo 6 45,787 7,631 - -
Total 11 442,733 - - -
CT
Fator G.L SQ QM Fcalc p-valor
(LN(L) 1 176,819 176,819 122,940 0
N(Q) 1 78,606 78,606 54,654 0
(2)F(L) 1 83,550 83,550 58,091 0
F(Q) 1 56,949 56,949 39,596 0
1L;2L 1 30,834 30,834 21,439 0
Regresséo 5 426,761 85,352 10,372 0
Falta de ajuste 3 45,064 15,021 10,444 0
Erro puro 3 4,314 1,438 - -
Residuo 6 49,379 8,229 - -
Total 11 476,141 - - -

G.L: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: soma de quadrados médios; Fcac: F calculado; L: linear; Q:
quadratico.

O rendimento de Cla, Clb e CT de PPEQ-08 (Desmodesmus sp.) podem ser estimados
pelas Equacbes 14, 15 e 16, respectivamente, desde que as condi¢bes operacionais e as
variacdes das concentracGes de nutrientes do meio de cultivo BG-11 estejam dentro da faixas
experimentais adotadas no planejamento experimental fatorial 32 (ver item 4.6.3). Os ajustes

dos trés modelos de regressao para 0s pigmentos apresentaram significancia estatistica pelo
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teste F: Cla, (p-valor = 7,77 E-03; Fcaic = 9,66 > Fran90%:5:6) = 3,10); Clb, (p-valor = 6,43E-03;
Fcalc = 10,40 > Ftab(90%;5;6) = 3,10) eCT (p-Va|0l‘ ~ 6,48E‘03, Fcalc = 10,37 > Ftab(90%;5;6) = 3,10)
Todos os pressupostos para a aplicacdo da ANOVA e ajuste do modelo foram atendidos (Figura
32).

Yela (ugmi1) = —26,66 + 1,92x; — 0,02x7 + 64,97x, — 38,82x% EQUAGAO14

+ 0,50x,x,

Yoy ugmL-ty = —7,51+ 0,70x; — 0,01x7 + 20,84x, — 12,81x3 EQUACAO 15

+0,17x,x,

Yer qgme-1y = —7,78 4+ 0,59x; + 21,20x, — 12,83x5 + 0,18x,x, EQUACAO 16
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Figura 32 - Avaliagdo grafica dos residuos de ajuste ao modelo aos dados de producdo de pigmentos: (a)
Normalidade dos residuos; (b) Homoscedasticidade dos residuos versus valores preditos pelo modelo;
(c) Correlacéo entre os valores preditos e observados; (d) Independéncia dos residuos versus ensaio
experimental; 1: Cla; 2:Clb; 3: CT



69

As superficies e contornos de respostas (Figura 33) foram simuladas pelos ajustes dos
modelos de regressdo (Equacdes 14, 15 e 16) variando-se as concentracdes de N e F dentro da
faixa de experimentaco do planejamento experimental fatorial 32. Nas condices experimentais
realizadas, o maior rendimento de Cla é predito em meio BG-11 com aproximadamente 45¢g de
N e 1,1 g de F; de Clb, aproximadamente em 40 g de N e 1,1 de F e para CT, a predicédo

corresponde a aproximadamente 45 gde N e 1,2 g de F.
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Figura 33 - Superficies e contornos das respostas producéo de pigmentos (ug mL™) de Desmodesmus sp.

obtida por meio das variagdes de nitrato de sddio e fosfato de potassio
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5.3.3.2 Validagdo do modelo de regresséo

A condicdo experimental em que o meio BG-11 tera 42,5 g de N e 1,1 g de F foi
determinada como sendo a que proporcionard maior producdo de pigmentos pela fungéo global
(Figura 34), cuja desejabilidade foi de 0,949 e a condi¢édo prediz uma produtividade de Cla de
49,64 ug mLt; 17,18 pg mL* para Clb e 17,36 pug mL* para CT.
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Figura 34 - Perfis dos valores preditos pela funcdo desejabilidade global para a maximizagéo de
pigmentos

5.3.3.3 Respostas experimentais de pigmentos nas condi¢fes de maximizacao

A predicdes realizadas com a simulacdo do modelo de otimizacdo para Cla foi de 49,64
ug mL?, para Clb 17,18 ug mL* e 17,36 pug mL* para CT em meio de cultivo BG-11 com 42,5
gde Ne 11 gdeF, atendendo a fungdo desejabilidade global ~ 0,95. A Figura 35 apresenta a
concentracdo de biomassa dos cultivos de validacdo que foram realizados em triplicata durante
dezesseis dias nas condigOes experimentais preditas pelo modelo, cujos resultados de producéo
de pigmentos foram de 41,71 pug mL™ (1.C. 90% 40,15 — 43,27) para Cla; 16,30 ug mL™ (I.C.
90% 15,69 — 16,90) para Clb e 14,99 pg mL*(1.C. 90% 14,68 — 15,29) para CT.
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Figura 35 - Concentracdo de biomassa de Desmodesmus sp. nas condigdes de maximizacdo para
pigmentos

5.3.4 Sintese do Experimento 3

A microalga PPEQ-08 (Desmodesmus sp.) foi avaliada quanto ao seu crescimento em
biomassa e producdo de lipideos, clorofilas a e b e carotenoides totais, a partir do seu cultivo
em meio BG-11 por dezesseis dias em diferentes concentraces e combinagdes dos
macronutrientes nitrato de sodio (N) e fosfato de potéssio (F). Os resultados sugerem que 0s
cultivos realizados em baixas concentragbes destes nutrientes apresentaram menor
concentracdo de biomassa, mas favoreceu a producao lipidica; ja os cultivos realizados em altas
concentragdes nutricionais produziram maiores concentracbes de biomassa e producdo de

pigmentos.
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6 — CONCLUSOES

Para o Experimento 1, a suplementagdo ocasionou um incremento na producdo de
biomassa e aumento na producdo de pigmentos. Para o rendimento lipidico, apds a
suplementacdo de micronutrientes, os experimentos que a receberam apresentaram menor teor
lipidico, se igualando, ao fim dos cultivos, com 0s experimentos que ndo receberam a

interferéncia.

Para o Experimento 2, onde variou-se a fonte de luz, o LED azul apresentou os melhores
resultados para a producdo de biomassa. Para a producdo lipidica e producdo de pigmentos, o

LED vermelho se destacou.

Para o Experimento 3, os cultivos conduzidos em niveis inferiores de macronutrientes
apresentam menor concentracdo de biomassa quando comparados 0s experimentos conduzidos
em niveis superiores. Os niveis inferiores de nitrato de sddio e fosfato de potéssio resultaram
num maior rendimento lipidico. Em contrapartida, os niveis superiores destes macronutrientes

ocasionaram maiores produgdes de pigmentos.

Diante do exposto, este estudo demonstrou diferentes condi¢fes de cultivo em escala
laboratorial que favoreceram a sintese de lipideos e pigmentos da microalga PPEQ-08

(Desmodesmus sp.).
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APENDICE A - Cultivo da microalga Desmodesmus sp.

Figura A.1 — Cultivos de ativacdo em mesa
agitadora orbital (MA 140 CFT Marconi); 150
rpm e iluminagdo média de ~ 3300 lux (45

umol m2s™?),

Figura B.1 — Descoloracdo total da

biomassa para analise de pigmentos.
Solucdo de metanol (99,8 %).

Figura B.2 — Separacdo de fases na anélise

de extracdo e quantificacdo de lipideos.
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APENDICE C - Concentragdes (ug mL™?) de Cla, Cloe CT

Tabela C.1 -Producdo média de pigmentos referente ao cultivo de Desmodesmus sp. em diferentes

condicdes
Dias Producéo de pigmentos (ug mL™) Producdo de pigmentos (ug mL1)
referente ao Cultivo 1 (DP) referente ao Cultivo 2 (DP)
Cla Clb CT Cla Clb CT
4 28,62 21,16 2,86 27,65 21,02 4,20
(0,12) (3,55) (1,03) 0,47) (0,43) (0,58)
8 52,03 34,48 9,30 61,19 54,41 6,51
(2,57) (2,37) (0,51) (4,35) (4,39) (0,26)
12 54,24 28,60 16,19 55,77 28,87 18,07
(0,02) (0,74) (0,47) (2,07) (3,55) (0,40)
16 28,33 11,91 11,01 28,66 14,44 10,62
(0,77) (1,11) (0,16) (1,75) (2,76) (0,62)
20 15,76 39,03 0 13,82 36,55 0
(0,05) (0,12) (0,03) (0,20)

Nota: Os valores de desvio padrdo — DP estdo apresentados entre parénteses.
Cultivo 1 — Sem adicional de micronutrientes. Cultivo 2 — Com adicional de micronutrientes



Tabela C.2 - Producdo média de pigmentos referente ao cultivo de Desmodesmus sp. em

diferentes concentracdes de nutrientes no décimo sexto dia de cultivo

Pigmento E.l E.2 E.3 E.4 E.5 E.6
(Mg mL1) (-1,-1) (-1,0) (-1, +1) 0, -1) (0, 0) 0, +1)
Cla 2,361 2,658 1,273 12,862 44,839 49,681
(0,037) (0,323) (0,240) (0,924) (0,203) (1,629)
Clb 1,893 2,432 1,177 6,519 16,003 17,699
(0,093) (0,041) (0,035) (0,047) (0,058) (0,675)
CT 1,396 1,724 0,952 4,918 14,827 17,090
(0,089) (0,174) (0,161) (0,029) (0,138) (0,586)

E.7 E.8 E.9 E.10 E.11 E.12

(+1,-1) (+1, 0) (+1, +1) 0, 0) (0, 0) (0, 0)
Cla 8,183 51,951 37,530 45,077 46,575 40,533
(0,323) (1,410) (0,063) (2,478) (2,086) (1,426)
Clb 2,244 16,975 12,151 16,596 16,937 14,447
(0,041) (1,257) (2,095) (0,536) (1,531) (0,733)
CT 3,657 18,668 14,319 15,668 16,413 13,618
(0,028) (0,288) (0,412) (0,982) (0,467) (0,358)

Nota: Entre parénteses estdo os niveis inferiores (-1), centrais (0) e superiores (+1) referentes as concentra¢fes de nitrato de sédio e fosfato de potassio,
respectivamente, usadas em cada experimento; E: experimento; os valores de desvio padrdo — DP estdo apresentados entre parénteses.
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