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RESUMO

PINTO, Juliana Leite. Cultivo de Isochrysis galbana sob limitagdo nutricional: andlise de
superficie de resposta em variaveis celulares de interesse industrial. Rio de Janeiro, 2015.
Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Processos Quimico e Bioquimicos) — Escola de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Devido a rapida industrializacdo e crescimento populacional, a busca por fontes
renovaveis de energia tem se tornado um grande desafio mundial. Dessa forma, 0 emprego
das microalgas na biotecnologia industrial tem sido considerado uma fonte de energia
alternativa viavel pois, além de n&o interferir na producéo de alimentos, apresentam elevada
capacidade de captacdo do CO,, tornando o0 processo extremamente sustentavel. Com esse
propésito, o trabalho tem como objetivo associar o abatimento das emissdes de CO,, via
biofixagdo por biossintese, a partir da microalga marinha Isochrysis galbana, e utilizar sua
biomassa resultante como matéria-prima para producdo de biomoléculas de valor comercial.
Para isso, |. galbana foi cultivada em meio F/2 modificado, sob condi¢cdes estéreis, com
iluminacdo de 166 pumol fétons.m2.s? e fotoperiodo 12/12h (luz/escuro), a temperatura de
28+3°C. Apos oito dias de cultivo, a biomassa foi coletada por centrifugacéo, lavada com
bicarbonato de amonio e liofilizada, para obtencédo dos lipidios totais e analise de composicéo
elementar de CHN (Carbono, Hidrogénio, Nitrogénio). Os cultivos foram submetidos a
diferentes concentracdes de Nitrato (10mg/L; 40mg/L; 70mg/L) e Fosfato (Img/L; 2,5mg/L,
4mg/L), sem reposi¢do nutricional, configurando um Projeto Experimental Fatorial Completo
de nove experimentos, com ponto central em triplicata. Os dados acerca da influéncia dos
Fatores Nutricionais nas culturas com |. galbana envolveram as Variaveis Respostas (VRS) -
Taxa Especifica de Crescimento, % w/w Lipidios e % w/w Proteinas, onde cada resposta foi
correlacionada contra os Fatores nas Superficies de Respostas (SRs) determinadas. Os
resultados obtidos mostraram que a restricdo de fosfato e nitrato foram determinantes para
elevar a fragé@o de lipidios nos cultivos, que apresentaram teor de 33% w/w nos cultivos com
maior densidade celular. Quanto ao teor de proteinas, 0s cultivos com as maiores
concentracdes nutricionais (P: 2 e 4mg/L; N: 40 e 70mg/L) revelaram os percentuais proteicos
mais bem-sucedidos (60,3% w/w, 57,1% w/w e 56,9% w/w). Foram construidos trés preditores
SR Quadraticos Completos para estimar impactos dos Fatores nutricionais (N e P) nas VRs,

mostrando-se Uteis para a otimizacdo de cultivos com I. galbana em larga escala.

Palavras-chave: 1. Microalgas; 2. Limitac&do nutricional; 3. Crescimento celular;

4. Bioprodutos; 5. Isochrysis galbana.
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ABSTRACT

PINTO, Juliana Leite. Cultivo de Isochrysis galbana sob limitacdo nutricional: analise de
superficie de resposta em variaveis celulares de interesse industrial. Rio de Janeiro, 2015.
Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Processos Quimico e Bioquimicos) — Escola de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Due to rapid industrialization and population growth, the search for renewable energy
sources has become a major global challenge. Thus, the use of microalgae in industrial
biotechnology has been considered a viable alternative energy source because in addition to
not interfere with food production, have high CO. capture capacity, making the process
extremely sustainable. For this purpose, the study aims to associate the reduction of CO;
emissions, via biofixation by biosynthesis from marine microalgae Isochrysis galbana, and use
its resulting biomass as feedstock for the production of commercially valuable biomolecules.
For this, I. galbana was cultured in F/2 medium modified under sterile conditions with a
photoperiod and illumination 12/12h (light/dark) 166 pmol photons.m2.s?, at a temperature of
2813 °C. After eight days of culture, the biomass was collected by centrifugation, washed with
ammonium bicarbonate and lyophilized to obtain the total lipid analysis and CHN elemental
composition (Carbon, Hydrogen, Nitrogen). The cultures were subjected to different
concentrations of nitrate (10 mg/L; 40 mg/L; 70mg/L) and phosphate (1 mg/L; 2.5 mg/L, 4
mg/L) without nutritional replacement, setting up an Experimental Project Full Factorial of nine
experiments with central point in triplicate. The data on the influence of Nutritional Factors in
cultures with I. galbana involved Variables Responses (VR’s) - Specific Growth Rate, % w/w
lipids and % w/w proteins, where each response was correlated against the factors in
Response Surfaces (RS) determined. The results showed that the phosphate and nitrate
restrictions were instrumental in raising the fraction of lipids in crops, which showed 33%
content w/w on crops with higher cell density. The protein content, crops with higher nutritional
concentrations (P: 2 and 4 mg/L, N: 40 and 70mg/L) protein revealed the most successful
percentage (60.3% w/w, 57.1% w/w and 56.9% w/w). Three predictors RS Complete Quadratic
were constructed to estimate impacts of nutritional factors (N and P) in the VR’s, being useful

for optimization of crops with I. galbana large scale.

Keywords: 1. Microalgae; 2. Nutritional limitation; 3. Cell growth; 4. Bioproducts; 5. Isochrysis

galbana.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais

Nas ultimas décadas, eventos climaticos extremos tém sido percebidos e
registrados em todo o mundo, bem como o numero de pessoas atingidas por
desastres naturais, que tem crescido exponencialmente. No entanto, apesar de ser
conhecido que a Terra tem passado, ao longo de sua histéria geoldgica, por enormes
variacdes climaticas, existem evidéncias cientificas de que ndo haja correlacdo das
mudancas atuais com as variacdes naturais.

O aumento da temperatura da terra — 0 aquecimento global — estaria relacionado
a atividades antrépicas, principalmente o consumo de combustiveis fésseis, como
carvao mineral, petroleo e gas natural, e também pelos desmatamentos e queimadas.
O fenbmeno conhecido como efeito estufa decorre do aumento da concentracao de
certos gases na atmosfera terrestre como vapor de agua, clorofluorcarbono (CFC),
0z6nio (0O3), metano (CHa4), 6xido nitroso (N20) e diéxido de carbono (CO2). A
combinacgao destes compostos permite a passagem de luz solar e retém o calor (Silva
& Paula, 2009; Singh et al., 2014).

Em consequéncia das atividades humanas, as concentracdes atmosféricas
globais de diéxido de carbono, metano e O6xido nitroso aumentaram
consideravelmente. O aumento global da concentracdo de CO:2 se deve
principalmente ao uso de combustiveis fésseis e & mudanca no uso da terra. J& os
aumentos da concentracdo de metano e 6xido nitroso se devem principalmente a
agricultura (IPCC, 2007).

De acordo com o Relatério de Mudancas Climaticas do Painel
Intergovernamental de Mudangas Climaticas de 2007 (IPCC - Intergovernmental
Panel on Climate Change, 2007), o CO2 é o gas de efeito estufa antropico mais
importante, onde sua concentragdo atmosférica mundial aumentou de um valor pré-
industrial de cerca de 280 ppm para 379 ppm? em 2005, ultrapassando a faixa natural
dos ultimos 650.000 anos (180 a 300 ppm), como determinado a partir de testemunhos
de gelo. A principal fonte de aumento da concentracdo atmosférica de CO2 desde o
periodo industrial se deve ao uso de combustiveis fésseis, que se tornou parte

integrante da vida humana diaria.



O transporte € quase que totalmente dependente desse sistema a base de
petréleo, em particular gasolina, diesel, gas liquefeito de petrdleo e gas natural
comprimido. Apenas o setor de transporte, é responsavel por 30% do consumo total
de energia do mundo, e nas ultimas trés décadas tém testemunhado um aumento
significativo no nimero de veiculos de transporte em todo o mundo, sendo a maioria
destes, carros particulares. A combustado do diesel e da gasolina, que abastece os
veiculos, emite didxido de carbono, juntamente com hidrocarbonetos, material
particulado, monoxido de carbono, Oxidos de nitrogénio e outras substancias
cancerigenas que representam perigos diretos e indiretos para a humanidade e os
ecossistemas.

Dessa forma, a preocupacdo mundial com o aumento do diéxido de carbono e
outros poluentes na atmosfera conduziram a buscas por alternativas que atuem na
mitigagao destes fatores de impacto ambiental (Brennan & Owende, 2010; Demirbas,
2009; Lam & Lee, 2012; Singh et al., 2014).

1.2 Biocombustiveis como fonte energética

Nos ultimos anos, o uso global de biocombustiveis liquidos tem aumentado no
setor de transportes, impulsionado principalmente por politicas voltadas para a

conquista da seguranca energética e da mitigacdo de gases do efeito estufa (Figura

7

1.2.1). A previsdo é que o crescimento da producdo e o0 consumo destes
biocombustiveis liquidos aumente e continue a acontecer por um bom tempo (IEA,
2007).
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Figura 1.2.1. Panorama mundial da producdo de Biocombustiveis. Fonte: Agéncia
Internacional de Energia.



Os biocombustiveis sdo combustiveis renovaveis, produzidos a partir de fontes
biologicas, que podem funcionar como uma alternativa atraente para substituir os
combustiveis a base de petréleo e reduzir, a longo prazo, as emissdes de CO2. O
termo biocombustivel pode inferir-se como um solido (biocarvao), liquido (etanol,
Oleo vegetal e biodiesel) ou gasosos (gas de sintese, bio hidrogénio, biogés),
combustiveis que sdo predominantemente produzidos a partir de
biomassa. Os biocombustiveis liquidos podem oferecer uma alternativa promissora,
no entanto alguns ainda apresentam uma pequena quantidade de petrdleo em sua
mistura. Seus beneficios em relagdo aos combustiveis tradicionais incluem maior
seguranca no setor da energia, reducdo do impacto ambiental, favorecimento na
economia do cambio monetario e questdes socio-econdémicas relacionadas ao setor
rural. Além disso, a tecnologia dos biocombustiveis é relevante tanto para os paises
em desenvolvimento quanto para os paises industrializados (Demirbas, 2009; Singh,
2010).

Os biocombustiveis de primeira geracdo ja atingiram os niveis econémicos de
producdo comercial. S8o0 extraidos principalmente a partir alimentos e sementes
oleaginosas (como Oleo de canola, 6leo de palma, cana de acgucar, beterraba, trigo,
milho e cevada), bem como as gorduras de origem animal, utilizando tecnologia
convencional (Nigam & Singh, 2011). A producdo desses biocombustiveis liquidos e
0 consumo vém aumentando exponencialmente. No entanto, tem-se encontrado a
problematica ambiental quanto ao uso da terra para cultivo, uso da agua e de
fertilizantes, interferindo na conservacao da biodiversidade regional. Ndo obstante o
mérito de mitigar as emissdes de CO:2 neste processo, a producdo de combustiveis
primeira geracdo aborda questdes de seguranca alimentar, ao utilizar estoques
agricolas disponiveis para consumo humano, gerando crescimento da especulacao
em torno dos precos da matéria prima, dando lugar ao aumento de precos (que desde
1994 até 2010 subiram consideravelmente, acompanhando o movimento de subida
da producédo de biocombustiveis) (Figura 1.2.2). Dessa forma, tem sido questionada
a sustentabilidade dos combustiveis de primeira geracdo, bem como a preocupacéo
com o deslocamento das culturas alimentares, os efeitos sobre o meio ambiente e as

mudancas climéaticas (Eisentraut, 2010).
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Figura 1.2.2. Economia agricola: alimento versus combustivel. Fonte: Food and Agriculture
Organization of the United Nations - FAO, 2013.

A critica crescente a respeito da sustentabilidade dos combustiveis de primeira
geracdo tem sucitado a atencdo para os biocumbustiveis de segunda geracéo, que
sao produzidos a partir de materiais lignocelulésicos. Assim, dependendo da matéria
prima e da forma de cultivo, estes biocombustiveis apresentam potencial para
proporcionar vantagens como o consumo de residuos disperdigados, fazendo uso de
terras abandonadas, ndo necessitando haver competicio com as culturas
alimentares. No entanto, a producao de tais combustiveis ndo é rentavel, pois ha um
certo numero de obstaculos técnico que devem ser superados. No estado atual, a
producédo de biocombustiveis a partir de subprodutos agricolas s6 pode satisfazer uma
parte da crescente demanda por biocombustiveis liquidos, fornecendo etanol
celulésico e combustiveis tFisher-Tropsch. Sendo assim, embora instalacdes piloto e
de demostracdo estejam sendo desenvolvidas, a producdo de biocombustiveis de
segunda geracdo ainda ndo é comercialmente viavel, se fazendo necessario ainda
aprimorar a logistica de uma oferta competitiva dessa biomassa. (Naik et al., 2010;
Thompson & Meyer, 2013).

Espécies microbianas como leveduras, fungos e algas também podem ser usadas
como fonte potencial para a producdo de biocombustiveis. J4 sdo conhecidas na

! Processo quimico para produzir hidrocarbonetos liquidos (gasolina, querosene, dleo diesel e lubrificantes) a
partir de gas de sintese (CO e Ha).



literatura pesquisas das mais diversas relacionadas a capacidade de fermentacéo
para crescimento da biomassa celular e acimulo de lipidio, revelando uma alternativa
promissora para a producédo de 6leo sob condicbes econémica e ambientalmente
viaveis. A tecnologia de biocombustiveis de terceira geracao € baseada no cultivo de
algas ou cianobactérias que contenham uma fragdo de massa com alto teor de lipidios.
Sob condi¢des adequadas, esses microorganismos podem produzir lipidios para
biodiesel com rendimentos por unidade de superficie mais elevados que qualquer
sistema de fabrica, revelando-se uma tecnologia promissora (Singh et al., 2011).

As vantagens da utilizacdo de biocombustiveis a partir de microalgas sado: (1)
microalgas sdo cultiviveis durante todo o ano; (2) crescem em meio aquoso, mas
precisam de menos agua para manutencao do que as culturas terrestres; (3) podem
ser cultivadas em aguas salobra e reciclada (4) aproveitam o uso de terras ndo araveis
minimizando, portanto, os impactos ambientais associados ao uso do solo, sem
comprometer a producao de alimentos; (5) tém um potencial de crescimento rapido,
sendo capaz de dobrar a taxa de crescimento exponencial da biomassa em periodos
curtos (cerca de 3,5 horas); (6) podem apresentar contetdo de 6leo na faixa entre 20
a 75% do peso seco da biomassa; (7) no que diz respeito a manutencao da qualidade
do ar, sdo eficientes na biofixacdo de residuos de CO:2 (1 kg de biomassa microalgal
seca utilizar cerca de 1,83 kg de CO2); (8) o cultivo n&o necessita de aplicacédo de
herbicidas ou pesticidas; (9) os nutrientes empregados no cultivo (especialmente
nitrogénio e fosforo) podem ser obtidos a partir de aguas residuais; (9) as microalgas
produzem valiosos bioprodutos como proteinas, carboidratos, lipidios, que podem ser
empregados em diversas areas do ramo comercial; (10) a composicao bioquimica das
microalgas € modulavel de acordo com suas condi¢cdes de cultivo (Chisti, 2007,
Brennan & Owende, 2010; Suali, 2012).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Microalgas
2.1.1 Caracteristicas gerais das algas

As algas sdo organismos globalmente difundidos em sistemas aquaticos

permeados pela luz solar. Sua relevancia na natureza associa-se a produgao primaria



do planeta, que é resultado da eficiente capacidade fotossintética destes organismos
(Lourenco, 2006). Ao longo dos ultimos 2,45 bilhdes de anos, as algas sofreram
diversas modificacbes adaptativas, que otimizaram sua sobrevivéncia competitiva
numa gama de nichos ecologicos através da co-evolucdo de uma diversidade de
constituintes bioquimicos (Falkowski & Raven, 1997; Stengel et al., 2011).

Embora as algas sejam comumente associadas as plantas (por apresentarem
funcdes bioldgicas e ecoldgicas semelhantes) esta definicdo ndo é completa, muito
menos correta. De modo geral, as algas ndo compartilham do mesmo fundo evolutivo
que as plantas?, apresentam linhas independentes de desenvolvimento evolutivo
paralelo e estrutura bioquimica significativamente diferente (Figura 2.1.1.1). O fato é
gue sdo organismos que apresentam grande diversidade, onde o termo ‘alga’ ndo é
suficiente para definir o grupo natural, que abrange organismos fotossintéticos dentro
do grupo dos eucariontes e também dos procariontes, como é o caso das
cianobactérias (Palmer et al., 2004; Stengel et al., 2011).

2 Exceto algas verdes, que apresentam relacdo evolutiva com as plantas terrestres (embrigfitas).
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Figura 2.1.1.1. Cladograma mostrando as relagdes evolutivas entre as trés grandes linhagens
de vida: Archaea, Eubacteria e Eucariotos. Destaque para o primeiro evento endosimbionte
entre Eucariontes e Eubactérias, que levou a formacado de Eucariontes fotossintéticos (seta
vermelha); linhagens de algas (escritas em azul) e alguns taxons de importancia econémica
(painel a direita). Fonte: Palmer et al., 2004.

A ficologia considera ‘alga’ qualquer organismo que contenha clorofila a e talos
nao diferenciados em raizes, caules e folhas. Estes organismos podem ser descritos
com base em relacdes filogenéticas ou taxondmicas, estagios de vida, morfologia, ou
pelos tipos de habitats. No que tange a alimentacéo, algas podem ser autotréficas ou
heterotréficas. O primeiro exige apenas compostos inorganicos, como COz, sais e uma
fonte de energia luminosa para o crescimento. Enquanto que o ultimo, a fonte de
carbono € organica, requerendo portanto, uma fonte de energia quimica, que pode vir
tanto da luz (fotoheterotréfico), quanto de compostos quimicos (quimioheterotrofico).
Algumas algas fotossintéticas sdo mixotréficas, isto é, tém a capacidade de apresentar

tanto o comportamento autotréfico, quanto o heterotréfico, dependendo do ambiente
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em que esté inserida. Em sua grande maioria, as algas constituem grupos de espécies
autotréficas, onde a fotossintese € uma componente chave da sobrevivéncia (Lee,
1980; Palmer et al., 2004).

2.1.2 Fotossintese em microalgas

De acordo com Conn e Stumpf (1975), toda a vida no planeta Terra € dependente
de fotossintese, que se denomina como um processo ho qual o CO2 e H20 sé&o
convertidos em compostos organicos associados as células vivas (Figura 2.1.2.1). Os
carboidratos gerados na fotossintese servem como fonte de energia para o organismo
gue os produz, bem como para organismos nao fotossintetizantes que, de forma direta

ou indireta, consomem organismos fotossintéticos (Voet & Voet, 2006).

T i

|
Células ‘
fotossintéticas |

L0
2 12 Oy Carboidrato

} Células
: heterotroéficas

Figura 2.1.2.1. Energia solar como fonte de energia biol6gica. Fonte: Nelson e Cox, 2011

As algas autotroficas sdo geralmente divididas de acordo com seus pigmentos
fotossintéticos, a ver: Rhodophyta (algas vermelhas), Chrysophyceae (algas
douradas), Phaeophyceae (algas castanhas) e Chlorophyta (algas verdes), onde o
aparato fotossintético se organiza em organelas especificas, denominadas
cloroplastos, que sao circuncidados por duas membranas, uma externa, permeavel a

pequenas moléculas e ions, e uma membrana interna, que contém vesiculas
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achatadas, denominadas tilacéides, arranjados em pilhas (grana). Embebidos nos
tilacoides se encontram os pigmentos fotossintéticos e os complexos enziméticos que
realizam as reacdes luminosas e a sintese de ATP. O estroma (fase aquosa delimitada
por uma membrana interna) contém a maioria das enzimas necessarias para as
reacoes de assimilagéo de carbono (Staehelin, 1986; Nelson & Cox, 2011).

Embora o processo da fotossintese difira nos detalhes em diferentes organismos
fotossintéticos, 0s mecanismos basicos sao similares. A equacdo geral da
fotossintese descreve uma reacédo de oxidacdo-reducdo na qual H20 doa elétrons

para a reducao de CO:2 a carboidrato (CH20):

LUz

CO2 + H20 - O2 + (CH:20)

(2.1.2.2)

Para fins didaticos, a fotossintese pode ser dividida em dois processos: reacdes
dependentes de luz (etapa fotofisica), que ocorre apenas quando as microalgas sao
iluminadas; e reacfes de fixacdo de carbono (etapa fotoquimica), que sédo ofertadas
pelos produtos das reacdes de luz. Nas reacdes luminosas, a clorofila e demais
pigmentos de células fotossintéticas absorvem e retém a energia luminosa sob forma
de ATP e NADPH; ao mesmo tempo, ocorre liberacdo de O2. Quanto as reacbes de
fixac&do de carbono, o ATP e o NADPH s&o usados para reduzir CO2, a fim de formar
trioses-fosfato, amido e sacarose, dentre outros produtos (Richmond, 2004; Nelson &
Cox, 2011).

2.1.3 CO2 e cultivo de microalgas

Devido as preocupagfes com o aquecimento global, atribuidas principalmente a
elevacdo do nivel de CO2 na atmosfera, diversas estratégias visando a mitigacao do
CO:2 tem sido investigadas. Dessa forma, a mitigacdo bioldgica de CO2 tem atraido
muita atencao, por permitir a producédo de energia a partir de biomassa, através do
processo de fixacdo do CO: na fotossintese (de Moraes & Costa, 2007a).

As microalgas sao organismos extremamente capacitados para efetuar tal tarefa,

pois trata-se de um grupo que apresenta rapido crescimento celular, e que tem a



capacidade de fixar CO2 com uma eficiéncia 10 a 50 vezes maior que as plantas
terrestres. S&o capazes de fixar CO2 a partir de trés fontes diferentes: a) CO2z da
atmosfera; b) CO2 a partir dos gases de descarga industrial; ¢c) CO2 dos carbonatos
soluveis. Sob condi¢des naturais de crescimento, as microalgas assimilam CO2 do ar
(contém 360 ppmv de COz2, equivalente a 0,03%). Porém, a maioria das microalgas é
capaz de tolerar e utilizar niveis substancialmente mais elevados de CO2, tipicamente
até 150.000 ppm. Sendo assim, em unidades de producdo comuns, o CO2 pode ser
adicionado aos meios de cultura das microalgas, seja este, a partir de fontes externas,
tal como as termoelétricas, ou sob a forma de carbonatos soltveis, como Na2COs e
NaHCOs (Delgado & Kafarov, 2011).

A mitigagdo de CO2 baseada em reagdes quimicas é um processo dispendioso e
gue consomem muita energia. No entanto, através do uso de microalgas, 0 processo
pode se tornar rentavel a partir da producéo de biocombustiveis e bioprodutos de valor
agregado. O processo pode ser ainda mais rentavel e ambientalmente sustentavel
guando é combinado a outros processos, como o tratamento de aguas residuais e
utilizacdo destas para o cultivo das microalgas. Essas e outras alternativas tém se
mostrado eficientes e com grande perspectiva de ampliagdo para escala industrial (Li
et al., 2008; Wang et al., 2008; Gouveia, 2011).

2.1.4 Macronutrientes

Estudos relacionados a nutricdo de microalgas tem avaliado o papel de diversos
elementos quimicos no crescimento e na produtividade do fitoplancton® marinho.
Estes elementos apresentam grande importancia na viabilizacdo do cultivo de
microalgas, pois determinam quais compostos devem ser acrescentados nos meios
de cultura para proporcionar o melhor crescimento de uma espécie.

Os macronutrientes representam importantes funcées nas microalgas, como
constituintes estruturais de biomoléculas, de membranas e do meio intracelular, por
participarem de processos de trocas de energia, regulacéo de atividades metabolicas,

entre outras fungdes (Lourencgo, 2006).

3 Fitopldncton caracteriza-se por um conjunto de microorganismos fotossintetizantes adaptados a
passar parte ou toda a vida em suspensdo aparente em mar aberto, lagos, lagoas e rios (Reynolds,
2006).
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2.1.4.1 Nitrogénio

Aproximadamente 80% da atmosfera é constituida por nitrogénio. Este elemento
€ um componente fundamental em substancias de importancia estrutural nas células:
proteinas, aminoacidos, peptideos, acidos nucléicos e pigmentos fotossintetizantes
(clorofilas e ficobilinas). Assim, o nitrogénio apresenta importancia acentuada para as
algas, pois constitui diversas substancias do metabolismo primario (Lourenco, 2006).

Assim como na agua do mar, o nitrogénio pode ser encontrado no interior das
microalgas sob formas inorganicas ndo assimiladas (nitrato, nitrito e amonio). A
absorcado do nitrogénio consiste no transporte deste elemento, através da membrana
plasmatica, para dentro da célula, e a assimilagdo acontece por meio de uma
sequéncia de reacdes enzimaticas que determinam a incorporacdo do nitrogénio
inorganico nas moléculas organicas (Lobban & Harrison, 1994; Lourenco et al., 1998).

O fitoplancton, as algas e as plantas marinhas apresentam a importante
capacidade de acumular nitrogénio inorganico e aminoacidos livres como reservas de
nitrogénio quando ndo ha alimentacdo externa de nitrogénio. Eles utilizam estas
reservas para manter o crescimento populacional natural durante os periodos de
escassez. Quando submetido a longos periodos de deple¢éo nutricional, o fitoplancton
€ capaz de usar reservas de nitrogénio inorganico e parte do nitrogénio organico,
podendo causar grandes efeitos na composi¢cado quimica e na producéo fotossintética
do microorganismo (Dortch, 1982; Turpin, 1991).

Condicfes limitantes do nitrogénio impossibilitam a sintese de importantes
proteinas envolvidas na divisdo celular. Quando as células ndo sdo mais capazes de
se dividir, os lipidios sé@o sintetizados e armazenados no interior das células, como
material de reserva. Por esse motivo, é possivel perceber que a quantidade de
nitrogénio intracelular € um fator relevante envolvido na biossintese de lipidios. Se por
um lado condi¢Bes limitantes de nitrogénio favorecem a biossintese de lipidios
intracelulares em células ja desenvolvidas, por outro, podem afetar o crescimento de
novas células (Lobban & Harrison, 1994; Lourenco et al., 1998; Singh, Nigam &
Murphy, 2011).
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2.1.4.2 F6sforo

O fésforo é o principal componente estrutural dos acidos nucléicos e lipidios de
membrana celular, € um elemento que se encontra associado a realizacdo de todos
0S processos que envolvem trocas energéticas nas células, ATP, agucares fosfatados
e fosfoenzimas em algas. Dessa forma, o fésforo assume duas fun¢des fundamentais
na ceélula: transferir energia e construir moléculas estruturais. No entanto, a
assimilacao deste elemento é dependente de luz, por causa do acumulo de energia
sob forma de ATP. Na agua do mar, o fésforo pode ser encontrado principalmente sob
formas inorgéanicas (ortofosfato e polifosfato). As fontes organicas do fésforo, como os
acucares fosfatados, também podem ser absorvidas pelas algas. No entanto, a
absorcdo de polifosfatos e de acucares fosfatados pelas algas requer hidrélise
enzimatica extracelular, para facilitar a absor¢éo do elemento (Lourenco, 2006).

Algumas microalgas sdo capazes de consumir exacerbadamente o fosforo (8-16
vezes mais que sua quota minima do elemento), e isso permite que a célula garanta
seu crescimento, ainda que nao estejam disponiveis novas fontes de fosforo no meio
em que ela se encontra. A este comportamento atrela-se uma caracteristica
adaptativa das microalgas, a distribuicdo heterogénea do nutriente em questdo. Em
geral, os fosfatos utilizados pelas microalgas sdo os sais de sédio ou potassio e, assim
como o nitrogénio, o fosforo € considerado um dos principais elementos limitantes ao
fitoplancton, por causa da sua grande variabilidade de concentracdo no ambiente
natural (Lourencgo, 2006; Amtmann & Armengaud, 2009).

A importancia do fésforo também tem sido comprovada por pesquisas com
microalgas de finalidade industrial. Assim como o nitrogénio, a limitacdo de fosfato no
meio é capaz de acionar a producdo de lipidios intracelulares, como resposta ao
estresse a que foram submetidas. Quando o fosfato € limitado, grande parte dos
produtos da fotossintese séo direcionados para estoque da célula (como os lipidios).
Dessa forma, outras vias de biossintese acabam por ser negligenciadas, como por

exemplo, a sintese de clorofila (EI-Sheek & Rady, 1994; Roopnarain et al., 2014).
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2.1.5 Meios de cultivo para microalgas marinhas

Os meios de cultura sdo ambientes especificos, que contém o0s nutrientes
necessarios ao desenvolvimento das microalgas. Em outras palavras, sdo as fontes
dos elementos constituintes dos organismos em cultivo, que sdo estimulados a
crescer exatamente por causa da oferta dos componentes presentes no meio. No caso
das microalgas, além do meio de cultivo, € necessaria também a presenca de luz para
promover o desenvolvimento dos organismos (Lourenco, 2006).

Quando elege-se trabalhar com o cultivo de microalgas marinhas, estudos
mostram que o ideal é empregar a agua do mar natural como base para o meio de
cultivo. No entanto, a agua do mar é susceptivel a instabilidades em sua qualidade
composicional no decorrer do ano, fazendo-se necessario um monitoramento do teor
de nutrientes e elementos traco presentes na agua. A partir dessa problematica, a
adgua do mar artificial torna-se uma alternativa viavel para realizacdo do cultivo. A
diferenca entre meios contendo agua do mar e meios contendo agua do mar artificial
esta basicamente na sua proveniéncia: uma veio diretamente do oceano e a outra foi
gerada adicionando-se agua destilada e sais minerais. Na pratica, ambas
compartiiham problemas similares, no que diz respeito a escassez de alguns
nutrientes (ex.: nitrato e fosfato) e abundancia de outros (ex.: elementos traco). Com
as medidas tomadas para superar estes problemas, pode-se dizer que nenhuma das
duas pode ser verdadeiramente considerada ‘natural’ (Berges et al., 2001).

Para a realizacdo de um estudo aperfeicoado do cultivo de microalgas, sao
empregados os meios de cultura definidos, caracterizados por serem artificiais, e de
preparo a partir de agua que possua elevada pureza (destilada, deionizada ou
ultrapura), a qual sdo adicionados os sais da agua do mar e os nutrientes estimulantes

ao crescimento e multiplicagéo celular (Lourenco, 2006).

2.2 Tecnologia das microalgas: bioprodutos de interesse comercial

Quando se trata do aproveitamento biotecnologico da diversidade metabdlica das
microalgas, pode-se dizer que a amplitude filogenética destes microorganismos é
igualmente refletida em uma ampla diversidade bioquimica de bioprodutos, incluindo

lipidios, proteinas, acgucares, pigmentos e compostos bioativos (Metting Jr, 1996).
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2.2.1 Lipidios e Acidos graxos poli-insaturados (PUFAS)

Os lipidios podem ser definidos como qualquer molécula biologica solavel em
solvente organico (assumem como caracteristica em comum a insolubilidade em
agua). De forma geral, o 6leo é uma das principais formas de armazenamento de
energia em muitos organismos. Essa forma de armazenamento de energia nos
organismos vivos € derivada dos acidos graxos. A maioria dos lipidios contém acidos
graxos, podendo ser classificados em duas categorias, com base na polaridade da
cabeca molecular do grupo: (a) lipidios neutros, que compreendem os acilgliceréis e
acidos graxos livres (ligados a atomos de hidrogénio); (b) lipidios polares, que podem
ser sub-categorizados em fosfolipidios e glicolipidios (Nelson & Cox, 2011),
exemplificados na figura 2.2.1.1.

Lipidios neutros sdo empregados por microalgas para armazenamento de
energia, enquanto que lipidios polares se organizam em bicamadas para formar
membranas celulares. Acilglicerdis consistem em éster de acido graxo ligado a um
esqueleto de glicerol, que pode ser classificado de acordo com o numero de acidos
graxos: triacilglicerol, diacilglicerol e monoacilglicerol. H4 também os lipidios neutros
que nao contém acidos graxos, tais como hidrocarbonetos, esterdis, cetonas,

pigmentos (carotenoides) e as clorofilas (Nelson & Cox, 2011; Halim et al., 2012).

Glicerol
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Figura 2.2.1.1. Moléculas de lipidio. Triacilglicerol (lipidio neutro) a esquerda; Fosfolipidio
(lipidio polar) a direita. Fonte: modificado por Nelson e Cox, 2000.
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Os acidos graxos* sdo Acidos carboxilicos com cadeias hidrocarbonadas que
apresentam comprimento variavel de 4 a 36 carbonos (C4 a Css). Sdo considerados
anfipaticos por apresentarem uma extremidade polar (hidrofilica) e uma extremidade
apolar (hidrofébica). Em alguns acidos graxos essa cadeia ndo contém ligacOes
duplas, ou seja, é totalmente saturada e nao ramificada. Quando a cadeia apresenta
uma (monoinsaturados) ou mais ligacdes duplas (poli-insaturados ou PUFAS),
denomina-se cadeia insaturada (Figura 2.2.1.2). Enquanto acidos graxos saturados
sdo soélidos em temperatura ambiente (denominado gordura), os insaturados sao
liguidos (denominado 6leo), apresentando menor ponto de fusdo. Este grau de
instauragdo, juntamente com o comprimento da cadeia de hidrocarbonetos, que
determinam as propriedades fisicas dos acidos graxos e dos compostos relacionados
a eles (Nelson & Cox, 2011).

0O 0
Grupo O\ ‘//0 \./

Carboxil (

Cadeia de
Hidrocarbonetos

Figura 2.2.1.2. Cadeias de &acidos graxos. Acido graxo saturado & esquerda; acido graxo
insaturado a direita. Fonte: modificado por Nelson e Cox, 2000.

A sintese de &cidos graxos pode ser dividida em trés etapas principais: sintese
de cetil coenzima A (acetil CoA) no cloroplasto; sintese de acido graxo saturado com
16-18 carbonos e posterior dessaturacdo e elongacdo da cadeia de carbonos e,
sintese dos acil glicerdis (triglicerideos) (Huang et al., 2010). Os acidos graxos poli-
insaturados (PUFAs) sdo componentes essenciais para o desenvolvimento e fisiologia
humana, mas ndo podem ser sintetizados pelo ser humano, devendo ser fornecidos
através de dieta rica em 6mega -3 (n-3 PUFASs) e 6mega -6 (n-6 PUFAS), que podem
ser encontrados em animais, plantas, fungos e microalgas. Por estas razoes,
nutricionistas levantam a necessidade de consumir peixe e vegetais verdes, a fim de

reduzir o risco de doencas cardiacas e neurologicas. No entanto, estudos chamam a

4 Também podem ser definidos como acidos monocarboxilicos de cadeia normal que apresentam grupo
carboxila (- COOH).
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atencao para um importante fator: os peixes nado produzem PUFAS, eles o0 adquirem
alimentando-se das microalgas. Essa percepcao transformou as microalgas em um
dos mais importantes produtores de PUFAS, pois sdo capazes de fornecer estes
componentes essenciais a cadeias alimentares inteiras, como plantas e animais
superiores que ndo possuem as enzimas necessdarias para sintetizar PUFAs
(Handayani et al., 2011).

O teor de 0Oleo e de gordura totais em microalgas pode chegar até 75% em peso
seco de biomassa, e tende a ser inversamente proporcional a taxa de crescimento
celular, com maior acimulo durante a fase estacionaria. A porcentagem de lipidios
totais, bem como lipidios neutros, glicolipidios e fosfolipidios varia amplamente entre
as espécies de microalgas (Metting Jr, 1996). A Tabela 2.2.1.3 apresenta exemplos

desta variacéo percentual do conteudo lipidico.

Tabela 2.2.1.3. Teor de lipidios em diferentes espécies de microalgas.
Fonte: Modificado de Mata et al., 2010.

Microalgas Lipidios (% biomassa seca)
Ankistrodesmus sp. 24.0-31.0
Botryococcus braunii 25.0-75.0
Chlorella protothecoides 14.6 - 57.8
Dunaliella salina 6.0-25.0
Euglena gracilis 14.0 - 20.0
Haematococcus pluvialis 25.0
Isochrysis galbana 7.0-40.0
Nannochloropsis oculata 22.7-29.7
Oocystis pusilla 10.5
Phaeodactylum tricornutum | 18.0 - 57.0
Scenedesmus obliquus 11.0-55.0
Skeletonema costatum 13.5-51.3
Spirulina maxima 4.0-9.0
Tetraselmis suecica 8.5-23.0
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Apesar de varias microalgas apresentarem um valor bastante expressivo de
lipidios, € possivel aumentar ainda mais esse valor. Este resultado pode ser obtido
submetendo a biomassa microalgal a condi¢cdes de estresse (deficiéncia de nutrientes,
anaerobiose, temperaturas extremas, alteracdo do pH, salinidade, etc). Estas
condi¢cbes sdo estrategicamente utilizadas em cultivos que tenham a finalidade de
produzir lipideos ou outras moléculas de interesse comercial (Franco et al., 2013).

2.2.2 Proteinas

As proteinas séo constituidas de polimeros de aminoé&cidos (Figura 2.2.2.1), onde
os residuos de aminoacidos® se unem uns aos outros por ligagédo covalente. Dessa
forma, as proteinas podem ser quebradas (hidrolisadas) em seus aminoacidos

constituintes.

$oo—
H,N— (ijz _H
R

Figura 2.2.2.1. Estrutura do aminoacido. O grupo R (em rosa), ligado ao carbono a (em
azul) que é diferente para cada aminoacido. Fonte: Nelson e Cox, 2011

Existem 20 tipos de aminoacidos diferentes que normalmente sdo encontrados
em proteinas, sao considerados a-aminoécidos. Apresentam um grupo carboxil e um
grupo amino ligados ao mesmo atomo de carbono (carbono a). Diferem uns dos outros
por meio da cadeia lateral (grupamento R), que define a estrutura, o tamanho, a carga
elétrica e influenciam na solubilidade em agua dos aminoacidos. Ainda existem outros
aminoacidos menos comuns, que podem ser residuos modificados de proteina
sintetizada, ou até mesmo aminoacidos livres, ndo constituintes de proteinas (Nelson
& Cox, 2011).

As microalgas sdo grandes fontes de proteinas (Tabela 2.2.2.2), que se
apresentam sob uma variedade de formas e localizacdes celulares. Proteinas
enzimaticas sdo dominantes, baseado em estimativas da proteina bruta. No entanto,

outros componentes também apresentam relevancia como parede celular, ligagdes a

5> Este termo se refere a perda dos elementos da dgua quando um aminodcido é unido a outro.
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pigmentos e a carboidratos (Stengel et al., 2011). Estudos recentes também atentam
para a valor nutricional das microalgas, que podem ser empregadas como fonte de
alimento e racéo, por apresentarem proteinas de alta qualidade, quando comparadas
as proteinas vegetais convencionais em termos de teor de aminoacidos essenciais
(Becker, 2007).

Tabela 2.2.2.2. Teor de proteinas em diferentes espécies de microalgas. Fonte:
Modificado de Becker et al., 2007.

Microalgas Proteina (% biomassa seca)

Anabaena cylindrica 43 - 56
Aphanizomenon flos-aquae 62
Chlamydomonas rheinhardii 48
Chlorella pyrenoidosa 57
Chlorella vulgaris 51-58
Dunaliella salina 57
Euglena gracilis 39-61
Porphyridium cruentum 28 -39
Scenedesmus obliquus 50 - 56
Spirogyra sp. 6-20
Arthrospira maxima 60 - 71
Spirulina platensis 46 — 63
Synechococcus sp. 63

Proteinas também podem ser capazes de gerar biocombustiveis. Apesar de
receber pouca ou nenhuma atencédo, por causa das dificuldades em desaminar
hidrolisados proteicos, a engenharia metabdlica centrada no nitrogénio tem sido
empregada para testar a viabilidade proteica das microalgas para o ramo das
biorrefinarias. Cultivadas em colaboragdo com as bactérias, a biomassa desses
microorganismos é capaz de fornecer como matéria prima o percentual de 50-70% de
proteinas totais. Embora essas proteinas também possam ser utilizadas por digestao
anaerodbia para producgéo de biogas, ou tratamento termoquimico para producéo de

calor, os processos existentes ainda ndo suportam a producdo de combustiveis
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liguidos, ou intermediarios farmacéuticos, fazendo-se necessaria a ampliagdo prética-
tecnologica. No entanto, para grande escala, a producao de proteinas empregando as

microalgas se mostra promissora (Huo et al., 2011).

2.3 Aplicagdes comerciais

As microalgas tem sido alvo de estudos em pesquisa aplicada, a fim de explorar
seu potencial comercial e industrial. Desde entéo, tem sido explorado fatores como as
condicdes 6timas de cultivo, que resultam em uma conversao tedrica de luz solar para
biomassa com rendimento de oito a dez vezes maior que as comunidades mais
produtivas de plantas naturais ou agricolas. Na pratica, o cultivo comercial em massa
pode chegar a resultar numa produtividade de cerca de 15 g.cm2.d? (54 tons.hat.ano
1). Microalgas tem se tornado fonte de compostos bioativos e farmacéuticos,
especialidades quimicas, alimentos saudaveis, racdes para aquicultura, tratamento de

residuos e producado de biocombustiveis (Metting Jr., 1996).

2.3.1 Produtos nutricionais a partir de microalgas

2.3.1.1 Nutricdo humana

A alimentacdo humana a partir de microalgas pode ser comercializada de
diferentes formas, tais como comprimidos, capsulas e liquidos. Também podem ser
incorporadas em massas, biscoitos, doces, gomas de mascar e bebidas. Devido as
diferencas nas propriedades quimicas, podem atuar como um suplemento alimentar
ou como corantes naturais. Neste contexto, as microalgas se destacam pelo alto teor
de proteinas e excelente valor nutritivo (Liang et al., 2004). Microalgas também
contém efeitos promotores de saude, que sdo capazes de reduzir hiperlipidemia®,
hipertensdo, proteger contra insuficiéncia renal, promover o crescimento de

lactobacilos intestinais e reduzir o nivel de glicose no sangue (Spolaore et al., 2006).

6 Caracteriza-se pela presenca de niveis elevados, ou anormais, de lipidios e/ou lipoproteinas no sangue.
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2.3.1.2 Nutricao animal

Além de serem usadas na alimentacdo humana, microalgas também podem ser
incorporadas a racdo de uma variedade de animais, que variam de peixes
(aquicultura) a animais de estimacdo e animais de fazenda. Cerca de 30% da
producdo mundial de microalgas € destinada para alimentos de animais. As principais
aplicacoes de microalgas para a aquicultura estdo associadas a nutricdo (sendo
usadas frescas, como componente Unico ou como suplemento alimentar). Séo
necessarias para consumo direto (no caso de moluscos e camardes), ou indireto
(como alimento de presas vivas que alimentam larvas de peixes). Os acidos graxos
poli-insaturados (acidos eicosapentaenoico, araquiddnico e docosahexaendico) sao
de grande importancia, essenciais para muitos animais marinhos e para o crescimento
e metamorfose de muitas larvas. Quanto aos animais de estimacgédo e de fazenda,
avaliacdes nutricionais mostram adequagcdo das microalgas como suplemento
alimentar, interferindo positivamente na fisiologia destes animais e proporcionando um
grande perfil de vitaminas naturais, minerais e acidos graxos essenciais, melhora na
resposta imune, na fertilidade, controle de peso, saude da pele, pélos e penas (Certik
& Shimizu, 1999; Muller-Feuga, 2000).

2.3.2 Cosméticos

Algumas espécies de microalgas ja estdo estabelecidas no mercado para
tratamento e cuidados com a pele (cepas Arthrospira e Chlorella). Além disso, muitos
empreendedores do ramo de cosméticos vém apostando no préprio sistema de
producado de microalgas (LVMH Prize, Paris, Daniel Jouvance, entre outros). O uso de
microalgas em cosmeticos pode ser encontrado principalmente para tratamentos do
rosto e cuidados com a pele, como cremes anti-envelhecimento, produtos de acéo
refrescante ou regenerante, emolientes, produtos antialérgicos e peelings. Microalgas
também se encontram representadas em produtos de protecao solar e protecéo para
o cabelo (Stolz & Obermayer, 2005).
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2.3.3 Biorrefinaria

O processo de conversao de biomassa de microalgas para energias tecnicamente
viaveis engloba diferentes processos, que podem ser separados tecnicamente em
quatro categorias basicas: conversdes bioquimica e termoquimica, reacdes quimicas
e combustéo direta (Figura 2.3.3.1). Para tanto, os principais fatores que influenciam
diretamente nestas conversfes sdo a quantidade e qualidade da biomassa, a forma
de energia desejada, questdes econdmicas e o perfil do produto final (Brennan &
Owende, 2010).

Fermentacao

Conversao
Bioquimica

Digestao

Anaerbbia i

Hidrogénio
Gaseificacao Gas combustivel

Biomassa
de
Microalgas

Bio - 6leo

Carvdo vegetal

Bio - 6leo

Liquefacao

Transesterificacao Biodiesel

Combustao
direta

Geracao de
energia

Eletricidade

Figura 2.3.3.1. Producéo de energia através da conversédo de biomassa das microalgas
usando processos bioquimicos, termoquimicos, quimicos e de combustado direta. Fonte:
Modificado de Wang et al., 2008.

Mais especificamente, exemplos de processos que participam da conversao
bioguimica incluem a digestao anaerébia para a producao de metano e fermentacéo,
para producéo de etanol. A conversao termoquimica abrange a decomposicéo térmica
de componentes organicos em biomassa, a fim de produzir produtos de combustao,
obtidos por diferentes processos, como a combustéo direta, gaseificacéo, liquefacéo

e pirélise. Em contrapartida, um processo de conversao quimica envolve a extragdo
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de lipidios acumulados nas células das microalgas, convertendo esses lipidios
extraidos em biodiesel, por meio da reacdo de transesterificacdo. A energia
armazenada na biomassa de microalgas também pode ser aproveitada atravées da
combustdo direta, onde a biomassa pode ser queimada em presenca de ar para
converter a energia quimica armazenada em gases quentes. No entanto, este método
apresenta a grande desvantagem por requerer um pré-tratamento, como processo de
secagem, corte e moagem, que demandam mais gasto de energia e elevam o custo
do processo (Tsukahara & Sawayama, 2005; Wang et al., 2008; Brennan & Owende,
2010).

2.3.4.1 Biodiesel de microalgas

O biodiesel é definido como uma mistura de ésteres alquilicos de acidos graxos
obtidos por transesterificacdo (reacdo de permuta de ésteres) a partir de o6leos
vegetais ou de gordura animal (Equacéo 2.3.4.1.1). Esses lipidios sdo compostos de
90-98% (em peso) de trigliceridios e pequenas quantidades de mono e digliceridios,
acidos graxos livres (1-5%) e valores residuais de fosfolipidios, fosfatideos, carotenos,
tocoferdis, compostos de enxofre e resquicios de agua. A partir da transesterificacéo
destes Oleos que pretende-se atingir uma viscosidade proxima ao diesel de petréleo
(Bozbas, 2008).

catalisador
Trigliceridio + 3 metanol < glicerina + 3 ésteres metilicos (Biodiesel)

(2.3.4.1.1)

O excesso de metanol é usado para forcar a reacdo e favorecer a producao de
biodiesel, mas depois ele € recuperado e reutilizado. A capacidade calorifera do diesel
é em torno de 42,7 MJ.Kg?, enquanto que o biodiesel a partir de 6leos de sementes
(colza, soja) produz 39,5 MJ.Kg? e a biomassa de microalgas é capaz de produzir 41
MJ.Kg?. Embora para biodiesel a base de sementes seja mais comum, microalgas
apresentam densidade energética suficiente para se tornar uma alternativa viavel ao
diesel de petréleo. Em boas condi¢des, as microalgas sdo capazes de dobrar sua
biomassa em menos de 24 horas, elevando, respectivamente, o teor de lipidios. A

produtividade anual de Oleo das microalgas € muito maior que as culturas de
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sementes. Enquanto a soja produz apenas 450 litros de 6leo por hectare, a canola
1.200 litros por hectare e a palma 6.000 litros, as algas extrapolam essa capacidade,
podendo chegar a 90.000 litros por hectare. Essa capacidade de rendimento € ideal
para a agricultura intensiva, se mostrando uma excelente fonte produtora de biodiesel
(Chisti, 2007; Haag, 2007).

2.4 Microalga de interesse comercial

2.4.1 Isochrysis galbana

A Isochrysis galbana é uma microalga parda, marinha, unicelular, flagelada,
pertencente a divisdo Haptophyta. A caracteristica mais marcante deste grupo se da
pela presenca de uma estrutura em forma de fio, conhecida como haptonema, que se
aloca entre os dois flagelos tipicos. Estrutura esta, que pode estar relacionada as
funcdes de orientacdo e movimento das células, e também auxiliar na busca por
alimento. As haptéfitas sdo em grande maioria autotréficas (sendo algumas espécies
mixotroficas), apresentam porte pequeno, em sua maioria pertencem ao
nanoplancton’, podendo ser dominantes nesta fracdo do plancton marinho.
Apresentam reproducdo vegetativa, por divisdo binaria, apesar de ja ter sido
documentada a reproducdo sexuada em varias espécies (Lourenco, 2006).

O produto de reserva das haptofitas € um polissacarideo derivado da glicose,
formado por ligacdes glicosidicas denominado crisolaminarina, e ocorre no interior dos
vacuolos citoplasmaticos. Atualmente, estudos sobre a |. galbana tem recebido
bastante atencdo quanto a sua capacidade de acumulo de lipidios como produto de
reserva. Estes microorganismos também tem mostrado grande eficiéncia na producéo
de PUFAs, em especial o acido docosahexaenodico (DHA). Dessa forma, a |. galbana
tem se mostrado uma forte candidata para a producao de biodiesel. Sob fatores de
estresse nutricional (alteragbes nas concentracdes de nitrogénio e fésforo), a
microalga € capaz de elevar ainda mais o seu estoque lipidico (Liu & Lin, 2001;

Lourenco, 2006; Feng et al., 2011; Roopnarain et al., 2014a).

7 Constituem um dos menores organismos do plancton, com dimensdes entre 2 e 63 pm.
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3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TRABALHO

A microalga |. galbana tem sido amplamente investigada para produgéo de
biodiesel, devido a sua capacidade de armazenar carbono excedente como lipidio,
quando submetida a limitacdo nutricional. A valoracdo desta microalga se da, tanto
por sua eficiéncia e capacidade adaptativa para cultivos em larga escala, quanto
pela possibilidade de reducao dos custos com nutrientes no meio de cultivo.

Dessa forma, o projeto atua na captura do COg, via biofixacdo, e producao
simultdnea de bioprodutos que agreguem valor comercial. A biomassa residual é
processada para geracdo dos bioprodutos (Figura 3.1), por se tratar de uma fonte

rica em proteinas, carboidratos, lipidios (PUFAS), vitaminas, enzimas, entre outros.

2 BIOMASSA DE MICROALGAS
AR ATMOSFERICO "
{0,03% CO.) ’ MEIO /2

% :
EXTRACAO | ANALISE ELEMENTAR |

N
LIFiDIOS PROTEINAS

Figura 3.1. Fluxograma das aplicagbes potenciais de Isochrysis galbana para o
projeto proposto.

Esta abordagem atribui relevancia econémica, e também ambiental (mitigacéo
do efeito estufa). Como relevancia social, destaca-se que a produgédo de energia
limpa é uma condicdo necessaria para o desenvolvimento sustentavel, que € a maior

contribuicdo deste projeto.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Associar o abatimento das emissdes de CO: (via biofixagdo) a partir da
microalga marinha Isochrysis galbana, e utilizar sua biomassa resultante como
matéria - prima para producao de bioprodutos de interesse comercial, que agreguem

valor econdmico ao abatimento da emissao.

4.1.1 Objetivos especificos

a) Investigar as condigbes de cultivo da microalga I. galbana para realizar o

abatimento das emissdes de CO: via producéo de biomassa;

b) Otimizar a produtividade da biomassa de |. galbana e elevar a fragdo de 6leo
produzida, empregando diferentes concentracdes de nitrato e fosfato no meio

de cultivo;

c) Modelar as respostas celulares via Analise de Superficie de Resposta nos
fatores independentes Nitrato e Fosfato, visando viabilizar os calculos de

larga escala de um projeto industrial com a microalga |. galbana.
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5. METODOLOGIA

5.1Manutencédo do microorganismo

Neste trabalho foi utilizada a cepa de microalgas marinhas LEAF0300
Isochrysis galbana, pertencente a colecdo de microalgas do Laboratério de Estudos
Aplicados em Fotossintese (CMLEAF), cedida pelo Professor Ricardo Moreira
Chaloub, do Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).
A cepa foi mantida em triplicata de frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 250 mL
de meio estéril, iluminag&o por lampadas fluorescentes com intensidade de 40 uymol
fotons.m?.st, em fotoperiodo de 12:12 (claro/escuro) e temperatura de

aproximadamente 28°C. As células foram repicadas a cada 15 dias.

5.2Meio de Cultivo

Os microrganismos foram cultivados em meio f/2 de Guillard (1975)
modificado (tabela 5.2.1), determinado como um meio eficiente para o cultivo de
microalgas marinhas. A solucdo salina de agua do mar sintética (Ocean Fish,
PRODAC) foi preparada na concentragdo de 33g.L? e filtrada em membrana de
celulose (porosidade 0,45 um) para, em seguida, ser enriquecida com 0s nutrientes
inorganicos. Tanto a 4gua do mar sintética, quanto os nutrientes foram previamente
esterilizados por autoclavacao (121°C, 1,0 atm por 20 minutos), exceto a solucéo de
vitaminas, que foi esterilizada com filtros de celulose (Sartorius, 0,22um). Este
procedimento, bem como a adicdo de nutrientes ao meio, foi devidamente realizado

em fluxo laminar vertical (PCR T2 ECO, PACHANE), para evitar contaminacao.
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Tabela 5.2.1. Composi¢ao do meio de cultivo f/2 de Guillard modificado.

COMPOSTO CONCENTRACAO FINAL

(maiL)
Mal Oy 75 mgfl
MaH:PCs.H:0 2 mgfL
Solugéo de Metais - trago
CuSQy 5H0 9,8 mg/L
ZnS0, THO 22 mgiL
CoCk.6HD 10 mgiL
MnClz.4H-0 180 mag/L
MazMoCls 2H:0 6,3 mg/L
FelCl 6Hz0 3,15 mgiL
MazECTA 436 mgiL
Vitaminas
Tiamina 0,05 mogfL
Biotina 0, 00025 mgiL
Vitamina B12 0, 00025 mgiL

5.3Condicbes de cultivo e Estresse Nutricional

Os ensaios com a microalga |. galbana foram realizados no Laboratério
H2CIN / Escola de Quimica, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). As
células foram previamente cultivadas em Erlenmeyer 1,5 L contendo 1 L do meio f/2
modificado, durante 8 dias. Em seguida, as células foram inoculadas em garrafas de
PET transparente, de 3,3 L, contendo 2,5 L do meio f/2 modificado. Os cultivos
foram alocados em estantes de cultivo, com alimentacéo continua de ar atmosférico
(0,03% de COz2), por meio de compressores de aquario com 800 cm3.min! de vazao.
O sistema de captura do ar emitido pela bomba consistiu de uma mangueira de
silicone contendo na extremidade uma pedra porosa de aquério para aeracdo da
cultura. A temperatura no local de cultivo foi mantida a 28+3°C. A figura 5.3.1 ilustra

as condicdes de cultivo.
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Figura 5.3.1. Cultivo da microalga Isochrysis galbana em garrafas de PET transparente.
Prateleira de cultivo autotrofico (presenca de luz e meio de cultivo f/2 modificado). Fonte:
Juliana L. Pinto

Foram realizados 11 experimentos em batelada simples, onde todos
receberam o mesmo valor de in6culo, que apresentaram densidade inicial de
aproximadamente 2,2 x 10° células/mL. As microalgas foram cultivadas sob limitacdo
nutricional durante 8 dias (sendo o dia do indculo considerado o dia zero), ocorrendo
alteracdo das concentracbes nutricionais recomendadas pelo meio f/2 modificado
para nitrato e fosfato. As concentragdes dos outros nutrientes encontrados no meio

(metais e vitaminas) ndo foram alteradas.

5.4Crescimento Celular

O crescimento das microalgas foi acompanhado por meio de contagem direta
ao microscoépio optico (Bioval L1000B, Brasil), onde foi quantificado o nimero de
células por unidade de volume de cultivo (células/mL). A cada dia de cultivo dos
experimentos, no mesmo horario, uma aliquota de 3 mL foi retirada do meio e
adicionada de 25uL de Lugol Acético, para fixar e preservar as caracteristicas
morfolégicas das células. A quantificacdo foi realizada com o auxilio da camara de
contagem de Fuchs Rosenthal.
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O numero de células foi correlacionado com o peso seco X (g.L!) e com a
absorbancia Y, em espectrofotbmetro UV-visivel (U2M, Quimis) a 750 nm, através
das equacdes a seguir:

X = (cél.mL? + 0,0044) / 2 (R?>= 0,9816)
Y = (cél.mL? + 0,0018) / 0,3119 (R2 = 0,9909)

5.4.1 Taxa Especifica de Crescimento (M)

A taxa especifica de crescimento (u) da cultura foi avaliada durante a fase

exponencial do crescimento, calculada de acordo com a seguinte férmula:

w=() ()
(5.4.1.1)

Onde t € o tempo total em dias do crescimento celular, Xf é a concentracédo

final da cultura e Xi é a concentracao inicial. O resultado é fornecido em d-2.

5.5Intensidade Luminosa

As culturas foram iluminadas com lampadas fluorescentes tubulares de 40W,
T8, 6400K, 005A, de cor branca/luz do dia (Slimfluor VECP), que proveram 166 pmol
fotons.m2.s de intensidade luminosa na prateleira onde se localizaram os cultivos.
A densidade do fluxo de fétons foi medida na superficie externa das garrafas por um
sensor quantico acoplado a um integrador radiométrico LI-250A (LI-COR®,
Biosciences). Para que todos os experimentos recebessem a mesma quantidade de
luz, foi feito um rodizio no sentido horario entre as garrafas durante todos os dias de
cultivo, havendo troca sempre no mesmo horario, ap0s as analises de crescimento
celular. As microalgas foram expostas a fotoperiodos de 12:12 (claro/escuro), que foi
controlado por temporizador (Elcon, modelo TM-22, 110/220V, 60Hz).
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5.6Nitrato

A anadlise da concentracdo de nitrato do meio foi baseada no método de
Collos et al., (1999). Foram filtrados 5 mL da cultura em filtros de celulose com
porosidade 0,45 um, para remoc¢do das células. Em seguida, foram adicionados 50
ML de HCI 1,0 M. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro UV-
visivel (UV-1800, Shimadzu) a 220 nm (nitrato) e 275 nm (nitrogénio orgéanico),
zerada com o branco (que substitui a amostra por agua destilada e HCI). A

absorbancia final foi gerada através da equacéo:

ABSfinal = ABS220 — 2 ABS275
(5.6.1)

Foi feita uma curva de calibracdo com solucdo padrédo de NaNOs 8,0mM para

uma faixa de concentragdo de 0 a 1,2 mM (R? = 0,9811).

5.7Fosfato

A analise do fosfato residual presente nos cultivos foi realizada de acordo com
o Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (1960). Para
fazer a analise, fez-se necessario o preparo das seguintes solucdes:

e Solucdo de Acido Forte: Adicionou-se 150 mL de &cido sulftrico concentrado
(H2S04) em 300 mL de agua destilada. Apds resfriamento, adicionou-se 2,0
mL de HNOs concentrado, aferido em baldo volumétrico de 500 mL.

e Solucdo de acido forte e molibdato de amonia: Foi dissolvido 15,7 g de
(NH4)sM06024.4H20 em 100 mL de agua destilada, adicionou-se 126 mL de
H2SO4 em 200 mL de &gua destilada. Apés resfriar, adicionou-se 1,7 mL de
HNOs. As solugBes foram misturadas e aferidas em baldo volumétrico de 500
mL.

e Solucdo de amino - naftol acido sulfénico: Foram pesados 0,375 g de 1
amino-2-naftol-4-acido sulfénico; 21 g de sulfito de sodio anidro (Na2S0Os); e
35 g de metabissulfito de sodio anidro (Na2S20s). Foi misturado o acido

sulfénico com uma pequena porgdo de Na2S20s e reservado em recipiente
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limpo e seco. O restante dos sais foi dissolvido em 400 mL de agua destilada.

Em seguida, foram adicionados os sdlidos anteriormente misturados, e o

volume total foi aferido em bal&o volumétrico de 500 mL.

Foram recolhidas amostras de 10 mL dos cultivos, que foram filtradas a vacuo
em filtros de celulose com 0,45 um de porosidade. Aos filtrados, foram adicionados
0,5 mL de acido molibdato e agitado vigorosamente. Em seguida, foram adicionados
0,5 mL de &cido sulfénico e novamente agitado. Ao fim de 5 minutos, foi feita a
leitura da absorbancia (690 nm) em espectrofotometro UV-visivel (U2M, Quimis). A
calibracdo com o branco utilizou agua destilada com o mesmo tratamento da
amostra, substituindo apenas a solucdo de acido molibdato por &cido forte. Uma
curva padrdo foi construida com solucdo padrdao de NaH2POs4 a 0,25mM, para
concentracdes na faixa de 0 a 0,038 mM (R2 = 0,9996).

5.8Coleta e Concentracdo da Biomassa

A biomassa para analise composicional foi coletada por centrifugacdo a 3500
rpm durante 10 minutos, a aproximadamente 20°C em centrifuga refrigerada (CT-
6000R, Cientec). Em seguida, os pellets foram submetidos a duas lavagens em
solucdo de bicarbonato de ambnio a 0,5M. A biomassa Umida foi acondicionada em
coletores universais devidamente vedados e armazenados em congelador (-6°C).
Apoés 24 horas, as amostras foram transferidas e armazenadas em freezer (-20°C).
A etapa seguinte submeteu a biomassa ao processo de liofilizacdo, que permitiu a
conservacdo da microalga a seco, promovida pela remocdo da agua sob baixa
temperatura (< -30°C), por meio de forte vacuo. O procedimento de secagem ao

liofilizador (LT600, Terroni) durou aproximadamente 24 horas.

5.9Lipidios Totais

A analise de lipidios foi baseada no método de Folch et al. (1957). Os lipidios
foram extraidos a partir de 36 mL da proporcao cloroférmio:metanol 2:1, para cada
0,5g de biomassa seca, associados ao uso de ultrassom com frequéncia de 40 KHZ
e intensidade 48,21W.L1, por 20 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, a

biomassa foi separada por filtracdo a vacuo, em membrana de fibra de vidro
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(porosidade 0,45um). A fase orgénica foi recolhida, transferida para outro tubo, e
adicionada de 9 mL de KCI 0,88%. Formaram-se duas fases: a parte superior foi
desprezada com auxilio de uma pipeta de vidro graduada; a parte inferior foi
adicionada de 4,5 mL da solucao cloroférmio:metanol:agua destilada, na proporcéo
3:48:47, para lavagem da amostra. Formaram-se novamente duas fases, a parte
superior desprezada e a lavagem repetida mais duas vezes. A fase orgéanica final foi
transferida para vidros de relégio e seca em estufa a 40°C até atingir peso

constante, como pode ser visto na figura 5.9.1.

Figura 5.9.1. Lipidios apds o periodo de secagem na estufa. Fonte: Juliana L. Pinto

A determinacdo gravimétrica da massa de lipidios totais (%LT) foi feita através

da seguinte equacao:

(Pf — Pi) x 100

9 =
%LT D

(5.9.1)

Onde, Pf é o peso final do vidro relogio (g), Pi € o peso inicial do vidro relogio

(g) e Pb é o0 peso seco da biomassa utilizada para a extracao (g).

5.10 Anaélise Elementar

Para obter os valores da composicao elementar de Carbono (C), Hidrogénio

(H) e Nitrogénio (N) em porcentagens, amostras liofilizadas contendo cerca de 1,5
mg de biomassa seca foram submetidas a combustdo de 1075°C em analisador
elementar (TRUSPECmicro, LECO). Como géas de arraste foi utilizado o Hélio. Os
elementos C, H e N foram convertidos, respectivamente, em CO2, H20 e N2, e
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quantificados em células de infravermelho (CO:2 e H20) e células de condutividade
térmica (N2). Como padrdo, foi feita uma curva de calibragdo com Acetanilida
(C=29,99%; N=11,66%; H=5,03%).

5.11 Proteinas Totais

A andlise de proteinas esta relacionada a analise elementar, devido ao
fornecimento da porcentagem de nitrogénio total presente na biomassa. Sendo
assim, o conteudo proteico pode ser determinado a partir de um fator de conversao
determinado por Lourencgo et al., (1998):

Proteinas (%) = 3,99 X N
(5.11.1)

Onde N é o nitrogénio total (%) presente na biomassa seca.

5.12 Tratamento Estatistico de Dados e Superficies de Resposta

Superficies de Resposta (SR) sdo modelos algébricos simples, normalmente
seguindo Formas Lineares, Quadraticas ou Cubicas, com um ou Varios Fatores
Independentes de Entrada (Inputs), com o objetivo de gerar predicbes de precisao
razoavel de Respostas ou Variaveis Dependentes (Outputs) que tém algum
interesse tecnoldgico e que caracterizam o fenébmeno fisico-quimico ou bioquimico
em estudo.

As SR’s sado propostas e construidas inicialmente sem principios fisico-
quimicos ou bioquimicos envolvidos, porém devem ser calibradas ou ajustadas com
base em informacédo de qualidade obtida em experimentos acerca do fendmeno de
interesse. Ou seja, a analise de SR’s pressupde que um Projeto Experimental tenha
sido executado para gerar medicdes das Respostas sobre um dominio especifico de
coordenadas dos Fatores Independentes estipulado no Projeto Experimental. Certos
pontos mais importantes ou nobres do Projeto Experimental poderéo dispor de mais

de uma réplica observada, ao passo que, devido as limitacdes de custos e tempo
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envolvidos nos experimentos, a maioria dos pontos ordinarios do Projeto tem

replicacdo apenas unitaria.

O esforco extra para se tratar dados experimentais via constru¢cdo de modelos

em Superficie de Resposta (SR) em uma campanha experimental tem varias

justificativas (Himmelblau, 1970):

Gera conhecimento sob a forma algébrica de SR sobre o dominio
experimental relativo ao fendmeno de interesse;

Avalia de forma confiavel a variabilidade de respostas e coeréncia
experimentais;

Testa adequacéo do modelo empirico SR aos dados experimentais;

Permite estimar respostas em pontos ndo cobertos pelos experimentos;

Testa e propde diferentes estratégias da campanha experimental, permitindo
variar e corrigir coordenadas de acordo com os resultados SR;

Permite predicbes antecipadas dispensando o custo e tempo gasto com
experimentos possivelmente desnecessarios;

Identifica rapidamente ponto experimental corrompido a ser refeito (outlier);
Possibilita decisdes de Engenharia em um contexto de incerteza envolvendo
as relacbes causais entre Fatores Independentes e Variaveis Respostas;
Substitui algebricamente, com SR, a experimentacao para gerar respostas.
Permite andlise estatistica do processo experimental envolvido na campanha,
pois modelos SR de boa performance somente podem resultar de

experimentos consistentes e fisicamente sustentados.

Neste trabalho o Projeto Experimental utilizado nas campanhas de cultivo de

I. galbana, baseia-se em Projeto Fatorial com dois fatores nutricionais

independentes (F1, F2) em 03 niveis (baixo, médio e alto) respectivamente

relacionados as quantidades de Nitrogénio (N) e Fésforo (P) no meio inicial de

cultivo. Admite-se auséncia de reposicdo destes nutrientes ao longo de periodo de

cultivo de 08 X 24hs, quando entdo sao avaliados os resultados obtidos em termos

das varias respostas de interesse.

Os Fatores Independentes (F1, F2) utilizados nesta Dissertacdo sao sempre 0s

mesmos com valores estipulados no Projeto Experimental, mas as respostas sdo

varias dependendo dos recursos analiticos disponiveis. Assim, embora este estudo
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tenha explorado pelo menos 06 respostas no material celular colhido ao final do
oitavo periodo de 24hs de cultivo — % w/w Lipidios, % w/w Proteinas, Taxa
Especifica de Crescimento, % w/w Carbono, % w/w Hidrogénio, % w/w Nitrogénio —
apenas as trés primeiras, mais importantes, seréo tratadas matematicamente aqui
no contexto de Analise de Superficies de Resposta (SR).

A metodologia SR visa tratar os dados ajustando formas simples algébricas
construidas com os Fatores Independentes para prever o comportamento das
Respostas em analise. As Respostas sdo em geral associadas ao simbolo (Y) e no
presente tratamento serdo, como ja informado, apenas as trés mostradas na Tabela
5.12.1.

Portanto, trata-se de Projeto Experimental Fatorial Completo 32 resultando em
09 Experimentos. Os niveis P e N utilizados no Projeto Experimental sdo expressos
em concentracbes em mg/L de NaH2PO4 e em mg/L de NaNOs no meio de cultivo,
enquanto os Fatores Independentes s&o expressos como 0s logaritmos naturais
destas concentragfes na Eqg. (5.12.1). Os fatores (F1, F2) também foram testados em
configuracbes nao logaritmicas, no entanto se mostraram de qualidade inferior em
termos do desempenho do respectivo modelo SR, ndo sendo mostradas por serem

de importancia secundaria.

F1 =In(Cnarizpos) + F2 =IN(Cranoz) (5.12.1)

As coordenadas do Projeto Experimental 32 em termos dos valores de fatores
independentes sdo mostradas na Tabela 5.12.2. Todos os Pontos Periféricos e
Intermediarios do Projeto dispdem de apenas 01 réplica (01 Cultivo), enquanto o
Ponto Central, teoricamente o mais importante do Projeto, tem associado a ele 03
réplicas (03 Corridas Independentes de Cultivo com o mesmo preparo e inoculo de
meio). A importancia da existéncia do Ponto Central com maior carga de replicacao
reside em que serad possivel executar o Teste F de Rejeicdo de Modelo
(Himmelblau, 1970). Se todos os pontos do Projeto fossem mono-replicados o Teste
F de Rejeicdo de Modelo ndo seria possivel. Este Teste F é (til para descartar
modelos SR com formato inadequado, orientando a proposi¢cao de tais modelos na

direcdo de melhores desempenhos.
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Tabela 5.12.1. Respostas (Y) Consideradas para Construcédo de Modelos SR

Resposta Simbolo Unidade | Experimentos | Replicacao Total de
Envolvidos Observacoes

Taxa 1,1,1,1,

Especifica de U d-l 09 1.1.1.1 11

Crescimento ou ' ’3 ”

Exponencial ExpSpGrowthRate

% wiw 1,1,1,1,

Lipidios %Lipids . 09 11,11, 11

apés 3

08 X 24hs

% wiw 1,1,1,1,

Proteinas %Proteins . 09 1111 11

apos ' ’3 ”

08 X 24hs

Tabela 5.12.2. Coordenadas Fatoriais P e N para Construcdo de Modelos SR

Ponto Status Réplica CnaH2po4 Cnano3
Experimental mg/L mg/L
1 Intermediario 1 4 40
2 Periférico 1 4 70
3 Intermediario 1 2.5 70
4 Periférico 1 1 70
5 Intermediario 1 1 40
6 Periférico 1 1 10
7 Intermediario 1 25 10
8 Periférico 1 4 10
1
9 Central 2 2.5 40
3

Utilizando-se apenas dois fatores independentes (Fi, F2) e apenas Ne=9
experimentos como 0s aqui conduzidos, as formas SR mais comuns que poderiam
ser testadas correspondem as trés versdes nas Egs. (5.12.2), no caso escritas no

formato com parametros e respostas corretos (valores estes desconhecidos):

Y =By + BLFy+ By Fy (5.12.2a)
Y=po+P1F+pr R+ p3 R R (5.12.2b)
Y =fy +BLFL+Bo Fy+ B3 FLF, + By FE + s FF (5.12.2c)

As respectivas versdes SR das Egs. (5.12.2) com parametros estimados e

respostas estimadas (como sdo comumente usadas) seguem nas Egs. (5.12.3).
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Y =By +BFi+5 F (5.12.3a)
Y=py+BiFL+ByFy+ By FLFy (5.12.3b)
YA :BO + Iél'Fl +é2 .F2 + ,és) .Fl.F2 + ﬁA4 .F12 + ﬂA5 .F22 (5123C)

A versdo SR nas Egs. (5.12.2a) ou (5.12.3a) € a mais simples (Linear)
contendo apenas 03 parametros de calibracdo (gq=2). SR mais complexas dos tipos
Quadratica Parcial e Quadratica Completa com 04 (q=3) e 06 (q=5) parametros
mostradas nas Eqs (5.12.2b) e (5.12.2c), também foram testadas resultando em
ganhos de qualidade de predicdo devido ao maior tamanho do preditor. Todavia,
estas versdes maiores Eqgs (5.12.2b) e (5.12.2c) nem sempre correspondem a
melhor opcdo SR a escolher, pois ganhos de predicdo modestos ao custo de haver
varios parametros com baixa significancia ndo configura algo interessante, pois ha
que se ter em conta que o0 numero de experimentos utilizados é reduzido, Ne=9, com
baixa carga de replicacdo, devido a replicacdo unitaria nos pontos nao centrais e
apenas 03 réplicas no ponto central da malha.

Os dados acerca da influéncia de Fatores Nutricionais em culturas |. galbana
envolvem as opcdes de Varidveis Respostas (Y ) listadas na Tabela 5.12.1. As
denominacdes das respostas — Taxa Especifica de Crescimento, % w/w de Lipidios
e % w/w de Proteinas — foram mantidas em Inglés por serem assim citadas nas
figuras geradas no software SURFACE_RESPO desenvolvido em MATLAB no Lab.
H2CIN da Escola de Quimica, UFRJ, para andlise de Superficies de Resposta que
sera usado neste trabalho.

Cada uma das Respostas na Tabela 5.12.1 foi correlacionada contra os
Fatores nas SRs dadas nas Egs. (5.12.3), sendo apresentados apenas os resultados
da versdo SR que obteve melhor desempenho em suas predi¢cbes. Isto é
consolidado no Capitulo 6 de Resultados da Dissertacdo, em termos das respectivas
saidas gréficas e tabulares associadas a geracdo de cada melhor SR
correspondente as trés respostas da Tabela 5.12.1.

Outras férmulas auxiliares sdo aquelas associadas as estatisticas

SF% ,SE ,S% que podem estimar a Variancia Fundamental do Processo (02) e,

portanto, servir como avaliadoras da qualidade da estimacéo, pois procedimentos de
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calibracdo SR com menores valores destas estatisticas estdo associados a melhor
aderéncia SR a experimentos ou menores residuos |[dados-modelo|. Estas
estatisticas sdo escritas nas Eqgs. (5.12.4) a (5.12.6). A Eq. (5.12.7) apresenta a
férmula generalizada SR que podera recair em qualquer uma das trés expressées

particulares mostradas nas Egs. (5.12.3).

N R e
P(YF-Y;)? ZY”
52 - i=l , DFR=Ng-q-1 , YE=1 5.12.4
R DFR e ' P ( :
< E E\2
DY -YiT) \
g2 ==Lzl . DFL=3P -Ng (5.12.5)
DFL ~
< E v \2
(Y =Yi) \
52 _ilidl | DFY:ipi —q-1 (5.12.6)
DFY ~
Yi =By + BrFui + BaFai +-+ + By FiiFa (5.12.7)

As Egs. (5.12.4) a (5.12.7) resumem parte do Tratamento Estatistico que sera
utilizado nesta Dissertacdo, a qual também utilizard outros conceitos e termos mais
avancados ndo descritos aqui, mas que sdo perfeitamente esclarecidos em
referéncia adequada (Himmelblau, 1970). Os resultados numéricos e graficos
pertinentes a este tratamento sdo apresentados no Cap. 6. Assim, tém-se nas EQs.
(5.12.4) a (5.12.7) os seguintes descritivos:

e i,j sao indices de Experimento e de Réplica, respectivamente.

e Ng,q+1, P, séo, respectivamente, o Numero de Experimentos do Projeto
Experimental (Ng =9), o NUumero de Parametros da SR (q+1) e o Numero
de Reéplicas do Experimento i (na maioria deles P, =1, mas ha, no Ponto

Central do Projeto, P, =3).
o YijE, ﬂE, \fi sao, respectivamente, a Resposta Observada da Réplica j no
Experimento i; a Resposta Observada Meédia (Observed Average ou
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simplesmente Average) do Experimento i e a Resposta Estimada por alguma

das Egs. (5.12.3) para o Experimento i.

As Estatisticas Sé, SE, 83 sdo denominadas, respectivamente, Soma de

Quadrados de Residuos Modelo-Médias, Soma de Quadrados de Residuos
Réplicas-Médias e Soma de Quadrados de Residuos Modelo-Réplicas.

Os termos DFR , DFL , DFY sdo os Numeros de Graus de Liberdade

(Degrees of Freedom) associados as estatisticas Sé, SE, 83.

Todas estas trés Estatisticas sdo estimadores para a Variancia Fundamental
do Processo (05), sendo Sf considerada a melhor delas por possuir maximo

Numero de Graus de Liberdade (isto €, no caso DFY > DFR > DFL ), ou seja,

MAaximo peso estatistico.
Utilizando-se estatisticas Sé, SE, Sf , ttm-se que:

o Pequenos valores SE indicam boa qualidade dos dados

experimentais.

o Pequenos valores SF% e Sf indicam que a SR tem bom desempenho

para representar os dados experimentais.

o Pequenos valores de Sf e SE que, além disto, sdo préximos, indicam

boa SR ajustada a um bom conjunto de dados.

2
R

xS .
o A Razéo — pode ser utilizada para Teste F do Modelo SR
L
(Himmelblau, 1970), sendo que todas as SR’s ajustadas com os dados
da Dissertacdo foram aprovadas neste Teste F; isto €, todas as SR
geradas nos trés casos da Tabela 5.12.1 tém validade para utilizacéo
numerica em substituicdo aos dados experimentais. Os resultados de

Testes F de Modelo SR sao apresentados com as figuras da SR no

Cap. 6.
52
o A Razéo ﬂ—'; pode ser usada para Teste F de Significancia do
Sy

Parametro ,ék do Modelo SR (Himmelblau, 1970). Os resultados de
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Testes F de Significancia de Parametros de cada SR sao
apresentados com as figuras da SR no Cap. 6.

o O produto t1—a/2-\/¥ pode ser usado para definir Limites Superior e
Inferior de Confiangca de Parametro Correto com Probabilidade
(1-«)*100% (¢ =0.05) onde t;_,,, € a abscissa t-Student a DFY
Graus de Liberdade com Prob(—t;_,,» <t<t;_,;2)=(1-a)*100%
(Himmelblau, 1970);

o O produto tl_a,z.\/g pode ser usado para definir Limites Superior e
Inferior de Confianca de Respostas Corretas da SR com Probabilidade
(1-«)*100% (¢ =0.05) onde t;_,,, é a abscissa t-Student a DFY
Graus de Liberdade com Prob(—t;_,,» <t<t;_,;2)=(1-a)*100%
(Himmelblau, 1970);

o Por fim, o produto ¢_,(q +1).S$ pode ser usado para definir
Elipséides 3D de Confianca de Triades de Parametros Corretos com
Probabilidade (1-«)*100% (« =0.05) onde ¢,_, é a abscissa Fisher
a (g+1,DFY) Graus de Liberdade com Prob(¢<¢;_, )=(1—a)* 100%
(Himmelblau, 1970).

O tratamento estatistico da analise SR e todas as figuras e tabelas respectivas
foram geradas pelo software SURFACE_RESPO desenvolvido em MATLAB pela
Equipe do Lab. H2CIN da Escola de Quimica da UFRJ.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os resultados aqui discutidos refletem as consequéncias em diversas
respostas de interesse pratico — Taxa Especifica de Crescimento, % w/w Lipidios, %
w/w Proteinas — nos cultivos |. galbana ao longo da campanha experimental para
avaliacdo de influéncia no meio inicial de estresse nutricional em termos de fatores P
e N.

Este trabalho seguiu o Projeto Experimental Fatorial 32 apresentado na
Tabela 5.12.2 abrangendo experimentos 1 a 9, todos mono-replicados excetuando o
ultimo — Ponto Central do Projeto — com 03 réplicas conduzidas independentemente.

Os 9 experimentos distinguem-se em termos de suas coordenadas no plano
fatorial P x N expressas em termos de concentracfes (mg/L) de NaH2PO4 e de
NaNOs no preparo inicial dos meios de cultivo. As respostas resultam de anélises do
meio e do material celular colhido ao final do oitavo dia de cultivo. Também s&o
apresentados e analisados resultados diarios, levantados ao longo dos 8 dias de

cultivo em cada experimento, em termos de:

e Concentracdo de NaH2PO4 e Concentracédo de NaNOs;
e Concentragao Celular (Cel/mL);
e Composicao da Biomassa:

o Teor de Lipidios (% w/w Lipidios);

o Teor de Proteinas (% w/w Proteinas).

Por fim, sdo ajustadas Superficies de Resposta (SR) para permitir
quantificacdo e andlise do comportamento das trés respostas principais — Taxa
Especifica de Crescimento, % w/w Lipidios, % w/w Proteinas — registradas no dia 8,
em termos dos dois Fatores Independentes (F1, F2) de preparo de meio mostrados
na Eq. (5.12.1):

Fi=In(Cnarizpos) + F2 =IN(Crano3) (5.12.1)
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6.1 Cinética de consumo dos macronutrientes
6.1.1 Fosfato: Fator P

A disponibilidade de fosfato no meio foi acompanhada em todos os cultivos. O
grafico mostra que o fosfato foi consumido ao longo dos dias, e que chegou bem
proximo ao esgotamento no ultimo dia de cultivo (Figura 6.1.1.1), exceto para o
experimento 8 (P:4mg/L), que apresentou comportamento diferenciado, com
absorcdo gradativa do nutriente e sua manutencao até o fim do cultivo. Com 4 dias,
0s experimentos 5 (P:1mg/L) e 6 (P:1mg/L) chegaram ao esgotamento completo de
fosfato disponivel. No entanto, nos dias consecutivos, foi detectado o ressurgimento
do nutriente e sua manutencdo em baixissima quantidade até o ultimo dia de cultivo.
O mesmo ocorreu para 0s experimentos 2 (P:4mg/L) e 3 (P:2,5mg/L), com

esgotamento do fosfato no sétimo dia.

0,03
0,025
Expl
0,02 Exp2
E Exp3
o 0,015 —>—Exp4
o
T == Exp5
2
0,01 —@— Expb6
Exp7
0,005 Exp8
8 Exp9
O N
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (dias)

Figura 6.1.1.1. Absorcdo do fosfato residual na cultura de I. galbana durante 8 dias.
Experimento 1 = P:4mg/L; Experimento 2 = P:4mg/L; Experimento 3 = P:2,5mg/L;
Experimento 4 = P:1mg/L; Experimento 5 = P:1mg/L; Experimento 6 = P:1mg/L; Experimento
7 =P:2,5mg/L; Experimento 8 = P:4mg/L; Experimento 9 (controle) = P:2,5mg/L.

Em ensaios com limitacdo de P no cultivo de I. galbana, Roopnarain et al.
(2014a) também observaram esgotamento deste nutriente antes do término do
cultivo em culturas sob estresse nutricional. No entanto, assim como 0s cultivos

realizados no presente trabalho, as células foram capazes de manter sua
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capacidade reprodutiva, ainda que ndo houvesse reposicao nutricional externa no
meio de cultivo. Esse evento pode estar associado ao fornecimento de fésforo pelas
reservas de armazenamento intracelular, ou seja, |. galbana seria capaz de estocar
P como forma de sobrevivéncia e manutencdo das suas caracteristicas de
reprodutibilidade celular. Segundo Harrison et al. (1990), esse comportamento se
deve porque as espécies de microalgas variam em sua composicdo quimica
intracelular, portanto, as espécies apresentam estratégias de sobrevivéncia para
lidar com as variacbes da disponibilidade nutricional no ambiente em que estdo
inseridas.

Este caso também pdde ser observado por Wu et al. (2012), quando cultivou
Scenedesmus sp. para producao de biomassa. Em cultivo de batelada simples com
limitacdo de fosforo (razdo N:P de 46:1), a microalga dobrou sua capacidade de
absorcdo de fosforo, chegando ao esgotamento do nutriente disponivel no meio
dentro dos 11 primeiros dias, em seguida continuou a crescer nos proximos 15 dias.
No entanto, esse maior consumo de P nao resultou em maior producdo de
biomassa.

Apesar da limitacdo do fosforo interferir no metabolismo das microalgas,
afetando a sintese bioquimica, este efeito pode conduzir a formacdo de
biomoléculas sob forma de reserva lipidica. Liang et al. (2013), ao estudar a espécie
Clorella sp., constataram que, quando incubada com baixas concentracdes de
fésforo (32uM), essas células foram capazes de acumular mais lipidios do que as

cultivadas sem privacéo do nutriente (240uM).

6.1.2 Nitrato: Fator N

A absorcéo do nitrato nos cultivos aconteceu gradativamente ao longo dos 8
dias, como visto na Figura 6.1.2.1. Nenhum dos experimentos sofreu esgotamento
completo do nutriente. Em questdes proporcionais, 0s experimentos que obtiveram a
maior absor¢édo de nitrato foram 6, 7, e 8, que receberam concentracdo inicial de

10mg/L do nutriente.
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Nitrato
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Figura 6.1.2.1. Absorcdo do nitrato residual na cultura de I. galbana durante 8 dias. Exp.1 =
N:40mg/L; Exp.2 = N:70mg/L; Exp.3 = N:70mg/L; Exp.4 = N:70mg/L; Exp.5 = N:40mg/L;
Exp.6 = N:10mg/L; Exp.7 = N:10mg/L; Exp.8 = N:10mg/L; Exp. 9 (controle) = N:40mg/L.

Em contrapartida, a menor absor¢do do nitrato foi apresentada pelos ensaios
2, 3 e 4, com concentragao inicial de 70mg/L de nitrato. Dessa forma, os cultivos que
receberam a maior concentracdo de nitrato no meio foram 0s que apresentaram
menor absorcdo do nutriente. Dessa forma, observa-se a relacdo da disponibilidade
de nitrato no meio de cultivo com o interesse (ou capacidade) das células em
capturar este nutriente, de forma que, a quantidade de nitrato estaria excedendo a
demanda nestes cultivos. Ao estudar o ciclo do nitrogénio marinho, Voss et al.
(2013) exploraram as variacfes e proporcdes deste nutriente no mar. Ao comparar
com a disponibilidade de fosfato, as propor¢cdes N:P sdo equivalentes a 16:1 em
base molar (Redfield, 1958), mostrando que esta propor¢éo é importante, quando se
trata da produtividade temporal dos oceanos. A maior disponibilidade de nitrogénio
pode ser enxergada como uma condi¢do limitante em escala de tempos curtos,
enquanto que a disponibilidade do fosfato reverbera em escala de tempo geoldgico.
No entanto, as a¢des antropicas podem afetar essas proporcoes.

Além disso, Bougaran et al. (2010) ao realizarem um trabalho com
modelagem das microalgas |. galbana e Selenastrum minutum, cultivadas em meio
Walne, sob co-limitacdo de nitrato (de 1120 para 115 yM) e fosfato (de 159 para 8
MM), mostraram que a cota de absorcao dos nutrientes celulares pode variar durante

o periodo do crescimento celular. No entanto, se o crescimento for limitado por um
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dos nutrientes, a cota interna total de nutrientes sofre alteracdo. Ainda que um dos
nutrientes esteja em excesso, 0 crescimento fica comprometido por causa da
escassez do outro nutriente. Neste interim, também observaram que as células
foram capazes de acumular ao maximo nutrientes ndo limitantes para o crescimento
e multiplicacdo celular, e que, estes mesmos seriam capazes de controlar a
interferéncia que o nutriente limitante exerce no desenvolvimento celular, quando se
encontra reduzido no meio de cultivo. Dessa forma, em cultivos sob baixa relacao
N:P, é atingido o limite fisiologico das células, mostrando que, ao contrario do
pressuposto classico de que nitrato e fosfato seriam nutrientes independentes, estes
seriam melhor considerados como nutrientes bioguimicamente dependentes ou
associados.

A alteracdo nas concentracfes de N em cultivo com microalgas tem recebido
grande atencdo da comunidade cientifica, uma vez que a privacado deste nutriente
define a interrup¢do do crescimento da biomassa e aciona o acumulo intracelular
dos lipidios mais adequados para a producdo de biodiesel (TAGS) (Pruvost et al.,
2011). Isto pdde ser melhor observado no trabalho de Roopnarain et al. (2014b), ao
estudar os efeitos da concentracdo de nitrogénio no acumulo de lipidios em |I.
galbana. Observou que células cultivadas em meio sem N se manteriam na fase
estacionaria inicial de crescimento (fase lag). No entanto, quando inoculadas em
meio com N sob condi¢cbes limitantes, estas células foram capazes de acumular
mais rapidamente lipidios quando atingiram a fase estacionaria. Isto sugere que uma
das principais estratégias na otimizacdo da produtividade de lipidios em |. galbana

esta nos cultivos com limitagdo de N.

6.2 Densidade celular

Os experimentos com a microalga |. galbana foram realizados sob diferentes
concentracbes de N e P, durante o periodo de 8 dias, em batelada simples,
seguindo-se a programacgao experimental de cultivos apresentada na Tabela 5.12.2
compreendendo experimentos 1 a 9. Os cultivos atingiram o valor maximo de
aproximadamente 3,3 x 108 células/mL e taxa especifica com variagdo de 0,56 a 0,7
d2. As curvas de crescimento celular (Figura 6.2) mostraram que os experimentos 2
(P:4mg/L, N:70mg/L), 8 (P:4mg/L, N:10mg/L) e 9 (P:2,5mg/L, N:40mg/L) apresentaram
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maior eficiéncia quanto a multiplicacdo celular. Em contrapartida, os experimentos 4

(P:1mg/L, N:70mg/L) e 6 (P:1mg/L, N:10mg/L) apresentaram o menor desempenho.

1,00E+07

——Exp.1
—f—Exp.2
—d—EXxp.3

1,00E+06 Exp.4

Células / mL

Exp. 5
Exp.6
Exp.7

e EXP.8

e— EXP.9
1,00E+05

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (dias)

Figura 6.2. Curva de crescimento da microalga |. galbana submetida a cultivos com
diferentes concentra¢des nutricionais de NaH:POs (P) e NaNOs (N): Experimento 1 =
P:4mg/L, N:40mg/L; Experimento 2 = P:4mg/L, N:70mg/L; Experimento 3 = P:2,5mg/L,
N:70mg/L; Experimento 4 = P:1mg/L, N:70mg/L; Experimento 5 = P:1mg/L, N:40mg/L;
Experimento 6 = P:1mg/L, N:10mg/L; Experimento 7 = P:2,5mg/L, N:10mg/L; Experimento 8
= P:4mg/L, N:10mg/L; Experimento 9 (controle) = P:2,5mg/L, N:40mg/L.

Assim como o observado no cultivo, é descrito na literatura que a limitacdo de
nutrientes no meio de cultivo interfere diretamente na capacidade reprodutiva das
células. De acordo com Fidalgo et al. (1998), a manipulacdo do ambiente de cultivo
das microalgas pode alterar ndo somente as caracteristicas de crescimento, como
também a composicao quimica das células cultivadas sob as condi¢cdes aplicadas.

Huerlimann et al. (2014) também estudaram a interferéncia da limitacédo
nutricional no crescimento celular. Eles testaram o efeito da deplecdo de nitrogénio
na expressao da Acetilcoenzima A e no teor de acidos graxos de |. gabana, com
inéculo inicial de 4x10% céls mLl. Observaram que |. galbana apresentou um
crescimento mais lento e com menor densidade celular, atingindo o valor maximo de
7x10° céls mL'1, apds 12 dias de cultivo sem reposicdo do nitrogénio.

Li et al. (2014) ao estudar a capacidade de acumulo de lipidios durante o
crescimento da microalga Chlorella protothecoides, também empregaram diferentes

combinacdes de nitrogénio (N) e fosforo (P) no meio de cultivo. Observaram que
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independente de ter cultivo apenas com limitagdo de fésforo (N+, P-), com limitacéo
de nitrogénio (N-, P+) ou co-limitacdo (N-, P-), o crescimento da microalga foi
reduzido, quando comparado ao cultivo controle (N+, P+). Perceberam também que
0s cultivos que apresentaram menor numero de células foram os cultivos com
deficiéncia de fosfato. Este ultimo dado também pdde ser percebido no presente
trabalho, empregando a microalga I. galbana, onde os experimentos 4 e 6, ambos
contendo 1mg/L de fosfato, representaram menor desempenho no crescimento
celular, reafirmando a importancia deste nutriente durante a fase exponencial do

cultivo.

6.2.1 Tratamento Estatistico e Superficie de Resposta para Taxa

Especifica de Crescimento

Os dados obtidos de crescimento celular nos experimentos com |. galbana
foram expressos em termos da Taxa Especifica Crescimento x (d-1), calculada pela
Eq. (6.2.1), onde N3 e N: representam o0s numeros de células por mL

respectivamente durante a fase exponencial do cultivo (do dia 1 ao dia 3).

In(::lbj
N (6.2.1)

Os dados observados nas réplicas experimentais de Taxa Especifica de
Crescimento como resposta do Projeto Experimental de cultivos (Tabelas 5.12.1 e
5.12.2) sédo mostrados na Tabela 6.2.1.
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Tabela 6.2.1. Resultados de Taxa Especifica de Crescimento (x)

Experimento| Concentracéo | Concentracao

Celular Dia 1 | Celular Dia 3

N: (cel/mL) | Nas(cel/mL) N3 /N1 u

1 435000 1580000 3,63218 ]0,6449
2 475000 1600000 3,36842 10,6072
3 454000 1500000 3,30396 |0,5976
4 246000 883000 3,58943 ]0,6390
5 271000 910000 3,35793 10,6057
6 215000 661000 3,07442 ]0,5616
7 339000 1280000 3,77581 10,6643
8 326000 1330000 4,07975 10,7030
9-1 439000 1470000 3,34852 10,6043
9-2 258000 913000 3,53876 10,6319
9-3 352000 1330000 3,77841 10,6647

Neste contexto, € esperado que os fatores nutricionais N e P administrados
no inoculo influenciem a taxa especifica u. Para testar quantitativamente isto, um
modelo simples em Superficie de Resposta (SR) a dois fatores independentes (Fi,
F.) foi construido para avaliar a dependéncia de p em Fi1 e F.. A resposta (u) é
representada como Y. Os fatores (Fi1, F2) correspondem, respectivamente, aos
logaritmos naturais das concentracdes de preparo do meio em NaH2POs4 e NaNOs
ambas em mg/L como na Eq. (6.2.2). Os fatores (F1, F2) também foram testados sem
o logaritmo (bem como também se testou ¢ com logaritmo), situagdes estas que se
mostraram de qualidade inferior em termos do desempenho preditivo do modelo SR
nao sendo aqui mostradas.

. F =In(Cano3) (6.2.2)

Y=u , F=(Cyarzpos)

A melhor SR montada para prever a taxa especifica ¢ a partir dos fatores
acima utiliza 4 parametros sendo dada pela SR Quadratica Incompleta na Eq.
(6.2.3a) com valores de parametros substituidos mostrados na Eq. (6.2.3b). A
qualidade do ajuste € expressa pelo excelente (reduzido) valor da estatistica
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SY2 =0.00035115 com DFY=7 graus de liberdade. Em suma, a andlise grafica gerada

nas figuras seguintes mostra que o ajuste da SR (6.2.3b) foi eficiente.

Y =L+ PrF+ b+ B3R (6.2.3a)
Y =0.480479 +0.253914 F, + 0.0356485 F, — 0.0638953 F; F, (6.2.3b)

O modelo de SR proposto na Eg. (6.2.3b) foi considerado ACEITO pela
andlise estatistica via Teste F de Modelo como mostra a Fig. 6.2.9. Os parametros
da SR foram considerados (relativamente) significantes (porém, ndo absolutamente
significantes) como mostrado no Teste F de Significancia de Parametros da Fig.
6.2.10. As figuras associadas ao caso séo listadas abaixo onde o termo Average
refere-se a média de valores observados nas réplicas de um dado experimento,
sendo que apenas o experimento 9 possui mais de 1 réplica. A seguir as figuras séo
descritas via seu titulo com uma breve interpretacdo dos conteddos mais
importantes:

e Fig. 6.2.1. Diagrama de Averages de Respostas Experimentais vs Respostas

Preditas para a SR Taxa Especifica de Crescimento na Eqg. (6.2.3b).

o Razoavel concentragcédo dos 9 pontos proximo a diagonal evidenciando
aderéncia da SR aos dados.

e Fig. 6.2.2. Superficie de Resposta (SR) Taxa Especifica de Crescimento ()

VS CnaHzros € Cnanos incluindo Superficies Limites a 95% de Confianca e

Observed Averages.

o A SR ajustada corresponde a superficie intermediaria, que é cercada
acima e abaixo pelas superficies limites superior e inferior a 95% de
confianca, sendo as Averages experimentais plotadas como Circulos
Vermelhos. A proximidade das trés folhas, envelopando as Averages,
evidencia bom ajuste da SR aos dados.

e Fig. 6.2.3. Matriz de Variancias-Covariancias 4X4 de Parametros Estimados
para SR Taxa Especifica de Crescimento ()

o Os valores da Matriz de Variancias-Covariancias 4X4 de Parametros

Estimados sé&o de baixa magnitude e dominados diagonalmente, o que
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evidencia incerteza modesta nos parametros estimados e correlagéo
modesta entre eles.
e Fig. 6.2.4. Matriz de Variancias-Covariancias 9X9 de Respostas Estimadas
para SR Taxa Especifica de Crescimento ()
o Os termos sdo todos da ordem de 10* e dominados diagonalmente
(ver “fila” de torres dominantes na diagonal principal na figura), o que
evidencia baixa incerteza nas respostas da SR, baixa correlacdo entre
as respostas de pontos diferentes e aderéncia aos dados.
e Fig. 6.2.5. Parametros Estimados para SR Taxa Especifica de Crescimento
(1) com Limites a 95% de Confianca e seus Desvios Padrdes
o Parametros estimados correspondem ao Tracado em Preto e as Abas
Azul e Vermelha correspondem aos limites inferior e superior de 95%
de confiangca, sendo a largura da faixa entre os dois limites uma
medida da incerteza nos parametros, que no caso € maxima para o
parametro fo.
e Fig. 6.2.6. Respostas Estimadas para SR Taxa Especifica Crescimento ()
com Limites a 95% de Confianca, Desvios Padrbes e Observed Averages
o Respostas estimadas de u correspondem ao Tracado em Preto e as
Abas Azul e Vermelha correspondem aos limites inferior e superior de
95% de confianca destas respostas, sendo a largura da faixa entre os
dois limites uma medida da incerteza nas respostas estimadas de g,
gue no caso é uniformemente distribuida ao longo dos 9 pontos do
experimento, sendo corroborado pela magnitude praticamente
constante do Desvio Padrdo de Respostas Estimadas em Tracado
Vermelho, o que é bom.
e Fig. 6.2.7. Projecdo 3D do Elipsoide a 95% de Confianca para Triade fo .51,/
de Parametros Corretos da SR Taxa Especifica de Crescimento ()
o O volume do elipsoide 3D de 95% de confianca para a Triade (o ,51 ./,
0 Unico mostrado (embora todas as triades tiveram seus elipsoides
gerados), reflete a incerteza no conhecimento dos valores corretos
destes parametros. No caso percebe-se que as incertezas — projecoes
em cada eixo da “cintura” do elipsoide 3D — sdo menores com respeito

a 1 e [ comparativamente a fy 0 mais incerto deles, o que é
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corroborado pelo diagrama na Fig. 6.2.5 que evidencia f como o de
maior largura (width) a 95% de confianca.
Fig. 6.2.8. Histogramas de Residuos Observed-Average e Observed-
Predicted para SR Taxa Especifica de Crescimento (z) com PDF Normal
(0,S%)

o O Histograma de Residuos em Azul, reflete a distribuicdo de residuos
Observed-Predicted que € bom, pois ha “pico” no centro de um
histograma indicando maior niumero de residuos de pequena amplitude
distribuidos equitativamente quanto ao sinal algébrico, revelando boa
aderéncia aos dados, o que é corroborado pela quase coincidéncia
deste “pico” com o maximo da PDF Normal de Média Zero em Tragado
Vermelho com Variancia S?%, estatistica esta gerada no ajuste. A
concordancia entre o Histograma Azul com a PDF Normal indica
distribuicdo quase Normal de residuos gerados pela SR, o que € bom.

Fig. 6.2.9. Teste F do Modelo da SR Taxa Especifica de Crescimento (w):
Modelo Aceito. Valores Médios (Averages) Observados vs Respostas
Preditas com Limites de 95% de Confianca e seus Desvios Padrdes

o O Teste F do Modelo SR confirma a Aceitacdo Estatistica da SR para
representar a massa de dados x destes cultivos I. galbana.

Fig. 6.2.10. Teste F de SignificAncia de Parametros para SR Taxa Especifica
Crescimento (x). Todos os Parametros tém Significancia Absoluta pois
cruzaram o Limite 5.5914 para Significancia Absoluta.

o O Teste F de Significancia dos 4 Parametros deste Modelo SR garantiu
Significancia Absoluta destes parametros porque as “Notas” obtidas
pelos parametros na escala de significancia lograram ultrapassar os
respectivos Limites mostrados. Isto endossa aceitacdo Estatistica da

SR para representar a massa de dados u destes cultivos I. galbana.
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Averaged vs Predicted Responses
ExpGrowthPO4NO3 ExpSpGrowthRate vs In(NaH2P0O4), In(NaNQ3) [9Pts] [Y=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2]
N=9, No.Y=11, Pars=4, DFR=5, S2R=0.0001259, DFY=7, $2Y=0.00035115, DFL=2, 521 =0.00091429
Estimarted BO=0.480479, B1= 0.253914, B2= 0.0356485, B3=-0.0638953
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Figura 6.2.1. Observed Averages vs Predicted: Taxa Especifica de
Crescimento (u).
Averages, Surface Response & Surfaces of 95% Confidence Limits
ExpGrowthPO4NO3 ExpSpGrowthRate vs InfNaH2P04), in{NaNO3) [9P1s] [Y=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2}
N=9 No.Y=11 Pars=4, DFR=5 S2R=0.0001259, DFY=7, S2¥=0.00035115, DFl =2 52[ =0.00091429
Estimated B0=0.480479, B1= 0.253914, B2= 0.0356485, B3= -0.0638953
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Figura 6.2.2. SR Taxa Especifica de Crescimento (u) vS CnaHzros € Cnanos
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|Variance-Covariance Parameter Matrix|
ExpGrowthPO4NO3 ExpSpGrowthRate vs InfNaH2P04), In(NaNO3) [9Pts] [Y=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2]
N=9, No.Y=11, Pars=4, DFR=5, S2R=0.0001259, DFY=7, 52Y=0.00035115, DFL=2, S2L=0.00091429
Estimated B0= 0.480479, B1= 0.253914, B2= 0.0356485, B3=-0.0638953

| Variance-Covariance|

Parameter
Parameter

Figura 6.2.3. Matriz de Variancias-Covariancias 4X4 de Paradmetros Estimados
para SR Taxa Especifica de Crescimento (u).

|Variance-Covariance Response Matrix]|
ExpGrowthPO4NO3 ExpSpGrowthRate vs Inf{NaH2P04), InfNaNO3) [9Pts] fyY=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2]
N=9, No.Y=11, Pars=4, DFR=5, S2R=0.0001259, DFY=7, S2¥=0.00035115, DFi.=2, S21.=0.00091429
Estimated BO= 0.480479, B1= 0.253914, B2= 0.0356485, B3= -0.0638953

| Variance-Covariance|
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Experimental Point
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Figura 6.2.4. Matriz de Variancias-Covariancias 9X9 de Respostas Estimadas
para SR Taxa Especifica de Crescimento (u).
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95% Absolute Confidence Limits of Parameters
ExpGrowthPO4NO3 ExpSpGrowthRate vs In(NaH2P04), In(NaNO3) [9Pts] [Y=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2]
N= 9, No.Y=11, Pars=4, DFR=5, 52R=0.0001259, DFY=7, S2Y=0.00035115, DFL=2, $2L=0.00091429
Estimated B0= 0.480479, B1= 0.253914, B2= 0.0356485, B3=-0.0638953
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Parameter

Figura 6.2.5. Parametros Estimados para SR Taxa Especifica de
Crescimento (u) com Limites a 95% de Confianga e seus Desvios Padroes.

95% Absolute Confidence Limits of Responses
ExpGrowthPO4NQO3 ExpSpGrowthRate vs In(NaH2P04), In(NaNO3) [9Pts] [Y=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2]
N=9, No.Y=11, Pars=4, DFR=5, 52R=0.0001259, DFY=7, $2Y=0.00035115, DFL=2, $21 =0.00091429
Estimated B0= 0.480479, B1=0.253914, B2= 0.0356485, B3=-0.0638953
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Figura 6.2.6. Respostas Estimadas para SR Taxa Especifica de Crescimento

() com Limites a 95% de Confianga, Desvios Padrdes e Observed Averages.
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95% Confidence Domain B0 X B1 X B2
ExpGrowthPO4NO3 ExpSpGrowthRate vs In(NaH2P04), In(NaNQO3) [9P1s] [¥Y=B0+B1.F1+B2 F2+B3.F1.F2]
N=9, No.Y=11, Pars=4, DFR=5 S2R=0.0001259, DFY=7, S2Y=0.00035115, DFL=2, 521 =0.00091429
Estimated BO= 0.480479, B1= 0.253914, B2= 0.0356485, B3=-0.0638953

(i SRR

B1 BO

Figura 6.2.7. Projecdo 3D do Elipsoide a 95% de Confianca para Triade f .61 .5
de Parametros Corretos da SR Taxa Especifica de Crescimento ().

Histograms of Residues Distributions : Data & Predictions
ExpGrowthPO4NO3 ExpSpGrowthRate vs In(NaH2P04), In(NaNO3) [9Pts] [Y=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2]
N=9, No.Y=11, Pars=4, DFR=5, S2R=0.0001259, DFY=7, $2Y=0.00035115, DFL=2, S2L=0.00091429
Estimated B0= 0.480479, B1= 0.253914, B2= 0.0356485, B3=-0.0638953
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Figura 6.2.8. Histograma de Residuos Observed-Average e Observed-Predicted
para SR Taxa Especifica de Crescimento (4) com PDF Normal (0,S%).
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<=<<< F Test of HModel >>>F>

ExpGrowthPO4NO3 ExpSpGrowthRate w2 1ln(NaHZPO4), 1ln(NalNO3) [9Pt=]
¥=BO+E1.F14EZ.FZ+B3.F1.FZ

W= 9, No.¥=11, Psrs=4, DFR=5, S52ZB=0.0001259, DFY=7, S2Y¥=0.00035115, DFL=Z, S5ZL=0.000914z9
Eztimated BO= 0.450479, Bl= 0.253914, BZ= 0.0356455, B3i= -0.06358953

SZRS3ZL= 0.138, FI95% (df=5,df=2)= 19.3 --> <<<<< Model Accepted »>>ix>

Exp. No. Factor Fl Factor F2 Lvyerage Predicted Lower Upper Std.Deviation
Point Repl. r WNaHZPO4 (oS L) WaMNo3 (mof L) Exp3pSrowthRate (1/d) Exp3pGrowthRate (1,/d) 983z Confidence 953 Confidence ExpSpGrowthBEate (1/d)

0.61611
0.5735
0.59554
0.59714
0.5864
52111
63494
LB674ES
61435

0.00593
0.0123
0.00542
L0147
L0108
L0175
.0108
L0154
0.00806
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Figura 6.2.9. Teste F do Modelo da SR Taxa Especifica de Crescimento (x): Modelo Aceito
Valores Médios (Averages) Observados vs Respostas Preditas com Limites de 95% de Confianca e seus Desvios Padrdes.
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<<<<< Significance Test of Parameters »>>>>>

ExpGrowthPO4NOS ExpSpGrowthRate w2 ln(NaHZPO4), ln(Nafo3) [FFts] [Y=EO4+E1.F1+4EZ.F2+E3.F1.F2]
M= 9, MNo.¥=11, Pars=4, DFRE=5, S3:2B=0.0001259, DFY¥=7, 32¥=0.00035115, DFL=2z, 32L=0.000914:29
Esztimated EO= 0.450479, EBl= 0.253914, EZ= 0.0356435, E3= -0.0635955

Parameter i1ni SJignificant

0.43043 115.70853
0.25391 29.73983
0.03564%9 T.569364
-0.063395 23.22949

Figura 6.2.10. Teste F de Significancia de Parametros para SR Taxa Especifica de Crescimento (u)
Todos os Parametros tém Significancia Absoluta, pois Cruzaram o Limite 5.5914 para Significancia Absoluta.
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6.3 Composicao da Biomassa: respostas celulares em fungcdo do estresse

nutricional

6.3.1 Lipidios

A respeito da porcentagem % wi/w Lipidios obtida na biomassa de I. galbana
apos 8 dias de cultivo apresentando co-limitacdo de nutrientes, pode-se perceber na
Figura 6.3.1.1 que todos o0s ensaios ultrapassaram o valor de 20% w/w neste teor. O
experimento 6 foi o que apresentou a maior % w/w Lipidios (36%), seguido do
experimento 3 (34% w/w) e do experimento 2 (33% w/w), que obteve o mesmo %

w/w Lipidios do experimento 9 (33% w/w).
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Figura 6.3.1.1. Teor de lipidios (%) das biomassas de |. galbana apds 8 dias de cultivo sob
limitag&o nutricional. Exp.1 (P:4mg/L, N:40mg/L) = 29%; Exp.2 (P:4mg/L, N:70mg/L) = 33%;
Exp.3 (P:2,5mg/L, N:70mg/L) = 34%; Exp.4 (P:1mg/L, N:70mg/L) = 30%; Exp.5 (P:1mg/L,
N:40mg/L) = 26%; Exp.6 (P:1mg/L, N:10mg/L) = 36%; Exp.7 (P:2,5mg/L, N:10mg/L) = 26%;
Exp.8 (P:4mg/L, N:10mg/L) = 28%; Exp.9 - controle (P:2,5mg/L, N:40mg/L) = 33%.

A partir destes resultados, observa-se que a co-limitagdo nutricional de N e P
a que foram submetidos os experimentos possibilitou a obtencdo de teores lipidicos
com valores significativos em todos os experimentos, apos 8 dias de cultivo.

A producéo de lipidios tem sido alvo de grande investimento de pesquisa com
fins comerciais. Com esse interesse, tem sido discutido as diferentes técnicas de
inducdo da formacao de lipidios em microalgas. Muitas rotas tém sido abordadas,

dentre estas a deplecao nutricional, alteracées da temperatura do cultivo, salinidade,
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pH, iluminacdo e também irradiacdo por UV. Sharma et al. (2012) ao testar essas
diferentes alternativas, na busca por 6tima producéo de lipidios, reafirmaram que as
diferentes espécies de microalgas reagem de formas distintas as tensfes a que sao
submetidas, produzindo acidos graxos diferentes, ou alterando a proporcdo dos
acidos graxos existentes, observando que a combinacédo ideal para a produtividade
lipidica em cultivo comercial de larga escala € diferente para cada cepa de
microalga.

Dessa forma, diversos estudos tém comprovado a eficiéncia da limitacdo de
nutrientes na composicdo celular e no metabolismo das diferentes espécies de
microalgas. Gao et al. (2013), ao estudar o aumento da concentracéo de lipidios por
limitacdo nutricional em Chaetoceros muelleri e Dunaliella salina, cultivaram estes
microorganismos em meio f/2 com privacdo de N e P. Também cultivaram sob
deplecdo nutricional completa, apenas com agua do mar artificial. Os teores mais
altos de lipidios para C. muelleri (46,32 + 3,53% w/w) e D. salina (54,15 + 2,71%
w/w) foram alcancados por deplecdo de N e deplecdo nutricional completa,
sugerindo que o acumulo lipidico nessas espécies de microalgas se revela como
uma resposta ao estresse por privagao nutricional. De modo semelhante, Roleda et
al. (2013), ao analisarem os efeitos da temperatura e do regime nutricional na
producao de lipidios em I. galbana e outras 5 microalgas oleaginosas, investigaram
a existéncia de correlacdo negativa entra a taxa de crescimento celular e o teor de
lipidios, observando que o teor de lipidios cresce mais pela limitacdo de nutrientes,

do que pelo estresse com temperatura.

6.3.1.1 Tratamento Estatistico e Superficie de Resposta para % w/w Lipidios

Os dados obtidos de % w/w de Lipidios nos experimentos com Isochrysis
galbana correspondem a determinacao deste teor ao final do oitavo periodo de 24hs
de crescimento (dia 8 de crescimento). Os dados observados nas réplicas
experimentais acerca de % w/w de Lipidios como resposta do Projeto Experimental
de cultivos (Tabelas 5.12.1 e 5.12.2) sdo mostrados na Tabela 6.3.1.1.
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Tabela 6.3.1.1. Resultados do Projeto Experimental: Resposta % w/w Lipidios
Experimento | Lipidios (% w/w)
1 29
2 33
3 34
4 30
5 26
6 36
7 26
8 28
9-1 Al
9-2 45
9-3 36

E esperado que os fatores nutricionais N e P administrados no inoculo
influenciem a resposta % w/w Lipidios (aqui algebricamente simbolizada como
%Lipids) ao final da campanha de cultivo. Para testar quantitativamente isto, um
modelo simples em Superficie de Resposta (SR) a dois fatores independentes (Fi,
F») foi construido para avaliar a dependéncia de %Lipids em F1 e F,. A resposta
%Lipids é representada como Y. Os fatores (F1, F2) correspondem, respectivamente,
aos logaritmos naturais das concentracdes de preparo do meio em NaH2POs e
NaNOs ambas em mg/L como na Eq. (6.3.1.1). Os fatores (F1, F2) também foram
testados sem o logaritmo (bem como também se testou %Lipids com logaritmo),
situacdes estas que se mostraram inferiores em termos do desempenho preditivo do

modelo SR ndo sendo mostradas.
A melhor SR montada para prever %Lipids a partir dos fatores acima utiliza 6

parametros sendo também dada pela SR Quadratica Completa na Eq. (6.3.1.2a)

com valores de parametros substituidos mostrados na Eq. (6.3.1.2b). A qualidade do

ajuste é expressa pelo valor da estatistica 83 =37.9371 com DFY=5 graus de
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liberdade. A andlise gréfica gerada nas figuras seguintes mostra que o ajuste da SR
(6.3.1.2b) foi razoavelmente eficiente.

Y =By + B1.Fy + By Fy + B3 FL.Fy + By FE + B F (6.3.1.2a)
Y =11.2951—1.3084F, + 16.151F, + 5.29219F, F,

, , (6.3.1.2b)
—12.4335F7 — 2.90239F

O modelo de SR proposto na Eqg. (6.3.1.2b) foi considerado ACEITO pela
analise estatistica via Teste F de Modelo como mostra a Fig. 6.3.1.9. Todavia, 0s
dois primeiros parametros da SR (fo, f1) foram considerados Sem Significancia e os
demais apenas fracamente Significantes (isto é, ndo s&o absolutamente
significantes) como dado no Teste F de Significancia de Parametros da Fig. 6.3.1.10.
Apesar deste diagnéstico, a SR foi deixada sem poda, que seria legitima, mas nao
obrigatéria, pois ndo agregaria maior aderéncia de suas respostas, apenas reduziria
o tamanho da SR. A falta de significancia de . talvez revele que a campanha
experimental ndo teve resolucdo suficiente para estabelecer ou ndo que o Fator P
(agregado a f1) seja capaz de influenciar a Resposta % w/w Lipidios sozinho; isto €,
s6 houve resolucéo suficiente para atestar sua influéncia em associacédo ao Fator N.
As figuras pertinentes sdo listadas abaixo onde Average refere-se a média de
valores observados nas réplicas de um experimento, sendo que apenas o0
experimento 9 dispée de mais de 1 réplica. As figuras sdo descritas via seu titulo,
seguindo-se uma breve interpretacdo dos conteidos mais importantes:

e Fig. 6.3.1.1. Diagrama de Averages de Respostas Experimentais vs

Respostas Preditas para a SR % w/w Lipidios na Eq. (6.3.1.2b).

o Concentragdo (com alta disperséo) dos 9 pontos proximo a diagonal
evidenciando aderéncia limitada da SR aos dados ou pertinéncia
limitada da SR.

e Fig. 6.3.1.2. Superficie de Resposta (SR) % w/w Lipidios (%Lipids) vs CnaHzros

e Cnanoz incluindo Superficies Limites a 95% de Confianca e Observed

Averages.

o A SR ajustada corresponde a superficie intermediaria, que é cercada
acima e abaixo pelas superficies limites superior e inferior a 95% de

confianga, sendo as Averages experimentais plotadas como Circulos
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Vermelhos. A razoavel separacdo das trés folhas, envelopando as

Averages, evidencia ajuste de qualidade limitada da SR aos dados.
Fig. 6.3.1.3. Matriz de Variancias-Covariancias 6X6 de Parametros Estimados
para SR % w/w Lipidios (%Lipids)

o A Matriz de Variancias-Covariancias 6X6 de Parametros Estimados
torna visivel que os parametros estimados ,BO , ,él e ﬁz possuem
variancias enormes (0O(10%)) refletindo o diagnéstico de que ou séo
Sem Significancia (S, , A;) ou Fracamente Significantes (4,) para o
desempenho da SR, ou seja, tém altas incertezas associadas. Ja os
demais ,33 ,B4 ,,35 tém Maior Significancia e comportamento

convencional, com variancias de magnitude pequena e com
dominancia diagonal, o que evidencia incerteza e correlagdo modestas
apenas neste grupo de parametros.
Fig. 6.3.1.4. Matriz de Varidncias-Covariancias 9X9 de Respostas Estimadas
para SR % wi/w Lipidios (%Lipids)
o Os termos sédo todos de O(10%) significando Desvios Padrées sensiveis
de O(10° ou aproximadamente de 10% nas Respostas de % w/w
Lipidios. A dominancia diagonal nesta matriz é evidente e bem vinda,
traduzindo baixa correlacdo entre as respostas de pontos diferentes,
embora com aderéncia aos dados em grau modesto.
Fig. 6.3.1.5. Parametros Estimados para SR % w/w Lipidios (%Lipids) com
Limites a 95% de Confianca e seus Desvios Padrdes
o Parametros estimados correspondem ao Tracado em Preto e as Abas
Azul e Vermelha correspondem aos limites inferior e superior de 95%
de confianca, sendo a largura da faixa entre os dois limites uma
medida da incerteza nos parametros, que no caso € maxima para
parametros de Baixa Significancia como fo, pi e [, acontecendo o
oposto para [, fs € [s,
Fig. 6.3.1.6. Respostas Estimadas para SR % w/w Lipidios (%Lipids) com
Limites a 95% de Confianca, Desvios Padrdes e Observed Averages
o Respostas estimadas de %Lipids correspondem ao Tracado em Preto e

as Abas Azul e Vermelha correspondem aos limites inferior e superior
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de 95% de confianca destas respostas, sendo a largura da faixa entre
os dois limites uma medida da incerteza nas respostas estimadas de
%L.ipids, que no caso €, felizmente, uniformemente distribuida ao longo
dos 9 pontos do experimento, sendo corroborado pela magnitude
praticamente constante do Desvio Padrdao de Respostas Estimadas em
Tracado Vermelho (somadas as respectivas predi¢cdes), da ordem de
10% das Respostas Preditas, como ja mencionado.

e Fig. 6.3.1.7. Projecdo 3D do Elipséide a 95% de Confianca da Triade f .51,/

de Parametros Corretos da SR % w/w Lipidios (%Lipids)

o O grande volume do elipsoide 3D de 95% de confianca para a Triade
So, p, B 0 Unico mostrado (embora todas triades tiveram elipsoides
gerados), reflete a alta incerteza no conhecimento dos valores corretos
destes parametros, todos Sem Significancia ou Fracamente
Significantes, especialmente f , f1 que foram francamente
condenados nos respectivos Testes F de Significancia na Fig. 6.3.1.10.
Percebe-se que as incertezas — projegdes em cada eixo da “cintura” do
elipsoide 3D — sdo bastante expressivas para fo, fi, 2 0 que é
corroborado pelo diagrama na Fig. 6.3.1.5 que evidencia f, f. e
como os de maior largura (width) (relativa a seus valores) da faixa de
95% de confiancga.

e Fig. 6.3.1.8. Histogramas de Residuos Observed-Average e Observed-
Predicted para SR % w/w Lipidios (%Lipids) com PDF Normal (0,5%)

o O Histograma de Residuos em Azul, reflete a distribuicdo de residuos
Observed-Predicted que é apenas razoavel para % w/w Lipidios, pois,
embora haja alguma simetria, a posi¢cao de “pico” ndo condiz com um
histograma balanceado, apontando para maior nimero de residuos de
amplitude ndo muito pequena a direita do Zero, o que reflete certa falta
de sintonia com o perfil simétrico da PDF Normal de Média Zero em
Tracado Vermelho com Variancia Sy, estatistica esta gerada no ajuste.
A leve falta de concordancia entre o Histograma Azul e a PDF Normal
indica distribuicdo de residuos levemente n&do balanceada com relacéo
ao Zero; i.e. ha mais residuos positivos (predi¢cdes abaixo de Averages)

gue negativos.
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Fig. 6.3.1.9. Teste F do Modelo da SR % w/w Lipidios (%Lipids): Modelo
Aceito. Valores Médios (Averages) Observados vs Respostas Preditas com
Limites de 95% de Confianca e seus Desvios Padrdes
o O Teste F do Modelo SR confirma a Aceitagdo Estatistica da SR para
representar a massa de dados %Lipids destes cultivos I. galbana.
Fig. 6.3.1.10. Teste F de Significancia de Parametros para SR % w/w Lipidios
(%Lipids). Parametros fo, A, [, apesar de estimados com grandes
magnitudes, sdo provavelmente Sem Significancia ou de Baixa Significancia
para o desempenho desta SR, enquanto os demais tém Significancia apenas
Relativa apesar de Nao Cruzarem o Limite 6.6079 para Significancia Absoluta
o O Teste F de Significancia dos 6 Parametros desta SR garantiu
Rejeicdo de Significancia de f, £, Fraca Significancia de f, e apenas
Significancia Relativa (mas ndo Absoluta) dos demais porque as
“‘Notas” obtidas por estes trés ultimos na escala de significAncia nao
lograram ultrapassar 0s respectivos Limites para Significancia
Absoluta. Tudo isto indica adequacao apenas modesta desta SR para
representar a massa de dados %Lipids destes cultivos I. galbana.
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Averaged vs Predicted Responses
LipiPO4NO3 Lipids vs InfNaH2P04), In(NaNO3) [9Pts] [V=BO+B1.F1’+B2.F2+B3.F1.F2+B4.F12+BS.F221
N=9, No.Y=11, Pars=6, DFR=3, S2R=49.6729, DFY=5, S2Y=37.9371, DFL=2, $21=20.3333
Estimated B0= 11.2951, B1=-1.3084, B2= 16.151, B3= 5.29219, B4=-12.4335, B5=-2.90239
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Figura 6.3.1.1. Observed Averages vs Predicted: % w/w Lipidios (%Lipids).

Averages, Surface Response & Surfaces of 95% Confidence Limits
LipiPO4NO3 Lipids vs InfNaH2P04), InfNaNO3) [9Pts] [Y=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2+B4.F12+B5.F2°]
N=9, No.Y=11, Pars=6, DFR=3, S2R=49.6729, DFY=5, 52¥=37.9371, DFL=2, 521 =20.3333
Estimated BO= 11.2951, B1=-1.3084, B2= 16.151, B3= 5.29219, B4= -12.4335, B5= -2.90239
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Figura 6.3.1.2. SR % w/w Lipidios (%Lipids) vs CnaHzros € Cnanos incluindo
Superficies Limites a 95% de Confianca e Observed Averages.
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|Variance-Covariance Parameter Matrix]|

LipiPO4NO3 Lipids vs In(NaH2PO4), In(NaNO3) {9Pts][Y=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2+B4 F1°+B5.F2]
N=9, No.Y=11, Pars=6, DFR=3, $2R=49.6729, DFY=>5, $2Y=37.9371, DFL=2, §21.=20.3333
Estimated B0= 11.2051, B1= -1.3084, B2=16.151, B3= 5.29219, B4= -12.4335, B5= -2.90239

7
2600 s .
o
1500

1000.) .-

|Variance-Covariance|

500,

Parameter
Parameter

Figura 6.3.1.3. Matriz de Variancias-Covariancias 6X6 de Parametros Estimados
para SR % w/w Lipidios (%Lipids).

|Variance-Covariance Response Matrix|
LipiPO4NO3 Lipids vs InfNaH2P04), in(NaNO3) [9P1s]f Y=BO+B1.F‘.f+B2.F2+B3.F1.F2+B4.F12+B5.F22,T
N=9, No.Y=11, Pars=6, DFR=3, S2R=49.6729, DFY=5, S2Y=37.9371, DFL=2, 5§21 =20.3333
Estimated B0= 11.2951, B1=-1.3084, B2= 16.151, B3= 5.29219, B4= -12.4335, B5=-2.90239

|Variance-Covariance|

Experimental Point

Exnperimental Point
Figura 6.3.1.4. Matriz de Variancias-Covariancias 9X9 de Respostas Estimadas

para SR % w/w Lipidios (%Lipids).
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95% Absolute Confidence Limits of Parameters
LipiPO4NO3 Lipids vs infNaH2P04), In(NaNO3) [9F1s] [Y=BO+.B1’.F1+BZ.F2+B3.F1.F2+B4.F12+BS.F221
N=9, No.Y=11, Pars=6, DFR=3, S2R=49.6729, DFY=5, S2Y=37.9371, DFL=2, S2L=20.3333
Estimated B0= 11.2951, B1=-1.3084, B2= 16.151, B3=5.29219, B4=-12.4335, B5=-2.90239
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. i i i i i i i i i
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Parameter

Figura 6.3.1.5. Parametros Estimados para SR % w/w Lipidios (%Lipids) com
Limites a 95% de Confianca e seus Desvios Padroes.

95% Absolute Confidence Limits of Responses

LipiPO4NO3 Lipids vs In(NaH2P04), InfNaNO3) [9Pts] [Y=BO+B1.F1+BZ.F2+B3.F1.F2+B4.F12+BS.F22 1
N=9, No.Y=11, Pars=6, DFR=3, S2R=49.6729, DFY=5, S2Y=37.9371, DFL=2, S2[ =20.3333
" Estimated B0= 11.2951, B1=-1.3084, B2= 16.151, B3= 5.29219, B4=-12.4335, B5=-2.90239
T
== Predicted l l l l l
B Observed Averages
@ Upper Cfd Limit
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== == = Predicted + Std.Dev.
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Figura 6.3.1.6. Respostas Estimadas para SR % w/w Lipidios (%Lipids) com
Limites a 95% de Confiancga, Desvios Padrbes e Observed Averages.
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95% Confidence Domain B0 X B1 X B2
LipiPO4NQ3 Lipids vs infNaH2P04), InfNaNO3) [9P1s] [Y=B0+B1.F1+B2.F24+B3.F1.F2+B4.F1 2+B§.F22,'
N=9, No.¥=11, Pars=6, DFR=3, S2R=49.6729, DFY=5, S2¥=37.9371, DFL=2, 821 =20.3333
Estimated B0= 11.2951, B1=-1.3084, B2= 16.151, B3= 5.29219, B4=-12.4335, B5=-2.90239

B1 B0
Figura 6.3.1.7. Projecéo 3D do Elipsoide a 95% de Confianca da Triade £, .5
de Parametros Corretos da SR % w/w Lipidios (%Lipids).

Histograms of Residues Distributions : Data & Predictions
LipiPO4NO3 Lipids vs In(NaH2P04), In(NaNO3) [9Pts] [Y=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2+B4.F1°+B5.F2"]
N=9, No.Y=11, Pars=6, DFR=3, S2R=49.6729, DFY=5, S2Y=37.9371, DFL=2, $2L=20.3333
Estimated BO= 11.2951, B1=-1.3084, B2= 16.151, B3= 5.29219, B4=-12.4335, B5=-2.90239
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Figura 6.3.1.8. Histograma de Residuos Observed-Average e Observed-
Predicted para SR % w/w Lipidios (%Lipids) com PDF Normal (0,S%).
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<<+ F Tezst of Model >>>>>

LipiPO4NO3 Lipids wvs ln(NaHZFPO4), 1ln(NalNO3) [9FPts]
¥=BO+EBl.F1+4EZ.FZ+EB3.F1.F2+EB4.F1"2+EB5.FZ"2

N= 9, No.¥=11, Pars=¢6, DFR=3, 2ZR=49.6729, DFY=5, 232¥=37.9371, DFL=Z, 52Z2L=Z2Z0.3333
Estimated BO= 11.2951, EBEl= -1.30584, EBZ= 16.151, Bi= 5.29219, B4= -12.4335, BS= -2.90Z39

S2R/S2L= 2.44, FI9SS (df=3,df=2)= 19.2 --» <<<<< Model Accepted >33>>:

Exp. MNo. Factor F1 Factor FZ2 Average Predicted Lower UOpper 2td.Deviation
Point Repl. r NaHZPO4 (mogi L) Wallo3 (g L) Lipid=(%) Lipid=(%) 95%:Confidence 95%Confidence Lipid=s (%)
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n & = = = N s b
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]
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Figura 6.3.1.9. Teste F do Modelo da SR % w/w Lipidios (%Lipids): Modelo Aceito
Valores Médios (Averages) Observados vs Respostas Preditas com Limites de 95% de Confiancga e seus Desvios Padrdes.
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<<<<< Significance Test of Parameters >>>>>

LipiPO4NO3 Lipids vs 1n(NaH2ZPO4), In(NalNO3) [9Pts] [Y=BO+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2+B4.F1°2+B5.F2"2]
N= 9, No.Y=11, Pars=6, DFR=3, S2R=49,6729, DFY=5, $2Y=37.9371, DFL=2, S2L=20.3333

Estimated BO= 11.2951, Bi= -1.3084, B2= 16.151, B3= 5.29219, B4= -12.4335, BS5= -2.90239

Parameter

11.2951 0.047358
-1.3054 0.00446986 6.6079
16.151 0.2321 6.6073
5.29219 1.4742 6.6079
-12.4335 1.834 6.6079
-2.90239 0.31452 6.6079

Figura 6.3.1.10. Teste F de Significancia de Para@metros para SR % w/w Lipidios (%Lipids). Parametros fo, p1, B>, apesar de
estimados com grandes magnitudes, sdo provavelmente Sem Significancia ou de Baixa Significancia para o desempenho
desta SR, enquanto os demais tém Significancia apenas Relativa apesar de Nao Cruzarem o Limite 6.6079 para
Significancia Absoluta.
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6.3.2 Proteinas

As proteinas sdo consideradas a principal classe de macromoléculas das
reservas intracelulares de nitrogénio. Dessa forma, o consumo, ou deplecédo, de N
do meio de cultivo também tem influéncia direta na sintese de proteinas (Zhao et al.,
2009). Assim, a analise do % w/w Proteinas ao final do periodo de 8 dias,
representado na Fig. 6.3.2.1, revelou que a maioria dos experimentos apresentou
reducdo na formacao de proteinas, devido as limitacdes nutricionais submetidas. Em
contrapartida, alguns experimentos apresentaram elevado resultado de percentual
proteico: o experimento 1, cultivado com o maior valor de fosfato (4mg/L) e valor
intermediario de nitrato (40mg/L), atingiu o valor de 60,3% w/w Proteinas; o
experimento 2, que recebeu a maior concentracdo de fosfato (4mg/L) e a maior
concentracdo de nitrato (70mg/L), obteve teor de 57,1% w/w Proteinas; o
experimento 3, com valor intermediario de fosfato (2,5mg/L) e valor maximo de

nitrato (70mg/L), obteve o teor de 56,9% w/w Proteinas.

Proteinas totais

~
o

& 3
—
e
e

N
o

% Proteinas (base seca)

88
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—
—
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—_—

=
o

o

Exp.1 Exp.2 Exp.3 Exp.4 Exp.5 Exp.6 Exp.7 Exp.8 Exp.9

Ensaios

Figura 6.3.2. Percentual de proteinas totais disponiveis na biomassa de |. galbana, apds 8
dias de cultivo sob limitagdo nutricional. Exp.1 (P:4mg/L, N:40mg/L) = 60,3%; Exp.2
(P:4mg/L, N:70mg/L) = 57,1%; Exp.3 (P:2,5mg/L, N:70mg/L) = 56,9%; Exp.4 (P:1mgiL,
N:70mg/L) = 17,1%; Exp.5 (P:1mg/L, N:40mg/L) = 23,1%; Exp.6 (P:1mg/L, N:10mg/L) =
17,4%; Exp.7 (P:2,5mg/L, N:10mg/L) = 17,6%; Exp.8 (P:4mg/L, N:10mg/L) = 25,6%; Exp.9 -
controle (P:2,5mg/L, N:40mg/L) = 20,5%.

Os percentuais proteicos mais altos foram obtidos em experimentos que

apresentaram as combinacfes de Fatores P e N mais elevadas, em especial, as
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concentragbes de nitrato mais altas. Esse mesmo comportamento pode ser
observado no trabalho de Lai et al. (2011), que estudaram as respostas do
crescimento e da composi¢do quimica da microalga Prorocentrum donghaiense, sob
diferentes concentracdes de N e P. Observaram que o conteudo de proteinas totais
das células variou de acordo com o tratamento recebido. Sob condi¢des limitantes
de N, as células apresentaram menor concentracao proteinas, quando comparadas
as células cultivadas sem limitac&do nutricional.

A respeito do meio de cultivo, nos experimentos 1 (P:4mg/L, N:40mg/L), 2
(P:4mg/L, N:70mg/L) e 3 (P:2,5mg/L, N:70mg/L), o meio /2 de Guillard modificado
se mostrou bastante eficiente nas condicdes em que foi empregado. Uma vez que
Sanchez et al. (2000) ao estudarem a variabilidade bioquimica da I. galbana, sob
diferentes meios de cultivo, analisaram o percentual de proteinas totais proximo a
fase estacionaria. As percentagens mais elevadas de proteina foram atingidas com
0s meios Bem-Amotz (37% wi/w) e Algal-1 (30,3% w/w), enquanto que cultivos com o
meio Guillard alcangcaram o valor de 12,4% w/w Proteinas.

Valenzuela-Espinoza et al. (2002) também avaliaram a composicdo de |I.
galbana empregando cultivo de f/2 com baixo custo. Empregaram meio contendo
fertilizantes e verificaram que apds 24 horas de cultivo ocorreu aumento gradual na
formacao de proteinas até o 5° dia. O aumento do teor de proteinas correspondeu
com o aumento da densidade celular durante essa fase exponencial. O teor de
proteinas totais alcancado em cultivo com f/2 foi de 45,3% w/w, e com fertilizantes
foi de 41% w/w. Apdés este tempo, observaram que o teor de proteinas diminui. Estes
dados reforcam a necessidade de estudar o comportamento das microalgas durante
a fase exponencial, que se caracteriza como o auge da capacidade metabdlica do
microorganismo.

Como a maior fragdo das microalgas geralmente consiste de lipidios e
proteinas, as possibilidades de comercializacdo destes bioprodutos tém sido
exploradas. No entanto, a I. galbana também é capaz de armazenar carboidratos,
que tem encontrado valor comercial para a producéo de etanol e produtos quimicos.
De acordo com Rosenberg et. al. (2008), os pigmentos também s&o bioprodutos de
alto valor agregado. Na I. galbana, os carotenoides sdo os pigmentos encontrados

em maior quantidade e podem ser empregados na industria de alimentos,
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cosmeéticos e farmacéutica, podendo atingir altos valores de comercializagdo (U$300
- 3.000/kQ).

A demanda populacional global tem aumentado e cada vez mais tem sido
necessario encontrar fontes sustentaveis que apresentem capacidade de serem
inseridas tanto no mercado alimenticio, quanto na producdo de combustiveis. Por
essa razao, as proteinas e os lipidios da I. galbana tém potencial em quantidade e
qualidade para serem introduzidos no mercado.

Para exemplificar a veracidade dessas informacfes, tomemos a soja como
um exemplo de fonte de lipidios e proteinas no Brasil. Segundo levantamentos da
Safra de gréos de 2014/15, o plantio de soja ocupou cerca de 31.420 ha em é&rea
plantada e produziu cerca de 2.993 Kg.ha' de grdos, gerando um grande
desmatamento nessa regido. A producdo de cerca de 94.000 toneladas de soja,
contendo 40% de proteina corresponde a 37.600 toneladas de proteinas, isto
corresponde a aproximadamente 64.800 toneladas de peso seco de algas com teor
de proteina de 58% (média dos maiores valores obtidos neste trabalho). Dessa
forma, a producdo de microalgas é capaz de gerar biomassa suficiente para a
producdo de proteinas e lipidios, onde a solugéo sustentavel estaria num método de
separacéo eficiente destes dois bioprodutos. Vale ressaltar que além das microalgas
ndo necessitarem de toda a area da soja para geracdo de biomassa, elas ndo
sofrem competicdo com os alimentos. O mesmo ndo pode ocorrer com a soja, pois a
destinacdo dos grdos para producdo de biocombustiveis interfere diretamente no

seu fornecimento para ramo alimenticio.
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6.3.2.1 Tratamento Estatistico e Superficie de Resposta para % w/w Proteinas

Os dados obtidos de % w/w Proteinas nos experimentos com l.galbana
correspondem a obtencdo deste teor ao final do oitavo periodo de 24hs de
crescimento. Os dados observados nas réplicas experimentais acerca de % w/w
Proteinas como resposta do Projeto Experimental de cultivos (Tabelas 5.12.1 e
5.12.2) sdo mostrados na Tabela 6.3.2.1.

Tabela 6.3.2.1. Resultados do Projeto Experimental: Resposta % w/w Proteinas

Experimento | Proteinas (% w/w)
1 60,3
2 57,1
3 56,9
4 17,1
5 23,1
6 17,4
7 17,6
8 25,6

9-1 16,1
9-2 24,6
9-3 20,8

E esperado que os fatores nutricionais N e P administrados no preparo de
meio influenciem a resposta % w/w Proteinas (aqui simbolizada como %Proteins) ao
final da campanha de cultivo. Para testar quantitativamente isto, um modelo simples
em Superficie de Resposta (SR) a dois fatores independentes (F1, F2) foi construido
para avaliar a dependéncia de %Proteins em F1 e F2. A resposta %Proteins é
representada como Y. Os fatores (Fi, F2) correspondem, respectivamente, aos
logaritmos naturais das concentragdes de preparo do meio em NaH2PO4 e NaNOs
ambas em mg/L como na Eq. (6.3.2.1). Os fatores (Fi, F2) também foram testados
sem o logaritmo (como também se testou %Proteins com logaritmo), situacdes estas
que se mostraram inferiores em termos do desempenho da SR ndo sendo

mostradas.
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Y :% Pr OteinS y Fl = In(CNaH 2PO4) y F2 = In(CNaNo3) (6321)

A melhor SR montada para prever %Proteins a partir dos fatores acima utiliza
6 parametros consistindo na SR Quadratica Completa na Eq. (6.3.2.2a) com valores
de paréametros substituidos mostrados na Eq. (6.3.2.2b). A qualidade do ajuste é

expressa pelo valor da estatistica Sf =147.9848 com DFY=5 graus de liberdade. A

andlise gréfica nas figuras seguintes mostra que o ajuste da SR (6.3.2.2b) conseguiu

atender minimamente os objetivos.

Y =By + BL.Fy + By Fy + B3 FL.Fy + By FE + B F (6.3.2.2a)
Y =96.6547 — 57.5028F, — 53.2404F, + 12.8599F,; F,

; , (6.3.2.2b)
+24.6284F + 8.46374F

O modelo de SR proposto na Eqg. (6.3.2.2b) foi considerado ACEITO pela
analise estatistica via Teste F de Modelo como mostra a Fig. 6.3.2.9. Todos 0s
parametros da SR (6.2.2.2b) podem ser considerados Relativamente Significantes
ou Fracamente Significantes (isto é, ndo conseguem ser absolutamente
significantes) como mostrado no Teste F de Significancia de Parametros da Fig.
6.3.2.10. Por outro lado, ao contrario da andlise SR para % w/w Lipidios, aqui ndo
houve parametros realmente Desprovidos de Significancia. A alta magnitude de
todos os parametros, e a positividade dos coeficientes associados aos termos
quadraticos de O(2) talvez revele que os Fatores P e N sejam, ambos, fortemente
positivamente influentes na Resposta % w/w Proteinas. As figuras pertinentes sao
listadas abaixo onde Average refere-se a média de valores observados nas réplicas
de um experimento, sendo que apenas o experimento 9 dispde de mais de 1 réplica.
As figuras sdo descritas via seu titulo, seguindo-se uma breve interpretacdo dos
conteudos mais importantes:

e Fig. 6.3.2.1. Diagrama de Averages de Respostas Experimentais vs

Respostas Preditas para a SR % w/w Proteinas na Eq. (6.3.2.2b).

o Concentragdo (com alguma dispersdo) dos 9 pontos préoximo a

diagonal evidenciando aderéncia limitada da SR aos dados.
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e Fig. 6.3.2.2. Superficie de Resposta (SR) % w/w Proteinas (%Proteins) vs
CnaHzrpos € Cnanoz incluindo Superficies Limites a 95% de Confianga e
Observed Averages.

o A SR ajustada corresponde a superficie intermediaria, que é cercada
acima e abaixo pelas superficies limites superior e inferior a 95% de
confianga, sendo as Averages experimentais plotadas como Circulos
Vermelhos. A separacdo das trés folhas, envelopando as Averages,
evidencia ajuste de qualidade limitada da SR aos dados.

e Fig. 6.3.2.3. Matriz de Variancias-Covariancias 6X6 de Parametros Estimados
para SR % w/w Proteinas (%Proteins)

o A Matriz de Variancias-Covariancias 6X6 de Parametros Estimados
torna visivel que os pardmetros estimados f; ,f; e f, possuem

variancias enormes (O(10%)) refletindo o diagnéstico de que sé&o

Fracamente Significantes para o desempenho da SR, ou seja, tém
altas incertezas associadas. J4 os demais f; , 8, , s tém Maior

Significancia e comportamento mais convencional, com variancias de
magnitude pequena e com dominancia diagonal, o que evidencia
incerteza e correlacdo modestas apenas neste grupo de parametros.

Isto é corroborado na Fig. 6.3.2.5 que atribui faixas mais estreitas de

95% de confianga para par@metros corretos apenas a Sz , 4 ., Bs.

e Fig. 6.3.2.4. Matriz de Variancias-Covariancias 9X9 de Respostas Estimadas
para SR % w/w Proteinas (%Proteins)

o Os termos sdo todos de O(10') significando Desvios Padroes de
O(10° ou aproximadamente de 10% a 20% nas Respostas de % w/w
Proteinas. A dominancia diagonal nesta matriz € evidente e bem vinda,
traduzindo baixa correlacdo entre as respostas de pontos diferentes.

e Fig. 6.3.2.5. Parametros Estimados para SR % w/w Proteinas (%Proteins) com
Limites a 95% de Confianca e seus Desvios Padroes

o Parametros estimados correspondem ao Tracado em Preto e as Abas
Azul e Vermelha correspondem aos limites inferior e superior de 95%
de confianca, sendo a largura da faixa entre os dois limites uma

medida da incerteza nos parametros, que no caso € maxima para
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parametros de Menor SignificAncia como /o, /i e f», acontecendo o
oposto para [, S+ € fs que tém as menores larguras de 95% de
confianca, as Menores Variancias (Fig. 6.3.2.3) e Menores Desvios
Padrdes (relativamente aos valores dos parametros estimados).
e Fig. 6.3.2.6. Respostas Estimadas para SR % w/w Proteinas (%Proteins) com
Limites a 95% de Confianca, Desvios Padrdes e Observed Averages

o Respostas estimadas de %Proteins correspondem ao Tragado em Preto
engquanto as Abas Azul e Vermelha correspondem aos limites inferior e
superior de 95% de confianca destas respostas, sendo a largura da
faixa entre os dois limites uma medida da incerteza nas respostas
estimadas de %Proteins. Esta largura de 95% de confianca €,
felizmente, uniformemente distribuida ao longo dos 9 pontos
experimentais, sendo corroborado pela magnitude praticamente
constante do Desvio Padrdo de Respostas Estimadas em Tracado
Vermelho (somadas as respectivas predi¢cdes), da ordem de 10% a
20% das Respostas Preditas.

e Fig. 6.3.2.7. Projecéo 3D do Elipséide a 95% de Confianca da Triade £ ,5: .55
de Parametros Corretos da SR % w/w Proteinas (%Proteins)

o O elipsoide 3D de 95% de confianca para a Triade S, S, 5 0 Unico
mostrado (embora todas triades tiveram elipsoides gerados), reflete a
incerteza no conhecimento dos valores corretos destes parametros,
todos estes considerados Relativamente Significantes nos Testes F de
Significancia na Fig. 6.3.2.10. Percebe-se que as incertezas -

projecdoes em cada eixo da “cintura” do elipsoide 3D — nao sao
abusivas para ,33 : ,34 : ﬁ5 0 que é corroborado pelo diagrama na Fig.

6.3.2.5 que evidencia £z, fs, s como os de menor largura (width) da

faixa de 95% de confianca e, portanto, aqueles cujas estimativas
B3, Pa . P detém os menores Variancias e Desvios Padrdes como

transparece nas Figs. 6.3.2.3 € 6.3.2.5.
e Fig. 6.3.2.8. Histogramas de Residuos Observed-Average e Observed-

Predicted para SR % w/w Proteinas (%Proteins) com PDF Normal (0,S%)
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o O Histograma de Residuos em Azul, reflete a distribuicdo de residuos
Observed-Predicted que é quase simétrico e quase centrado para %
w/w Proteinas. Todavia, tem maior nimero de residuos de amplitude
de 5 pontos percentuais a esquerda do Zero, o que reflete alguma falta
de sintonia com o perfil simétrico da PDF Normal de Média Zero em
Tracado Vermelho com Varidncia S%. O leve desbalanceamento dos
residuos Observed-Predicted aqui, acarreta que h& mais residuos
negativos (predi¢cdes acima de Averages) do que negativos.
Fig. 6.3.2.9. Teste F do Modelo da SR % w/w Proteinas (%Proteins): Modelo
Aceito. Valores Médios (Averages) Observados vs Respostas Preditas com
Limites de 95% de Confianca e seus Desvios Padrdes
o O Teste F do Modelo SR confirma a Aceitagdo Estatistica da SR para
representar a massa de dados %Proteins destes cultivos |. galbana.
Fig. 6.3.2.10. Teste F de Significancia de Parametros para SR % w/w
Proteinas (%Proteins). Todos os Parametros estimados com grandes
magnitudes, todos Relativamente Significantes ou de Baixa Significancia para
o desempenho desta SR, pois Nao Cruzaram o Limite 6.6079 para garantir
Significancia Absoluta. Paradmetros 3, fs , s sao os de Maior Significancia
estatistica e sdo todos positivos e associados aos termos de O(2) da SR, o

gue implica em alta influéncia dos fatores P e N em % w/w Proteinas.
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Averaged vs Predicted Responses
ProtPO4NO3 Proteins vs In(NaH2P0O4), In(NaNO3) [9Pts] [Y=BO+.B1’.F1+BZ.F2+B3.F1.F2+B4.F12+55.F221
N=9, No.Y=11, Pars=6, DFR=3, S2R=234.5547, DFY=5, S2Y=147.9848, DFL=2, S2L=18.13
Estimated B0= 96.6547, B1=-57.5028, B2=-53.2404, B3= 12.8599, B4= 24.6284, B5= 8.46374
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Figura 6.3.2.1. Observed Averages vs Predicted: % w/w Proteinas (%Proteins).

Averages, Surface Response & Surfaces of 5% Confidence Limits
ProtPO4NO3 Proteins vs InfNaH2FPO4), iIn(NaNQO3) [9Pts]f Y=BO+B1.F1+82.F2+83.F1.F2+34.F12+35.F22}
N=9, No.Y=11, Pars=6, DFR=3, S2R=234.5547, DFY=5, S2Y=147.9848, DFL=2, 52/ =18.13
Estimated BO= 96.6547, B1= -57.5028, B2= -53.2404, B3= 12.8599, B4= 246284, B5= 8.46374
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NaNO3(mgiL) NaH2PO4(mglL)

Figura 6.3.2.2. SR % w/w Proteinas (%Proteins) vsS CnaHzros € Cnanoz incluindo
Superficies Limites a 95% de Confianca e Observed Averages.
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|Variance-Covariance Parameter Matrix|

ProtPO4NO3 Proteins vs in(NaH2PO4), In(NaNO3) [9Pts] [Y=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2+B4.F1°+B5.F27]
N=9, No.Y=11, Pars=6, DFR=3, S2R=234.5547, DFY=5, S2Y=147.9848, DFL=2, 52{ =18.13
Estimated BO= 96.6547, B1=-57.5028, B2= -53.2404, B3= 12.8599, Bd= 24.6284, B5= 8.46374
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Figura 6.3.2.3. Matriz de Variancias-Covariancias 6X6 de Parametros Estimados
para SR % w/w Proteinas (%Proteins).

|Variance-Covariance Response Watrix|
ProtPO4NO3 Proteins vs In(NaH2P04), InfNaNO3) [9Pts] [Y=B0+B1.F1+B2 F2+B3.F1.F2+B4.F1 24Bs. F22}
N= 9, No.¥=11, Pars=6, DFR=3, S2R=234.5547, DFY=5, S2Y=147.9848, DFl =2, 8§21 =18.13
Estimated B0= 96.6547, B1=-57.5028, B2= -53.2404, B3= 12.8599, Bd= 24.6284, B5= 8.46374
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Figura 6.3.2.4. Matriz de Variancias-Covariancias 9X9 de Respostas Estimadas
para SR % w/w Proteinas (%Proteins).
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Vaiues & Limits
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95% Absolute Confidence Limits of Parameters
ProtPO4NO3 Proteins vs In(NaH2P04), In(NaNO3) [9P1s] [V=BO+B1’.F1+BZ.F2+BJ.F1.F2+B4.F12+BS.F22j
N= 9, No.Y=11, Pars=6, DFR=3, S2R=234.5547, DFY=5, S2Y=147.9848, DFL=2, S2[=18.13
Estimated B0= 96.6547, B1=-57.5028, B2=-53.2404, B3= 12.8599, B4= 24.6284, B5= 8.46374
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Figura 6.3.2.5. Parametros Estimados para SR % w/w Proteinas (%Proteins) com

Estimated Proteins(%) & Limits

100

Limites a 95% de Confianca e seus Desvios Padrdes.

95% Absolute Confidence Limits of Responses
ProtPO4NQ3 Proteins vs In(NaH2P04), In(NaNO3) [9Pts] {Y=BO+B1’.F1+B2.F2+B3.F1’.F2+B4.F12+B§.F22}
N=9, No.Y=11, Pars=6, DFR=3, S2R=234.5547, DFY=5, 52Y=147.9848, DFL=2, 52 =18.13
Estimated B0= 96.6547, B1=-57.5028, B2=-53.2404, B3= 12.8599, B4= 24.6284, B5= 8.46374
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Figura 6.3.2.6. Respostas Estimadas para SR % w/w Proteinas (%Proteins) com

Limites a 95% de Confiancga, Desvios Padrdes e Observed Averages.
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95% Confidence Domain B3 X B4 X B&
ProtPO4NO3 Proteins vs In(NaH2PO4), InfNaNO3) [9P1s][Y=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2+B4.F1°+B5.F2°]
N=9, No.Y=11, Pars=6, DFR=3, S2R=234.5547, DFY=5, S2Y=147.9848, DFL =2, S21 =18.13
Estimated B0= 96.6547, B1= -57.5028, B2= -53.2404, B3= 12.8599, B4= 24.6284, B5= 8.46374

5l
100

B4 B3

Figura 6.3.2.7. Projecéo 3D do Elipsoide a 95% de Confianca da Triade 8 ,56: .05
de Parametros Corretos da SR % w/w Proteinas (%Proteins).

Hisrograms of Residues Distributions : Data & Predictions
ProtPO4NO3 Proteins vs In(NaH2P04), In(NaNO3) [9Pts] [Y=B0+B1.F1+B2.F2+B3.F1.F2+B4.F1*+B5.F2’]
N=9, No.Y=11, Pars=6, DFR=3, S2R=234.5547, DFY=5, $2Y=147.9848, DFL=2, $2.=18.13
Estimated BO= 96.6547, B1= -57.5028, B2=-53.2404, B3= 12.8599, B4= 24.6284, B5= 8.46374
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Figura 6.3.2.8. Histograma de Residuos Observed-Average e Observed-
Predicted para SR % w/w Proteinas (%Proteins) com PDF Normal (0,S%).
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“<<<+< F Test of Model >>>>>

FrotPO4MNO3 Proteins ws ln(NaHZFPO4d) , 1ln(MNalo3) [3Pts]

¥=EO+E1.F1+BZ .FZ+E3.F1.F2+E4.F1"~2+E5.F2"2

N= 9, No.¥Y=11, Pars=¢&, DFR=3, 32R=:234.5547, DFY=5, 32¥=147.9545, DFL=2Z, 32L=15.13
Eztimated EBO= 946.6547, El= -57.5025, EBZ= -53.2404, EBE3= 12.5599, Bd4= 24,6254, B5= 5.46374

S2R/32L= 12.9, FI9S: (df=3,df=2)= 19.2 —-> <<<<< Model Accepted >>»>>

Factor F1 Factor FZ bverage Predicted Lower UTpper 3td.Dewviation
r MNaHz2PO4 (rdg/ L) MNallO3 (oo L) Frotein=s (%) Froteins(%) 95%Confidence 95%3Confidence Froteins (%)

[T I e T T U B Y -

0.030695
10.5839

Figura 6.3.2.9. Teste F do Modelo da SR % w/w Proteinas (%Proteins): Modelo Aceito
Valores Médios (Averages) Observados vs Respostas Preditas com Limites de 95% de Confianca e seus Desvios Padrdes.
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<<<<< Significance Test of Parameters >>>>>

ProtPO4NO3 Proteins vs In(NaHZPO4), Iln(NaNO3) [9Pts] [Y=BO+B1.F1+4B2.FZ2+B3.F1.FZ2+B4.F1"2+4B5.F2"2]
N= 9, No.Y=11, Pars=6, DFR=3, S2ZR=234.5547, DFY=5, $S2Y=147.9848, DFL=2, S2L=18.13

Estimated BO= 96.6547, Bl= -57.5028, B2= -53.2404, B3= 12.8599, B4= 24.6264, BS5= 8.46374

Parameter

96.6547 0.88899
-57.5028 2.2133 6.6079
-53.2404 0.64656 6.6079
12.8599 2.2316 6.6079
24.6284 1.58447 6.6079
8.46374 0.68566 6.6079

Figura 6.3.2.10. Teste F de Significancia de Parametros para SR % w/w Proteinas (%Proteins). Todos os Parametros
estimados com grandes magnitudes, Relativamente Significantes ou de Baixa Significancia para o desempenho desta SR,
pois Nao Cruzaram o Limite 6.6079 para Significancia Absoluta.
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7. CONCLUSAO

A microalga Isochrysis galbana se mostrou um microorganismo viavel, capaz
de se adaptar as condi¢des nutricionais impostas nos cultivos.

A co-limitacdo de N e P foi favoravel para a elevagcédo do teor de lipidios na
biomassa de |[|. galbana. Quanto a maximizacdo da densidade
celular/elevagéo do teor lipidico, os experimentos 2 (P:4mg/L; N:70mg/L) e 9
(P:2,5mg/L; N:40mg/L) alcancaram os melhores valores de crescimento
celular (3,3 x 10° células/mL), ambos contendo teor lipidico de 33% w/w.

Os experimentos com os valores mais elevados de N e P obtiveram os
maiores %proteicos (exp.l: 60,3% w/w; exp 2: 57,1% w/w e exp 3: 56,9%
w/w). Quanto a propor¢céo densidade celular/teor de proteinas, o experimento
2 (P:4mg/L; N:70mg/L) foi o que alcangou melhor comportamento.

Com relacdo a proporcdo densidade celular/producdo de bioprodutos,
assume-se enfim, que o experimento 2 apresentou a melhor desenvoltura
guanto ao crescimento celular, teores lipidico e proteico.

O modelo SR Quadratico Completo para predicdo de Taxa Especifica de

Crescimento a partir dos Fatores Independentes de nutrientes P e N (

F1 =IN(Cran 2p04 i F2 =IN(Crano3)) Mostrou boa aderéncia aos dados, com

baixa Variancia Fundamental Estimada (S;{ =0.00035115 com DFY=7 graus
de liberdade) e Histograma de Residuos Observed-Predicted quase
equilibrado, unimodal. Este preditor quadratico completo pode ser util para
engenharia e otimizacao de cultivos I. galbana de grande porte.

O modelo SR Quadréatico Completo para predicdo de % w/w Lipidios a partir

dos Fatores Independentes de nutrientes P e N (

F1 =IN(Cran 2p04 i F2 =IN(Cranos)) Mostrou aderéncia apenas modesta aos

dados, com grande Variancia Fundamental Estimada (SZ =37.9371 com
DFY=5 graus de liberdade) e Histograma de Residuos Observed-Predicted
algo ndo balanceado, qualitativamente bimodal, quase simétrico e centrado
no Zero, porém evidenciando leve tendéncia da SR para estimar % w/w
Lipidios pessimisticamente, ou seja, abaixo do observado. A SR % w/w

Lipidios também padece do “defeito congénito” de carregar os trés primeiros
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parametros Sem Significancia ou Fracamente Significantes, o que sugere que
a estrutura do preditor SR parece revelar que os Fatores P e N impactarao
mais fortemente na Resposta % w/w Lipidios apenas se atuando em conjunto.
Mesmo com estas mazelas, o preditor pode ser util para engenharia e
otimizacao de cultivos I. galbana de grande porte.

O modelo SR Quadratico Completo para predicdo de % w/w Proteinas a partir

dos Fatores Independentes de nutrientes P e N(

F1 =IN(Cran 2p04 i F2 =IN(Crano3)) Mostrou aderéncia limitada aos dados,

com grande Variancia Fundamental Estimada (83 =147.9848 com DFY=5

graus de liberdade) e Histograma de Residuos Observed-Predicted quase
balanceado, algo bimodal, levemente assimétrico, centrado no Zero, porém
evidenciando leve tendéncia da SR para estimar % w/w Proteinas
otimisticamente, ou seja, acima do observado. A SR % w/w Proteinas tem
todos os parametros Relativamente Significantes, fortemente dominados por
valores positivos dos parametros de O(2). Isto sugere que a estrutura do
preditor SR reconhece forte impacto positivo de Fatores P e N na Resposta %
w/w Lipidios, especialmente se atuando em conjunto. Mesmo com algumas
limitacBes, o preditor SR para % w/w Proteinas pode ser util para engenharia
e otimizacao de cultivos I. galbana de grande porte.

Foram, portanto, construidos 03 preditores SR Quadraticos Completos para
estimar impactos de Fatores Nutricionais P e N em Taxa Especifica de
Crescimento, % w/w Lipidios e % w/w Proteinas apds 08 dias de cultivo com |.
galbana. Estes preditores SR sao consolidados na Tabela 7.1 juntamente
com estimadores da Variancia Fundamental do processo de experimentacao-

calibracdo que os gerou.
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Tabela 7.1. Preditores SR Quadraticos Completos para Respostas Taxa
Especifica de Crescimento, %w/w Lipidios, %w/w Proteinas com Fatores P & N
em Cultivos I. galbana.

Resposta Fatores Preditor SR S?y

Predita Independentes Quadrético Completo DFY
(C=mg/L)

Taxa Fi =In(Cap2pos) | Y =0.480479 +0.253914 F,

Especifica de
Crescimento

Fy =In(Cpano3)

+0.0356485 F,

S =0.00035115
DFY=7

Y=y (dY) — 0.0638953 F, F,

Yow/w F; =IN(Cpapiopos) | Y =11.2951-1.3084F; $2 —37.9371
\L(f;/gt)igids F, =IN(Cranos3) +16.151F, + 5.29219F,F, |DFY=5

(%) —12.4335F2 — 2.90239F 7

Yowiw Fi =I(Cnap2pos) | Y =96.6547 —57.5028F, S2 =147.9848
Proteinas

Y=%Proteins
(%)

F, =In(Cpanos)

—53.2404F, +12.8599F, F,
+24.6284F + 8.46374F 7

DFY=5

87




8. REFRENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Amtmann, A.; Armengaud, P. Effects of N, P, K and S on metabolism: new
knowledge gained from multi-level analysis. Current opinion in plant biology, v.12, p.
275-283, 2009.

Becker, E. W. Micro-algae as a source of protein. Biotechnology advances, v. 25, n.
2, p. 207-210, 2007.

Berges, J.A.; Franklin, D.J.; Harrison, P.J. Evolution of an artificial seawater medium:
improvements in enriched seawater, artificial water over the Ilast two
decades. Journal of Phycology, v. 37, n. 6, p. 1138-1145, 2001.

Bougaran, G.; Bernard, O.; Sciandra, A. Modeling continuous cultures of microalgae
colimited by nitrogen and phosphorus. Journal of theoretical biology, v. 265, n. 3, p.
443-454, 2010.

Bozbas, K. Biodiesel as an alternative motor fuel: production and policies in the
European Union. Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 12, p. 542-552,
2008.

Brennan, L.; Owende, P. Biofuels from microalgae—A review of technologies for
production, processing, and extractions of biofuels and co-products. Renewable and
Sustainable Energy Reviews, v. 14, p. 557-577, 2010.

Certik, M.; Shimizu, S. Biosynthesis and regulation of microbial polyunsaturated fatty
acid production. J. Biosci. Bioeng, v. 87, p. 1-14, 1999.

Chisti, Y. Biodiesel from microalgae. Biotechnology Advances, v. 25, n. 3, p. 294—
306, 2007.

Collos, Y.; Mornet, F.; Sciandra, A.; Waser, N.; Larson, A.; Harrison, P. J. An optical
method for the rapid measurement of micromolar concentrations of nitrate in marine
phytoplankton cultures. Journal of Applied Phycology, v. 11, n. 2, p. 179-184, 1999.

Conab - Companhia Nacional de Abastecimento: Acompanhamento da Safra
brasileira de graos. Safra 2014/15. v. 2, n. 7, 2015.

Conn, E.E.; Stumpf, P.K. Introducé&o a bioquimica. Sdo Paulo: Edgard Blucher, 1975.
525p.

Delgado, A.D.G.; Kafarov, V. Microalgae based biorefinery: issues to consider.
Ciencia, Tecnologia y Futuro, 2011.

Demirmas, A. Political, economic and environmental impacts of biofuels: A review.
Applied Energy, v. 86, p. S108-S117, 2009.

88



Dennis  Kunkel Microscopy, Inc. Isochrysis galbana. Disponivel em:
<http://education.denniskunkel.com/catalog/product.php?productid=11189&page=1>.
Acesso em: 08 de Fevereiro de 2015.

Dortch, Q. Effect of growth conditions on accumulation of internal nitrate, ammonium,
amino acids, and protein in three marine diatoms. J. expl. mar. Biol. Ecol., 1982.

El-Sheek, M.M.; Rady, A.A. Effect of phosphorus starvation on growth,
photosynthesis and some metabolic processes in the unicellular green alga Chlorella
kessleri. Phyton, v. 35, p. 139-151, 1994.

Eisentraut, A. Sustainable production of second generation biofuels—OECD/IEA
2010. International Energy Agency, 2010.

Falkowski, P.G.; Raven, J.A. Aquatic photosynthesis. Blackwater Science, v. 375,
1997.

FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations. World Food and
Agriculture. FAO Statistical Yearbook, 2013.

FAO/WHO. Energy and protein requirement. Report of a Joint FAO/WHO ad hoc
Expert Committee, v. 52, 1973.

Feng, D.; Chen, Z.; Xue, S.; Zhang, W. Increased lipid production of the marine
oleaginous microalgae Isochrysis zhangjiangensis (Chrysophyta) by nitrogen
supplement. Bioresource technology, v. 102, n. 12, p. 6710-6716, 2011.

Fidalgo, J.P.; Cid, A.; Torres, E.; Sukenik, A.; Herrero, C. Effects of nitrogen source
and growth phase on proximate biochemical composition, lipid classes and fatty acid
profile of the marine microalga Isochrysis galbana. Aquaculture, v. 116, p. 105-116,
1998.

Folch, J.; Lees, M.; Sloane-Stanley, G.H. A simple method for the isolation and
purification of total lipids from animal tissues. J biol chem, v. 226, n. 1, p. 497-509,
1957.

Franco, A.L.C.; L6bo, I.P.C.; Rosenira, S. da; Teixeira, C.M.L.L.; Almeida Neto, J.A.
de; Menezes, R.S. Biodiesel de microalgas: avancos e desafios. Quim. Nova, v. 36,
p. 437-448, 2013.

Gao, Y.; Yang, M.; Wang, C. Nutrient deprivation enhances lipid content in marine
microalgae. Bioresource technology, v. 147, p. 484-491, 2013.

Gouveia, L. Microalgae as a Feedstock for Biofuels. Springer Heidelberg Dordrecht,
2011.

Guillard, R.R.L. Culture of phytoplankton for feeding marine invertebrates. In: SMITH,

WL & MH CHANLEY (Eds.) Culture of Marine Invertebrate Animals. Plenum, p. 29-
60, 1975.

89


http://education.denniskunkel.com/catalog/product.php?productid=11189&page=1

Haag, A.L. Algae bloom again. Nature, v. 447, p. 520-521, 2007.

Halim, R.; Danquah, M.K.; Webley, P.A. Extraction of oil from microalgae for
biodiesel production: a review. Biotechnology advances, v. 30, n. 3, p. 709-732,
2012.

Handayani, N.A.; Ariyanti, D.; Hadiyanto, H. Potential Production of Polyunsaturated
Fatty Acids from Microalgae. Journal of Science and Engeneearing, v. a, p.13-16,
2011.

Harrison, P. J.; Thompson, P.A.; Calderwood, G.S. Effects of nutrient and light
limitation on the biochemical composition of phytoplankton. Journal of Applied
Phycology, v. 2, n. 1, p. 45-56, 1990.

Himmelblau, D.M. Process Analysis by Statistical Methods. John Wiley & Sons, p.
230-282, 1970.

Huang, G.; Chen, F.; Wei, D.; Zhang, X.; Chen, G. Biodiesel production by microalgal
biotechnology. Applied Energy, v. 87, p. 3846, 2010.

Huerlimann, R.; De Nys, R.; Heimann, K. Growth, lipid content, productivity, and fatty
acid composition of tropical microalgae for scale-up production. Biotechnology and
bioengineering, v. 107, n. 2, p. 245-257, 2010.

Huerlimann, R.; Steinig, E.J.; Loxton, H.; Zenger, K.R.; Jerry, D.R.; Heimann, K. The
effect of nitrogen limitation on acetyl-CoA carboxylase expression and fatty acid
content in Chromera velia and Isochrysis aff. galbana (TISO). Gene, v. 543, n. 2, p.
204-211, 2014.

Huo, Y.X.; Cho, K.M.; Rivera, J.G.L.; Monte, E.; Shen, C.R.; Yan, Y.; Liao, J.C.
Conversion of proteins into biofuels by engineering nitrogen flux. Nature
biotechnology, v. 29, n. 4, p. 346-351, 2011.

IEA. IEA technology essentials—biofuel production. International Energy Agency,
2007.

IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change). Climate Change: The Physical
Science Basis. Contribution of Working Group | to the Fourth Assessment Report of
the Intergovernamental Panel on Climate Change. Cambridge University Press,
2007, 996p.

Lai, J.; Yu, Z.; Song, X.; Cao, X.; Han, X. Responses of the growth and biochemical
composition of Prorocentrum donghaiense to different nitrogen and phosphorus
concentrations. Journal of experimental marine biology and ecology, v. 405, n. 1, p.
6-17, 2011.

Lam, M.K.; Lee, K.T. Microalgae biofuels: a critical review of issues, problems and
the way forward. Biotechnology advances, v. 30, p. 673-690, 2012.

Lee, R.E. Phycology. New York: Cambridge University Press, 1980.
90



Li, Y.; Horsman, M.; Wang, B.; Wu, N.; Lan, C.Q. Effects of nitrogen sources on cell
growth and lipid accumulation of green alga Neochloris oleoabundans. Applied
Microbial Biotechnology, v. 81, p. 629-636, 2008.

Li, Y.; Han, F.; Xu, H.; Mu, J.; Chen, D.; Feng, B.; Zeng, H. Potential lipid
accumulation and growth characteristic of the green alga Chlorella with combination
cultivation mode of nitrogen (N) and phosphorus (P). Bioresource technology, v. 174,
p. 24-32, 2014.

Liang, S.; Xueming, L.; Chen, F.; Chen, Z. Current microalgal health food R&D
activities in China. Hydrobiologia, v. 512, p. 45-48, 2004.

Liang, K.; Zhang, Q.; Gu, M.; Cong, W. Effect of phosphorus on lipid accumulation in
freshwater microalga Chlorella sp. Journal of Applied Phycology, v. 25, n. 1, p. 311-
318, 2013.

Liu, Ching-Piao; Lin, Liang-Ping. Ultrastructural study and lipid formation of
Isochrysis sp. CCMP1324. Botanical Bulletin of Academia Sinica, v. 42, 2001.

Lobban, C.S.; Harrison, P. J. Seaweed ecology and physiology. New York:
Cambridge University Press. 1994, 366p.

Lourenco, S.O.; Barbarino, E.; Lanfer Marquez, U.M.; Aidar, E. Distribution of
intracellular nitrogen in marine microalgae: Basis for the calculation of specific
nitrogen-to-protein conversion factors. J. Phycol., v. 34, n. 5, p. 798-811, 1998.

Lourenco, S.O. Cultivo de microalgas marinhas: principios e aplicacdes. Sao Paulo:
RiMa, 2006, 606p.

Mata, T.M.; Martins, A.A.; Caetano, N.S. Microalgae for biodiesel production and
other applications: a review. Renewable and sustainable energy reviews, v. 14, n. 1,
p. 217-232, 2010.

Metting Jr, F.B. Biodiversity and application of microalgae. Journal of industrial
microbiology, v. 17, n. 5-6, p. 477-489, 1996.

Morais, M.G. de; Costa, J.A.V. Biofixation of carbon dioxide by Spirulina sp. and
Scenedesmus obliquus cultivated in a threestage serial tubular photobioreactor. J
Biotechnol, v. 129, p. 439-445, 2007a.

Muller-Feuga, A. The role of microalgae in aquaculture: situation and trends. J. Appl.
Phycol., v. 12, p. 527-534, 2000.

Naik, V.V.; Goud, P.K.; Rout, A.K.D. Production of first and second generation
biofuels: A comprehensive review. Renewable and Sustainable Energy Reviews, v.
14, p. 578-597, 2010.

Nelson, D.L.; Cox, M.M. Carbohydrates and glycobiology. Lehninger principles of
biochemistry, 2000.

91



Nelson, D.L.; Cox, M.M. Principios de Bioquimica de Lehninger. 5° edi¢cdo. S&o
Paulo: Artmed, 2011, 1274p.

Nigam, P.S.; Singh, A. Production of liquid biofuels from renewable resources.
Progress in Energy and Combustion Science, v. 37, p. 52 - 68, 2011.

Palmer, J.D.; Soltis, D.E.; Chase, M.\W. The plant tree of life: an overview and some
points of view. American Journal of Botany, v. 91, n. 10, p. 1437-1445, 2004.

Pruvost, J.; Van Vooren, G.; Le Gouic, B.; Couzinet-Mossion, A.; Legrand, J.
Systematic investigation of biomass and lipid productivity by microalgae in
photobioreactors for biodiesel application. Bioresource Technology, v. 102, n. 1, p.
150-158, 2011.

Redfield, A.C. The biological control of chemical factors in the environment. American
Scientist, 1958.

Richmond, A. Handbook of microalgal culture: biotechnology and applied phycology.
Blackwell Science. 2004, 545p.

Roleda, M.Y.; Slocombe, S.P.; Leakey, R.J.; Day, J.G.; Bell, E.M.; Stanley, M.S.
Effects of temperature and nutrient regimes on biomass and lipid production by six
oleaginous microalgae in batch culture employing a two-phase cultivation
strategy. Bioresource technology, v. 129, p. 439-449, 2013.

Roopnarain, A.; Sym, S.D.; Gray, V.M. Time of Culture Harvest Affects Lipid
Productivity of Nitrogen-Starved Isochrysis galbana U4 (Isochrysidales, Haptophyta),
Aquaculture, 2014a.

Roopnarain, A.; Gray, V.M.; Sym, S. Influence of nitrogen stress on Isochrysis
galbana strain U4, a candidate for biodiesel production. Phycological Research, v.
62, n. 4, p. 237-249, 2014b.

Rosenberg, J. N.; Oyler, G. A.; Wilkinson, L.; Betenbaugh, M. J. A green light for
engineered algae: redirecting metabolism to fuel a biotechnology revolution. Current
opinion in Biotechnology, v. 19, n. 5, p. 430-436, 2008.

Sanchez, S.; Martinez, M.E.; Espinola, F. Biomass production and biochemical
variability of the marine microalga Isochrysis galbana in relation to culture
medium. Biochemical Engineering Journal, v. 6, n. 1 p. 13-18, 2000.

Sharma, K.K., Schuhmann, H.; Schenk, P.M. High lipid induction in microalgae for
biodiesel production. Energies, v. 5, n. 5, p. 1532-1553, 2012.

Silva, R.W. da C.; Paula, B.L. de. Causa do aquecimento global: antropogénica
versus natural. Terra e didat., v. 5, p. 42-49, 2009.

Singh, S.P.; Singh, D. Biodiesel production through the use of different sources and
characterization of oils and their esters as the substitute of diesel: a review. Renew.
Sustain. Energ. Rev., v. 14, p. 200-216, 2010.

92



Singh, A.; Nigam, S.P.; Murphy, J.D. Renewable fuels from algae: An answer to
debatable land based fuels. Bioresource Technology, v. 102, p. 10-16, 2011.

Singh, B.; Guldhe, A.; Rawat, I|.; Bux, F. Towards a sustainable approach for
development of biodiesel from plant and microalgae. Renewable and Sustainable
Energy Reviews, v. 29, p. 216-245, 2014.

Spolaore, P.; Joannis-Cassan, C.; Duran, E.; Isambert, A. Commercial applications of
microalgae. Journal of bioscience and bioengineering, v. 101, n. 2, p. 87-96, 2006.

Staehelin, A. Chloroplast structure and supramolecular organization of
photosynthetic membranes. In: Photosynthesis Ill. Photosynthetic membranes and
light-harvesting systems. Staehelin & C.A. Arntzen, v. 19, p. 1-84, 1986.

Standard methods for the examination of water and wastewater: including bottom
sediments and sludges. American Public Health Association, 1960.

Stengel, D.B.; Connan, S.; Popper, Z.A. Algal chemodiversity and bioactivity: sources
of natural variability and implications for commercial application. Biotechnology
advances, v. 29, n. 5, p. 483-501, 2011.

Stolz, P.; Obermayer, B. Manufacturing microalgae for skin care. Cosmetics and
toiletries, v. 120, n. 3, p. 99-106, 2005.

Suali, E.; Sarbatly, R. Conversion of microalgae to biofuel. Renewable and
Sustainable Energy Reviews, v. 16, p. 43164342, 2012.

Thompson, W.; Meyer, S. Second generation biofuels and food crops: Co-products
or competitors? Global Food Security, v. 2, p. 89-96, 2013.

Tsukahara, K.; Shigeki, S. Liquid fuel production using microalgae. J Jpn Pet Inst, v.
48, n. 5, 2005.

Turpin, D.H. Effects of inorganic N availability on algal photosynthesis and carbon
metabolism. J. Phycol., v. 27, p. 14-20, 1991.

Valenzuela-Espinoza, E.; MillAn-Nufiez, R.; Nafiez-Cebrero, F. Protein, carbohydrate,
lipid and chlorophyll a content in Isochrysis aff. galbana (clone T-1so) cultured with a
low cost alternative to the /2 medium. Aquacultural Engineering, v. 25, n. 4, p. 207-
216, 2002.

Voet, D.; Voet, J.G. Bioquimica. Médica Panamericana, 2006.
Voss, M.; Bange, H. W.; Dippner, J. W.; Middelburg, J. J.; Montoya, J. P.; Ward, B.
The marine nitrogen cycle: recent discoveries, uncertainties and the potential

relevance of climate change. Philosophical Transactions of the Royal Society B:
Biological Sciences, v. 368, n. 1621, p. 20130121, 2013.

93



Wang, B.; Li, Y.; Wu, N.; Lan, C.Q. CO2 bio-mitigation using microalgae. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 79, n. 5, p. 707-718, 2008.

Wu, Y.H.; Yu, Y.; Li, X.; Hu, H.Y.; Su, Z.F. Biomass production of a Scenedesmus sp.
under phosphorous-starvation cultivation condition. Bioresource technology, v. 112,
p. 193-198.

Zhao, Y.; Yu, Z.; Song, X.; Cao, X. Biochemical compositions of two dominant bloom-
forming species isolated from the Yangtze River Estuary in response to different
nutrient conditions. Journal of Experimental Marine Biology and Ecology, v. 368, n. 1,
p. 30-36, 2009.

94



