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RESUMO 

 

PINTO, Juliana Leite. Cultivo de Isochrysis galbana sob limitação nutricional: análise de 

superfície de resposta em variáveis celulares de interesse industrial. Rio de Janeiro, 2015. 

Dissertação (Mestrado em Tecnologia de Processos Químico e Bioquímicos) – Escola de 

Química, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015. 

 

Devido à rápida industrialização e crescimento populacional, a busca por fontes 

renováveis de energia tem se tornado um grande desafio mundial. Dessa forma, o emprego 

das microalgas na biotecnologia industrial tem sido considerado uma fonte de energia 

alternativa viável pois, além de não interferir na produção de alimentos, apresentam elevada 

capacidade de captação do CO2, tornando o processo extremamente sustentável. Com esse 

propósito, o trabalho tem como objetivo associar o abatimento das emissões de CO2, via 

biofixação por biossíntese, a partir da microalga marinha Isochrysis galbana, e utilizar sua 

biomassa resultante como matéria-prima para produção de biomoléculas de valor comercial. 

Para isso, I. galbana foi cultivada em meio F/2 modificado, sob condições estéreis, com 

iluminação de 166 µmol fótons.m-2.s-1 e fotoperíodo 12/12h (luz/escuro), à temperatura de 

28±3°C. Após oito dias de cultivo, a biomassa foi coletada por centrifugação, lavada com 

bicarbonato de amônio e liofilizada, para obtenção dos lipídios totais e análise de composição 

elementar de CHN (Carbono, Hidrogênio, Nitrogênio). Os cultivos foram submetidos a 

diferentes concentrações de Nitrato (10mg/L; 40mg/L; 70mg/L) e Fosfato (1mg/L; 2,5mg/L, 

4mg/L), sem reposição nutricional, configurando um Projeto Experimental Fatorial Completo 

de nove experimentos, com ponto central em triplicata. Os dados acerca da influência dos 

Fatores Nutricionais nas culturas com I. galbana envolveram as Variáveis Respostas (VRs) - 

Taxa Específica de Crescimento, % w/w Lipídios e % w/w Proteínas, onde cada resposta foi 

correlacionada contra os Fatores nas Superfícies de Respostas (SRs) determinadas. Os 

resultados obtidos mostraram que a restrição de fosfato e nitrato foram determinantes para 

elevar a fração de lipídios nos cultivos, que apresentaram teor de 33% w/w nos cultivos com 

maior densidade celular. Quanto ao teor de proteínas, os cultivos com as maiores 

concentrações 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 construídos três preditores 

SR Quadráticos Completos para estimar impactos dos Fatores nutricionais (N e P) nas VRs, 

mostrando-se úteis para a otimização de cultivos com I. galbana em larga escala. 

 

Palavras-chave: 1. Microalgas; 2. Limitação nutricional; 3. Crescimento celular;  

  4. Bioprodutos; 5. Isochrysis galbana. 
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ABSTRACT 

 

PINTO, Juliana Leite. Cultivo de Isochrysis galbana sob limitação nutricional: análise de 

superfície de resposta em variáveis celulares de interesse industrial. Rio de Janeiro, 2015. 

Dissertação (Mestrado em Tecnologia de Processos Químico e Bioquímicos) – Escola de 

Química, 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 CO2 capture capacity, making the process 

extremely sustainable. For this purpose, the study aims to associate the reduction of CO2 

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 μmol photons.m-2.s-1, at a temperature of 

28±3 °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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Ŷ  Valor Estimado de Variável Dependente ou Resposta de 
modelo SR 

ver 
contexto 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Aspectos gerais 

 

Nas últimas décadas, eventos climáticos extremos têm sido percebidos e 

registrados em todo o mundo, bem como o número 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 história geológica, por enormes 

variações climáticas, existem evidências científicas de que não haja correlação das 

mudanças atuais com as variações naturais.  

O aumento da temperatura da terra – o aquecimento global – estaria relacionado 

a atividades antrópicas, principalmente o consumo de combustíveis fósseis, como 

carvão mineral, petróleo e gás natural, e também pelos desmatamentos e queimadas. 

O fenômeno conhecido como efeito estufa decorre do aumento da concentração de 

certos gases na atmosfera terrestre como vapor de água, clorofluorcarbono (CFC), 

ozônio (O3), metano (CH4), óxido nitroso (N2O) e dióxido de carbono (CO2). A 

combinação destes compostos permite a passagem de luz solar e retêm o calor (Silva 

& Paula, 2009; Singh et al., 2014).  

Em consequência das atividades humanas, as concentrações atmosféricas 

globais de dióxido de carbono, metano e óxido nitroso aumentaram 

consideravelmente. O aumento global da concentração de CO2 se deve 

principalmente ao uso de combustíveis fósseis e à mudança no uso da terra. Já os 

aumentos da concentração de metano e óxido nitroso se devem principalmente à 

agricultura (IPCC, 2007). 

De acordo com o Relatório de Mudanças Climáticas do Painel 

Intergovernamental de Mudanças Climáticas de 2007 (IPCC - Intergovernmental 

Panel on Climate Change, 2007), o CO2 é o gás de efeito estufa antrópico mais 

importante, onde sua concentração atmosférica mundial aumentou de um valor pré-

industrial de cerca de 280 ppm para 379 ppm3 em 2005, ultrapassando a faixa natural 

dos últimos 650.000 anos (180 a 300 ppm), como determinado a partir de testemunhos 

de gelo. A principal fonte de aumento da concentração atmosférica de CO2 desde o 

período industrial se deve ao uso de combustíveis fósseis, que se tornou parte 

integrante da vida humana diária.  
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O transporte é quase que totalmente dependente desse sistema à base de 

petróleo, em particular gasolina, diesel, gás liquefeito de petróleo e gás natural 

comprimido. Apenas o setor de transporte, é responsável por 30% do consumo total 

de energia do mundo, e nas últimas três décadas têm testemunhado um aumento 

significativo no número de veículos de transporte em todo o mundo, sendo a maioria 

destes, carros particulares. A combustão do diesel e da gasolina, que abastece os 

veículos, emite dióxido de carbono, juntamente com hidrocarbonetos, material 

particulado, monóxido de carbono, óxidos de nitrogênio e outras substâncias 

cancerígenas que representam perigos diretos e indiretos para a humanidade e os 

ecossistemas.  

Dessa forma, a preocupação mundial com o aumento do dióxido de carbono e 

outros poluentes na atmosfera conduziram a buscas por alternativas que atuem na 

mitigação destes fatores de impacto ambiental (Brennan & Owende, 2010; Demirbas, 

2009; Lam & Lee, 2012; Singh et al., 2014). 

 

1.2 Biocombustíveis como fonte energética 

 

 Nos últimos anos, o uso global de biocombustíveis líquidos tem aumentado no 

setor de transportes, impulsionado principalmente por políticas voltadas para a 

conquista da segurança energética e da mitigação de gases do efeito estufa (Figura 

1.2.1). A previsão é que o crescimento da produção e o consumo destes 

biocombustíveis líquidos aumente e continue a acontecer por um bom tempo (IEA, 

2007).  

 

Figura 1.2.1. Panorama mundial da produção de Biocombustíveis. Fonte: Agência 
Internacional de Energia. 
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Os biocombustíveis são combustíveis renováveis, produzidos a partir de fontes 

biológicas, que podem funcionar como uma alternativa atraente para substituir os 

combustíveis a base de petróleo e reduzir, a longo prazo, as emissões de CO2. O 

termo biocombustível pode  inferir-se como um sólido (biocarvão), líquido (etanol, 

óleo vegetal e biodiesel) ou gasosos (gás de síntese, bio hidrogênio, biogás), 

combustíveis que são predominantemente produzidos a partir de 

biomassa. Os biocombustíveis líquidos podem oferecer uma alternativa promissora, 

no entanto alguns ainda apresentam uma pequena quantidade de petróleo em sua 

mistura. Seus benefícios em relação aos combustíveis tradicionais incluem maior 

segurança no setor da energia, redução do impacto ambiental, favorecimento na 

economia do câmbio monetário e questões sócio-econômicas relacionadas ao setor 

rural. Além disso, a tecnologia dos biocombustíveis é relevante tanto para os países 

em desenvolvimento quanto para os países industrializados (Demirbas, 2009; Singh, 

2010). 

 Os biocombustíveis de primeira geração já atingiram os níveis econômicos de 

produção comercial. São extraídos principalmente a partir alimentos e sementes 

oleaginosas (como óleo de canola, óleo de palma, cana de açúcar, beterraba, trigo, 

milho e cevada), bem como as gorduras de origem animal, utilizando tecnologia 

convencional (Nigam & Singh, 2011). A produção desses biocombustíveis líquidos e 

o consumo vêm aumentando exponencialmente. No entanto, tem-se encontrado a 

problemática ambiental quanto ao uso da terra para cultivo, uso da água e de 

fertilizantes, interferindo na conservação da biodiversidade regional. Não obstante o 

mérito de mitigar as emissões de CO2 neste processo, a produção de combustíveis 

primeira geração aborda questões de segurança alimentar, ao utilizar estoques 

agrícolas disponíveis para consumo humano, gerando crescimento da especulação 

em torno dos preços da matéria prima, dando lugar ao aumento de preços (que desde 

1994 até 2010 subiram consideravelmente, acompanhando o movimento de subida 

da produção de biocombustíveis) (Figura 1.2.2). Dessa forma, tem sido questionada 

a sustentabilidade dos combustíveis de primeira geração, bem como a preocupação 

com o deslocamento das culturas alimentares, os efeitos sobre o meio ambiente e as 

mudanças climáticas (Eisentraut, 2010).  
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Figura 1.2.2. Economia agrícola: alimento versus combustível. Fonte: Food and Agriculture 
Organization of the United Nations - FAO, 2013. 

 

 A crítica crescente a respeito da sustentabilidade dos combustíveis de primeira 

geração tem sucitado a atenção para os biocumbustíveis de segunda geração, que 

são produzidos a partir de materiais lignocelulósicos. Assim, dependendo da matéria 

prima e da forma de cultivo, estes biocombustíveis apresentam potencial para 

proporcionar vantagens como o consumo de resíduos disperdiçados, fazendo uso de 

terras abandonadas, não necessitando haver competição com as culturas 

alimentares. No entanto, a produção de tais combustíveis não é rentável, pois há um 

certo número de obstáculos técnico que devem ser superados. No estado atual, a 

produção de biocombustíveis a partir de subprodutos agrícolas só pode satisfazer uma 

parte da crescente demanda por biocombustíveis líquidos, fornecendo etanol 

celulósico e combustíveis 1Fisher-Tropsch. Sendo assim, embora instalações piloto e 

de demostração estejam sendo desenvolvidas, a produção de biocombustíveis de 

segunda geração ainda não é comercialmente viável, se fazendo necessário ainda 

aprimorar a logística 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 produção de biocombustíveis. Já são conhecidas na 

                                                           
1 Processo químico para produzir hidrocarbonetos líquidos (gasolina, querosene, óleo diesel e lubrificantes) a 
partir de gás de síntese (CO e H2). 
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literatura pesquisas das mais diversas relacionadas à capacidade de fermentação 

para crescimento da biomassa celular e acúmulo de lipídio, revelando uma alternativa 

promissora para a produção de óleo sob condições econômica e ambientalmente 

viáveis.  A tecnologia de biocombustíveis de terceira geração é baseada no cultivo de 

algas ou cianobactérias que contenham uma fração de massa com alto teor de lipídios.  

Sob condições adequadas, esses microorganismos podem produzir lipídios para 

biodiesel com rendimentos por unidade de superfície mais elevados que qualquer 

sistema de fábrica, revelando-se uma tecnologia promissora (Singh et al., 2011). 

 As vantagens da utilização de biocombustíveis a partir de microalgas são: (1) 

microalgas são cultiváveis durante todo o ano; (2) crescem em meio aquoso, mas 

precisam de menos água para manutenção do que as culturas terrestres; (3) podem 

ser cultivadas em águas salobra e reciclada (4) aproveitam o uso de terras não aráveis 

minimizando, portanto, os impactos ambientais associados ao uso do solo, sem 

comprometer a produção de alimentos; (5) têm um potencial de crescimento rápido, 

sendo capaz de dobrar a taxa de crescimento exponencial da biomassa em períodos 

curtos (cerca de 3,5 horas); (6) podem apresentar conteúdo de óleo na faixa entre 20 

a 75% do peso seco da biomassa; (7) no que diz respeito à manutenção da qualidade 

do ar, são eficientes na biofixação de resíduos de CO2 (1 kg de biomassa microalgal 

seca utilizar cerca de 1,83 kg de CO2); (8) o cultivo  não necessita de aplicação de 

herbicidas ou pesticidas; (9) os nutrientes empregados no cultivo (especialmente 

nitrogênio e fósforo) podem ser obtidos a partir de águas residuais; (9) as microalgas 

produzem valiosos bioprodutos como proteínas, carboidratos, lipídios, que podem ser 

empregados em diversas áreas do ramo comercial; (10) a composição bioquímica das 

microalgas é modulável de acordo com suas condições de cultivo (Chisti, 2007; 

Brennan & Owende, 2010; Suali, 2012).  

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Microalgas 

2.1.1 Características gerais das algas 

  

 As algas são organismos globalmente difundidos em sistemas aquáticos 

permeados pela luz solar. Sua relevância na natureza associa-se à produção primária 
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do planeta, que é resultado da eficiente capacidade fotossintética destes organismos 

(Lourenço, 2006). Ao longo dos últimos 2,45 bilhões de anos, as algas sofreram 

diversas modificações adaptativas, que otimizaram sua sobrevivência competitiva 

numa gama de nichos ecológicos através da co-evolução de uma diversidade de 

constituintes bioquímicos (Falkowski & Raven, 1997; Stengel et al., 2011).  

 Embora as algas sejam comumente associadas às plantas (por apresentarem 

funções biológicas e ecológicas semelhantes) esta definição não é completa, muito 

menos correta. De modo geral, as algas não compartilham do mesmo fundo evolutivo 

que as plantas2, apresentam linhas independentes de desenvolvimento evolutivo 

paralelo e estrutura bioquímica significativamente diferente (Figura 2.1.1.1). O fato é 

que são organismos que apresentam grande diversidade, onde o termo ‘alga’ não 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 relação evolutiva com as plantas terrestres (embriófitas). 
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Figura 2.1.1.1. Cladograma mostrando as relações evolutivas entre as três grandes linhagens 
de vida: Archaea, Eubacteria e Eucariotos. Destaque para o primeiro evento endosimbionte 
entre Eucariontes e Eubactérias, que levou à formação de Eucariontes fotossintéticos (seta 
vermelha); linhagens de algas (escritas em azul) e alguns táxons de importância econômica 
(painel à direita). Fonte: Palmer et al., 2004. 

 

 A ficologia considera ‘alga’ qualquer organismo que contenha clorofila a e talos 

não diferenciados em raízes, caules e folhas. Estes organismos podem ser descritos 

com base em relações filogenéticas ou taxonômicas, estágios de vida, morfologia, ou 

pelos tipos de habitats. No que tange a alimentação, algas podem ser autotróficas ou 

heterotróficas. O primeiro exige apenas compostos inorgânicos, como CO2, sais e uma 

fonte de energia luminosa para o crescimento. Enquanto que o último, a fonte de 

carbono é orgânica, requerendo portanto, uma fonte de energia química, que pode vir 

tanto da luz (fotoheterotrófico), quanto de compostos químicos (quimioheterotrófico). 

Algumas algas fotossintéticas são mixotróficas, isto é, têm a capacidade de apresentar 

tanto o comportamento autotrófico, quanto o heterotrófico, dependendo do ambiente 
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em que está inserida. Em sua grande maioria, as algas constituem grupos de espécies 

autotróficas, onde a fotossíntese é uma componente chave da sobrevivência (Lee, 

1980; Palmer et al., 2004). 

 

2.1.2 Fotossíntese em microalgas 

 

 De acordo com Conn e Stumpf (1975), toda a vida no planeta Terra é dependente 

de fotossíntese, que se denomina como um processo no qual o CO2 e H2O são 

convertidos em compostos orgânicos associados às células vivas (Figura 2.1.2.1). Os 

carboidratos gerados na fotossíntese servem como fonte de energia para o organismo 

que os produz, bem como para organismos não fotossintetizantes que, de forma direta 

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

 

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

 

 As algas autotróficas são 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 específicas, denominadas 

cloroplastos, que são circuncidados por duas membranas, uma externa, permeável a 

pequenas moléculas e íons, e uma membrana interna, que contém vesículas 



9 
 

achatadas, denominadas tilacóides, arranjados em pilhas (grana). Embebidos nos 

tilacóides se encontram os pigmentos fotossintéticos e os complexos enzimáticos que 

realizam as reações luminosas e a síntese de ATP. O estroma (fase aquosa delimitada 

por uma membrana interna) contém a maioria das enzimas necessárias para as 

reações de assimilação de carbono (Staehelin, 1986; Nelson & Cox, 2011). 

 Embora o processo da fotossíntese difira nos detalhes em diferentes organismos 

fotossintéticos, os mecanismos básicos são similares. A equação geral da 

fotossíntese descreve uma reação de oxidação-redução na qual H2O doa elétrons 

para a redução de CO2 a carboidrato (CH2O): 

 

           (2.1.2.2) 

 

 Para fins didáticos, a fotossíntese pode ser dividida em dois processos: reações 

dependentes de luz (etapa fotofísica), que ocorre apenas quando as microalgas são 

iluminadas; e reações de fixação de carbono (etapa fotoquímica), que são ofertadas 

pelos produtos das reações de luz. Nas reações 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 liberação de O2. Quanto às reações de 

fixação de carbono, o ATP e o NADPH são 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 às preocupações com o aquecimento global, atribuídas principalmente à 

elevação do nível de CO2 na atmosfera, diversas estratégias visando a mitigação do 

CO2 tem sido investigadas. Dessa forma, a mitigação biológica de CO2 tem atraído 

muita atenção, por permitir a produção de energia a partir de biomassa, através do 

processo de fixação do CO2 na fotossíntese (de Moraes & Costa, 2007a).  

 As microalgas são organismos extremamente capacitados para efetuar tal tarefa, 

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

LUZ 

CO2 + H2O  O2 + (CH2O) 
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capacidade de fixar CO2 com uma eficiência 10 a 50 vezes maior que as plantas 

terrestres. São capazes de fixar CO2 a partir de três fontes diferentes: a) CO2 da 

atmosfera; b) CO2 a partir dos gases de descarga industrial; c) CO2 dos carbonatos 

solúveis. Sob condições naturais de crescimento, as microalgas assimilam CO2 do ar 

(contém 360 ppmv de CO2, equivalente à 0,03%). Porém, a maioria das microalgas é 

capaz de tolerar e utilizar níveis substancialmente mais elevados de CO2, tipicamente 

até 150.000 ppm. Sendo assim, em unidades de produção 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 solúveis, como Na2CO3 e 

NaHCO3 (Delgado & Kafarov, 2011). 

 A mitigação de CO2 baseada em reações químicas é um processo dispendioso e 

que consomem muita energia. No entanto, através do uso de microalgas, o processo 

pode se tornar rentável a partir da produção de biocombustíveis e bioprodutos de valor 

agregado. O processo pode ser ainda mais rentável e ambientalmente sustentável 

quando é combinado a outros processos, como o tratamento de águas residuais e 

utilização destas para o cultivo das microalgas. Essas e outras alternativas têm se 

mostrado eficientes e com grande perspectiva de ampliação para escala industrial (Li 

et al., 2008; Wang et al., 2008; Gouveia, 2011).  

 

2.1.4 Macronutrientes 

 

 Estudos relacionados à nutrição de microalgas tem avaliado o papel de diversos 

elementos químicos no crescimento e na produtividade do fitoplâncton3 marinho. 

Estes elementos apresentam grande importância na viabilização 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 funções nas microalgas, como 

constituintes estruturais de biomoléculas, de membranas e do meio intracelular, por 

participarem de processos de trocas de energia, regulação de atividades metabólicas, 

entre outras funções (Lourenço, 2006). 

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

 

 Aproximadamente 80% da atmosfera é constituída por nitrogênio. Este elemento 

é um componente fundamental em substâncias de importância estrutural nas células: 

proteínas, aminoácidos, peptídeos, ácidos nucléicos e pigmentos fotossintetizantes 

(clorofilas e ficobilinas). Assim, o nitrogênio apresenta importância acentuada para as 

algas, pois constitui diversas substâncias do metabolismo primário (Lourenço, 2006). 

 Assim como na água do mar, o nitrogênio pode ser encontrado no interior das 

microalgas sob formas inorgânicas não assimiladas (nitrato, nitrito e amônio). A 

absorção do nitrogênio consiste no transporte deste elemento, através da membrana 

plasmática, para dentro da célula, e a assimilação acontece por meio de uma 

sequência de reações enzimáticas que determinam a incorporação do nitrogênio 

inorgânico nas moléculas orgânicas (Lobban & Harrison, 1994; Lourenço et al., 1998).  

 O fitoplâncton, as algas e as plantas marinhas apresentam a importante 

capacidade de acumular nitrogênio inorgânico e aminoácidos livres como reservas de 

nitrogênio quando não há alimentação externa de nitrogênio. Eles utilizam estas 

reservas para manter o crescimento populacional natural durante os períodos de 

escassez. Quando submetido a longos períodos de depleção nutricional, o fitoplâncton 

é capaz de usar reservas de nitrogênio inorgânico e parte do nitrogênio orgânico, 

podendo causar grandes efeitos na composição química e na produção fotossintética 

do microorganismo (Dortch, 1982; Turpin, 1991). 

 Condições limitantes do nitrogênio impossibilitam a síntese de importantes 

proteínas envolvidas na divisão celular. Quando as células não são mais capazes de 

se dividir, os lipídios são sintetizados e armazenados no interior das células, como 

material de reserva. Por esse motivo, é possível perceber que a quantidade de 

nitrogênio intracelular é um fator relevante envolvido na biossíntese de lipídios. Se por 

um lado condições limitantes de nitrogênio favorecem a biossíntese de lipídios 

intracelulares em células já desenvolvidas, por outro, podem afetar o crescimento de 

novas células (Lobban & Harrison, 1994; Lourenço et al., 1998; Singh, Nigam & 

Murphy, 2011).  
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2.1.4.2 Fósforo 

 

 O fósforo é o principal componente estrutural dos ácidos nucléicos e lipídios de 

membrana celular, é um elemento que se encontra associado à realização de todos 

os processos que envolvem trocas energéticas nas células, ATP, açúcares fosfatados 

e fosfoenzimas em algas. Dessa forma, o fósforo assume duas funções fundamentais 

na célula: transferir energia e construir moléculas estruturais. No entanto, a 

assimilação deste elemento é dependente de luz, por causa do acúmulo de energia 

sob forma de ATP. Na água do mar, o fósforo pode ser encontrado principalmente sob 

formas inorgânicas (ortofosfato e polifosfato). As fontes orgânicas do fósforo, como os 

açúcares fosfatados, também podem ser absorvidas pelas algas. No entanto, a 

absorção de polifosfatos e de açúcares fosfatados pelas algas requer hidrólise 

enzimática extracelular, para facilitar a absorção do elemento (Lourenço, 2006). 

 Algumas microalgas são capazes de consumir exacerbadamente o fósforo (8-16 

vezes mais que sua quota mínima do elemento), e isso permite que a célula garanta 

seu crescimento, ainda que não estejam disponíveis novas fontes de fósforo no meio 

em que ela se encontra. A este comportamento atrela-se uma característica 

adaptativa das microalgas, à distribuição heterogênea do nutriente em questão. Em 

geral, os fosfatos utilizados pelas microalgas são os sais de sódio ou potássio e, assim 

como o nitrogênio, o fósforo é considerado um dos principais elementos limitantes ao 

fitoplâncton, por causa da sua grande variabilidade de concentração no ambiente 

natural (Lourenço, 2006; Amtmann & Armengaud, 2009).   

 A importância do fósforo também tem sido comprovada por pesquisas com 

microalgas de finalidade industrial. Assim como o nitrogênio, a limitação de fosfato no 

meio é capaz de acionar a produção de lipídios intracelulares, como resposta ao 

estresse a que foram submetidas. Quando o fosfato é limitado, grande parte dos 

produtos da fotossíntese são direcionados para estoque da célula (como os lipídios). 

Dessa forma, outras vias de biossíntese acabam por ser negligenciadas, como por 

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

 

 Os meios de cultura são ambientes específicos, que contém os nutrientes 

necessários ao desenvolvimento das microalgas. Em outras palavras, são as fontes 

dos elementos constituintes dos organismos em cultivo, que são estimulados a 

crescer exatamente por causa da oferta dos componentes presentes no meio. No caso 

das microalgas, além do meio de cultivo, é necessária também a presença de luz para 

promover o desenvolvimento dos organismos (Lourenço, 2006). 

 Quando elege-se trabalhar com o cultivo de microalgas marinhas, estudos 

mostram que o ideal é empregar a água do mar natural como base para o meio de 

cultivo. No entanto, a água do mar é susceptível a instabilidades em sua qualidade 

composicional no decorrer do ano, fazendo-se necessário um monitoramento do teor 

de nutrientes e elementos traço presentes na água. A partir dessa problemática, a 

água do mar artificial torna-se uma alternativa viável para realização do cultivo. A 

diferença entre meios contendo água do mar e meios contendo água do mar artificial 

está basicamente na sua proveniência: uma veio diretamente do oceano e a outra foi 

gerada adicionando-se água destilada e sais minerais. Na prática, ambas 

compartilham problemas similares, no que diz respeito à escassez de alguns 

nutrientes (ex.: nitrato e fosfato) e abundância de outros (ex.: elementos traço). 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 realização de um estudo aperfeiçoado do cultivo de microalgas, são 

empregados os meios de cultura definidos, caracterizados por serem artificiais, e de 

preparo a partir de água que possua elevada pureza (destilada, deionizada ou 

ultrapura), a qual são adicionados os sais da água do mar e os nutrientes estimulantes 

ao crescimento e multiplicação celular (Lourenço, 2006).  

 

2.2 Tecnologia das microalgas: bioprodutos de interesse comercial  

 

 Quando se trata do aproveitamento biotecnológico da diversidade metabólica das 

microalgas, pode-se dizer que a amplitude filogenética destes microorganismos é 

igualmente refletida em uma ampla diversidade bioquímica de bioprodutos, incluindo 

lipídios, proteínas, açúcares, pigmentos e compostos bioativos (Metting Jr, 1996).  
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2.2.1 Lipídios e Ácidos graxos poli-insaturados (PUFAs) 

 

 Os lipídios podem ser definidos como qualquer molécula biológica solúvel em 

solvente orgânico (assumem como característica em comum a insolubilidade em 

água). De forma geral, o óleo é uma das principais formas de armazenamento de 

energia em muitos organismos. Essa forma de armazenamento de energia nos 

organismos vivos é derivada dos ácidos graxos. A maioria dos lipídios contém ácidos 

graxos, podendo ser classificados em duas categorias, com base na polaridade da 

cabeça molecular do grupo: (a) lipídios neutros, que compreendem os acilgliceróis e 

ácidos graxos livres (ligados a átomos de hidrogênio); (b) lipídios polares, que podem 

ser sub-categorizados em fosfolipídios e glicolipídios (Nelson & Cox, 2011), 

exemplificados na figura 2.2.1.1. 

 Lipídios neutros são empregados por microalgas para armazenamento de 

energia, enquanto que lipídios polares se organizam em bicamadas para formar 

membranas celulares. Acilgliceróis consistem em éster de ácido graxo ligado a um 

esqueleto de glicerol, que pode ser classificado de acordo com o número de ácidos 

graxos: triacilglicerol, diacilglicerol e monoacilglicerol. Há também os lipídios neutros 

que não contém ácidos graxos, tais como hidrocarbonetos, esteróis, cetonas, 

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

 

 

Figura 2.2.1.1. Moléculas de lipídio. Triacilglicerol (lipídio neutro) à esquerda; Fosfolipídio 
(lipídio polar) à direita. Fonte: modificado por Nelson e Cox, 2000. 
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 Os ácidos graxos4 são ácidos carboxílicos com cadeias hidrocarbonadas que 

apresentam comprimento variável de 4 a 36 carbonos (C4 a C36). São considerados 

anfipáticos por apresentarem uma extremidade polar (hidrofílica) e uma extremidade 

apolar (hidrofóbica). Em alguns ácidos graxos essa cadeia não contém ligações 

duplas, ou seja, é totalmente saturada e não ramificada. Quando a cadeia apresenta 

uma (monoinsaturados) ou mais ligações duplas (poli-insaturados ou PUFAs), 

denomina-se cadeia insaturada (Figura 2.2.1.2). Enquanto ácidos graxos saturados 

são sólidos em temperatura ambiente (denominado gordura), os insaturados são 

líquidos (denominado óleo), apresentando menor ponto de fusão. Este grau de 

instauração, juntamente com o comprimento da cadeia de hidrocarbonetos, que 

determinam as propriedades físicas dos ácidos graxos e dos compostos relacionados 

a eles (Nelson & Cox, 2011). 

 

Figura 2.2.1.2. Cadeias de ácidos graxos. Ácido graxo saturado à esquerda; ácido graxo 
insaturado à direita. Fonte: modificado por Nelson e Cox, 2000. 

   

A síntese de ácidos graxos pode ser dividida em três etapas principais: síntese 

de cetil coenzima A (acetil CoA) no cloroplasto; síntese de ácido graxo saturado com 

16-18 carbonos e posterior dessaturação e elongação da cadeia de carbonos e, 

síntese dos acil gliceróis (triglicerídeos) (Huang et al., 2010). Os ácidos graxos poli-

insaturados (PUFAs) são componentes essenciais para o desenvolvimento e fisiologia 

humana, mas não podem ser sintetizados pelo ser humano, devendo ser fornecidos 

através de dieta rica em ômega -3 (n-3 PUFAs) e ômega -6 (n-6 PUFAs), que podem 

ser encontrados em animais, plantas, fungos e microalgas. Por estas razões, 

nutricionistas levantam a necessidade de consumir peixe e vegetais verdes, a fim de 

reduzir o risco de doenças cardíacas e neurológicas. No entanto, estudos chamam a 

                                                           
4 Também podem ser definidos como ácidos monocarboxílicos de cadeia normal que apresentam grupo 
carboxila (- COOH).  
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atenção para um importante fator: os peixes não produzem PUFAs, eles o adquirem 

alimentando-se das microalgas. Essa percepção transformou as microalgas em um 

dos mais importantes produtores de PUFAs, pois são capazes de fornecer estes 

componentes essenciais a cadeias alimentares inteiras, como plantas e animais 

superiores que não possuem as enzimas necessárias para sintetizar PUFAs 

(Handayani et al., 2011).  

  O teor de óleo e de gordura totais em microalgas pode chegar até 75% em peso 

seco de biomassa, e tende a ser inversamente proporcional à taxa de crescimento 

celular, com maior acúmulo durante a fase estacionária. A porcentagem de lipídios 

totais, bem como lipídios neutros, glicolipídios e fosfolipídios varia amplamente entre 

as espécies de microalgas (Metting Jr, 1996). A Tabela 2.2.1.3 apresenta exemplos 

desta variação percentual do conteúdo lipídico. 

 

Tabela 2.2.1.3. Teor de lipídios em diferentes espécies de microalgas.  

Fonte: Modificado de Mata et al., 2010. 

Microalgas Lipídios (% 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 várias microalgas apresentarem um valor bastante expressivo de 

lipídios, é possível aumentar ainda mais esse valor. Este resultado pode ser obtido 

submetendo a biomassa microalgal à condições de estresse (deficiência de nutrientes, 

anaerobiose, temperaturas extremas, alteração do pH, salinidade, etc). Estas 

condições são estrategicamente utilizadas em cultivos que tenham a finalidade de 

produzir lipídeos ou outras moléculas de interesse comercial (Franco et al., 2013). 

 

2.2.2 Proteínas 

 

 As proteínas são constituídas de polímeros de aminoácidos (Figura 2.2.2.1), onde 

os resíduos de aminoácidos5 se unem uns aos outros por ligação covalente. Dessa 

forma, as proteínas podem ser quebradas (hidrolisadas) em seus aminoácidos 

constituintes. 

 

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

 

 Existem 20 tipos de aminoácidos diferentes que normalmente são encontrados 

em proteínas, são considerados α-aminoácidos. Apresentam um grupo carboxil e um 

grupo amino ligados ao mesmo átomo de carbono (carbono α). 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 água dos aminoácidos. Ainda existem outros 

aminoácidos menos comuns, que podem ser resíduos modificados de proteína 

sintetizada, ou até mesmo aminoácidos livres, não constituintes de proteínas (Nelson 

& Cox, 2011).  

 As microalgas são grandes fontes de proteínas (Tabela 2.2.2.2), que se 

apresentam sob uma variedade de formas e localizações celulares. Proteínas 

enzimáticas são dominantes, baseado em estimativas da proteína bruta. No entanto, 

outros componentes também apresentam relevância como parede celular, ligações a 

                                                           
5 Este termo se refere à perda dos elementos da água quando um aminoácido 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 ração, por apresentarem proteínas de alta qualidade, quando comparadas 

às proteínas vegetais convencionais em termos de teor de aminoácidos essenciais 

(Becker, 2007).  

 

Tabela 2.2.2.2. Teor de proteínas em diferentes espécies de microalgas. Fonte: 

Modificado de Becker et al., 2007. 

 

  Microalgas Proteína (% 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 máxima 60 - 71 

Spirulina platensis 46 – 63 

Synechococcus sp. 63 

 

 

 Proteínas também podem ser capazes de gerar biocombustíveis. Apesar de 

receber pouca ou nenhuma atenção, por causa das dificuldades em desaminar 

hidrolisados proteicos, a engenharia metabólica centrada no nitrogênio tem sido 

empregada para testar a viabilidade proteica das microalgas para o ramo das 

biorrefinarias. Cultivadas em colaboração com as bactérias, a biomassa desses 

microorganismos é capaz de fornecer como matéria prima o percentual de 50-70% de 

proteínas totais. Embora essas proteínas também possam ser utilizadas por digestão 

anaeróbia para produção de biogás, ou tratamento termoquímico para produção de 

calor, os processos existentes ainda não suportam a produção de combustíveis 
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líquidos, ou intermediários farmacêuticos, fazendo-se necessária a ampliação prática-

tecnológica. No entanto, para grande escala, a produção de proteínas empregando as 

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

 

2.3 Aplicações comerciais 

 

 As microalgas tem sido alvo de estudos em pesquisa aplicada, a fim de explorar 

seu potencial comercial e industrial. Desde então, tem sido explorado fatores como as 

condições ótimas de cultivo, que resultam em uma conversão teórica de luz solar para 

biomassa com rendimento de oito a dez vezes maior que as comunidades mais 

produtivas de plantas naturais ou agrícolas. Na prática, o cultivo comercial em massa 

pode chegar a resultar numa produtividade de cerca de 15 g.cm-2.d-1 (54 tons.ha-1.ano-

1). Microalgas tem se tornado fonte de compostos bioativos e farmacêuticos, 

especialidades químicas, alimentos saudáveis, rações para aquicultura, tratamento de 

resíduos e produção de biocombustíveis (Metting Jr., 1996). 

 

2.3.1 Produtos nutricionais a partir de microalgas 

 

2.3.1.1 Nutrição humana 

 

 A alimentação humana a partir de microalgas pode ser comercializada de 

diferentes formas, tais como comprimidos, cápsulas e líquidos. Também podem ser 

incorporadas em massas, biscoitos, doces, gomas de mascar e bebidas. Devido às 

diferenças nas propriedades químicas, podem atuar como um suplemento alimentar 

ou como corantes naturais. Neste contexto, as microalgas se destacam pelo alto teor 

de proteínas e excelente valor nutritivo (Liang et al., 2004). Microalgas também 

contém efeitos promotores de saúde, que são capazes de reduzir hiperlipidemia6, 

hipertensão, proteger contra insuficiência renal, promover o crescimento de 

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

 

 

 

                                                           
6 Caracteriza-se pela presença de níveis elevados, ou anormais, de lipídios e/ou lipoproteínas no sangue. 
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2.3.1.2 Nutrição animal 

 

 Além de serem usadas na alimentação humana, microalgas também podem ser 

incorporadas à ração de uma variedade de animais, que variam de peixes 

(aquicultura) a animais de estimação e animais de fazenda. Cerca de 30% da 

produção mundial de microalgas é destinada para alimentos de animais. As principais 

aplicações de microalgas para a aquicultura estão associadas à nutrição (sendo 

usadas frescas, como componente único ou como suplemento alimentar). São 

necessárias para consumo direto (no caso de moluscos e camarões), ou indireto 

(como alimento de presas vivas que alimentam larvas de peixes). Os ácidos graxos 

poli-insaturados (ácidos eicosapentaenoico, araquidônico e docosahexaenóico) são 

de grande importância, essenciais para muitos animais marinhos e para o crescimento 

e metamorfose de muitas larvas. Quanto aos animais de estimação e de fazenda, 

avaliações nutricionais mostram adequação das microalgas como suplemento 

alimentar, interferindo positivamente na fisiologia destes animais e proporcionando um 

grande perfil de vitaminas naturais, minerais e ácidos graxos essenciais, melhora na 

resposta imune, na fertilidade, controle de peso, saúde da pele, pêlos e penas (Certik 

& Shimizu, 1999; Muller-Feuga, 2000). 

 

2.3.2 Cosméticos 

 

 Algumas espécies de microalgas já estão estabelecidas no mercado para 

tratamento e cuidados com a pele (cepas Arthrospira e Chlorella). Além disso, muitos 

empreendedores do ramo de cosméticos vêm apostando no próprio sistema de 

produção de microalgas (LVMH Prize, Paris, Daniel Jouvance, entre outros). O uso de 

microalgas em cosméticos pode ser encontrado principalmente para tratamentos do 

rosto e cuidados com a pele, como cremes anti-envelhecimento, produtos de ação 

refrescante ou regenerante, emolientes, produtos antialérgicos e peelings. Microalgas 

também se encontram representadas em produtos de proteção solar e proteção para 

o cabelo (Stolz & Obermayer, 2005).  
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2.3.3 Biorrefinaria 

  

 O processo de conversão de biomassa de microalgas para energias tecnicamente 

viáveis engloba diferentes processos, que podem ser separados tecnicamente em 

quatro categorias básicas: conversões bioquímica e termoquímica, reações químicas 

e combustão direta (Figura 2.3.3.1). Para tanto, os principais fatores que influenciam 

diretamente nestas conversões são a quantidade e qualidade da biomassa, a forma 

de energia desejada, questões econômicas e o perfil do produto final (Brennan & 

Owende, 2010). 

 

Figura 2.3.3.1. Produção de energia através da conversão de biomassa das microalgas 
usando processos bioquímicos, termoquímicos, químicos e de combustão direta. Fonte: 

Modificado de Wang et al., 2008. 

 

 Mais especificamente, exemplos de processos que participam da conversão 

bioquímica incluem a digestão anaeróbia para a produção de metano e fermentação, 

para produção de etanol. A conversão termoquímica abrange a decomposição térmica 

de componentes orgânicos em biomassa, a fim de produzir produtos de combustão, 

obtidos por diferentes processos, como a combustão direta, gaseificação, liquefação 

e pirólise. Em contrapartida, um processo de conversão química envolve a extração 
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de lipídios acumulados nas células das microalgas, convertendo esses lipídios 

extraídos em biodiesel, por meio da reação de transesterificação. A energia 

armazenada na biomassa de microalgas também pode ser aproveitada através da 

combustão direta, onde a biomassa pode ser queimada em presença de ar para 

converter a energia química 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 alquílicos de ácidos graxos 

obtidos por transesterificação (reação de permuta de ésteres) a partir de óleos 

vegetais ou de gordura animal (Equação 2.3.4.1.1). Esses lipídios são compostos de 

90-98% (em peso) de triglicerídios e pequenas quantidades de mono e diglicerídios, 

ácidos graxos livres (1-5%) e valores residuais de fosfolipídios, fosfatídeos, carotenos, 

tocoferóis, compostos de enxofre e resquícios de água. A partir da transesterificação 

destes óleos que pretende-se atingir uma viscosidade próxima ao diesel de petróleo 

(Bozbas, 2008).   

            (2.3.4.1.1) 

 

 O excesso de metanol é usado para forçar a reação e favorecer a produção de 

biodiesel, mas depois ele é recuperado e reutilizado. A capacidade calorífera do diesel 

é em torno de 42,7 MJ.Kg-1, enquanto que o biodiesel a partir de óleos de sementes 

(colza, soja) produz 39,5 MJ.Kg-1 e a biomassa de microalgas é capaz de produzir 41 

MJ.Kg-1. Embora para biodiesel a base de sementes seja mais comum, microalgas 

apresentam densidade energética suficiente para se tornar uma alternativa viável ao 

diesel de petróleo. Em boas condições, as microalgas são capazes de dobrar sua 

biomassa em menos de 24 horas, elevando, respectivamente, o teor de lipídios. A 

produtividade anual de óleo das microalgas é muito maior que as culturas de 

         catalisador 

𝑇𝑟𝑖𝑔𝑙𝑖𝑐𝑒𝑟í𝑑𝑖𝑜 + 3 𝑚𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙 ↔ 𝑔𝑙𝑖𝑐𝑒𝑟𝑖𝑛𝑎 + 3 é𝑠𝑡𝑒𝑟𝑒𝑠 𝑚𝑒𝑡í𝑙𝑖𝑐𝑜𝑠 (𝐵𝑖𝑜𝑑𝑖𝑒𝑠𝑒𝑙) 
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sementes. Enquanto a soja produz apenas 450 litros de óleo 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 é 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 à divisão Haptophyta. A característica mais marcante deste grupo se dá 

pela presença de uma estrutura em forma de fio, conhecida como haptonema, que se 

aloca entre os dois flagelos típicos. Estrutura esta, que pode estar relacionada às 

funções de orientação e movimento das células, e também auxiliar na busca por 

alimento. As haptófitas são em grande maioria autotróficas (sendo algumas espécies 

mixotróficas), apresentam porte pequeno, em sua maioria pertencem ao 

nanoplâncton7, podendo ser dominantes nesta fração do plâncton marinho. 

Apresentam reprodução vegetativa, por divisão binária, apesar de já ter sido 

documentada a reprodução sexuada em várias espécies (Lourenço, 2006).  

 O produto de reserva das haptófitas é um polissacarídeo derivado da glicose, 

formado por ligações glicosídicas denominado crisolaminarina, e ocorre no interior dos 

vacúolos citoplasmáticos. Atualmente, estudos sobre a I. galbana tem recebido 

bastante atenção quanto a sua capacidade de acúmulo de lipídios como produto de 

reserva. Estes microorganismos também tem mostrado grande eficiência na produção 

de PUFAs, em especial o ácido docosahexaenóico (DHA). Dessa forma, a I. galbana 

tem se mostrado uma forte candidata para a produção de biodiesel. Sob fatores de 

estresse nutricional (alterações nas concentrações de nitrogênio e fósforo), a 

microalga é capaz de elevar ainda mais o seu estoque lipídico (Liu & Lin, 2001; 

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

                                                           
7 Constituem um dos menores organismos do plâncton, com dimensões entre 2 e 63 μm.  
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3. JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA DO TRABALHO 

 

 A microalga I. galbana tem sido amplamente investigada para produção de 

biodiesel, devido à sua capacidade de armazenar carbono excedente como lipídio, 

quando submetida à limitação nutricional. A valoração desta microalga se dá, tanto 

por sua eficiência e capacidade adaptativa para cultivos em larga escala, quanto 

pela possibilidade de redução dos custos com nutrientes no meio de cultivo.  

 Dessa forma, o projeto atua na captura do CO2, via biofixação, e produção 

simultânea de bioprodutos que agreguem valor comercial. A biomassa residual é 

processada para geração dos bioprodutos (Figura 3.1), por se tratar de uma fonte 

rica em proteínas, carboidratos, lipídios (PUFAs), vitaminas, enzimas, entre outros. 

 

 

 

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

  

 

 Esta abordagem atribui relevância econômica, e também ambiental (mitigação 

do efeito estufa). Como relevância social, destaca-se que a produção de energia 

limpa é uma condição necessária para o desenvolvimento sustentável, que é a maior 

contribuição deste projeto. 
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4. OBJETIVOS  

 

4.1 Objetivo geral  

 

Associar o abatimento das emissões de CO2 (via biofixação) a partir da 

microalga marinha Isochrysis galbana, e utilizar sua biomassa resultante como 

matéria - prima para produção de bioprodutos de interesse comercial, que agreguem 

valor econômico ao abatimento da emissão. 

 

4.1.1 Objetivos específicos 

  

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

abatimento das emissões de CO2 via produção de biomassa; 

  

b) Otimizar a produtividade da biomassa de I. galbana e elevar a fração de óleo 

produzida, empregando diferentes concentrações de nitrato e fosfato no meio 

de cultivo; 

 

c) Modelar as respostas celulares via Análise de Superfície de Resposta nos 

fatores independentes Nitrato e Fosfato, visando viabilizar os cálculos de 

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

 

5.1 Manutenção do microorganismo  

 

 Neste trabalho foi utilizada a cepa de microalgas marinhas LEAF0300 

Isochrysis galbana, pertencente à coleção de microalgas do Laboratório de Estudos 

Aplicados em Fotossíntese (CMLEAF), cedida pelo Professor Ricardo Moreira 

Chaloub, do Instituto de Química 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, iluminação por lâmpadas fluorescentes com intensidade de 40 μmol 

fótons.m-2.s-1, em fotoperíodo de 12:12 (claro/escuro) e temperatura de 

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

 

5.2 Meio 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 solução salina de água do mar sintética (Ocean Fish, 

PRODAC) foi preparada na concentração de 33g.L-1 e filtrada em membrana de 

celulose (porosidade 0,45 μm) para, em seguida, ser enriquecida com os nutrientes 

inorgânicos. Tanto a água do mar sintética, quanto os nutrientes foram previamente 

esterilizados por autoclavação (121°C, 1,0 atm por 20 minutos), exceto a solução de 

vitaminas, que foi esterilizada com filtros de celulose (Sartorius, 0,22μm). Este 

procedimento, bem como a adição de nutrientes ao meio, foi devidamente realizado 

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

 

 

5.3 Condições de cultivo e Estresse Nutricional 

 

 Os ensaios com a microalga I. galbana foram realizados no Laboratório 

H2CIN / Escola de Química, 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 alimentação contínua de ar atmosférico 

(0,03% de CO2), por meio de compressores de aquário com 800 cm3.min-1 de vazão. 

O sistema de captura do ar emitido pela bomba consistiu de uma mangueira de 

silicone contendo na extremidade uma pedra porosa de aquário para aeração da 

cultura. A temperatura no local de cultivo foi mantida a 28±3°C. A figura 5.3.1 ilustra 

as condições de cultivo. 
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Figura 5.3.1. Cultivo da microalga Isochrysis galbana em garrafas de PET transparente. 
Prateleira de cultivo autotrófico (presença 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 inóculo, que apresentaram densidade inicial de 

aproximadamente 2,2 x 105 células/mL. As microalgas foram cultivadas sob limitação 

nutricional durante 8 dias (sendo o dia do inóculo considerado o dia zero), ocorrendo 

alteração das concentrações nutricionais recomendadas pelo meio f/2 modificado 

para nitrato e fosfato. As concentrações dos outros nutrientes encontrados no meio 

(metais e vitaminas) não foram alteradas.  

 

5.4 Crescimento Celular 

 

 O crescimento das microalgas foi acompanhado por meio de contagem direta 

ao microscópio óptico (Bioval L1000B, Brasil), onde foi quantificado o número de 

células por unidade de volume de cultivo (células/mL). A cada dia de cultivo dos 

experimentos, no mesmo horário, uma alíquota de 3 mL foi retirada do meio e 

adicionada de 25μL de Lugol Acético, para fixar e preservar as características 

morfológicas das células. A quantificação foi realizada com o auxílio da câmara de 

contagem de Fuchs Rosenthal.  
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 O número de células foi correlacionado com o peso seco X (g.L-1) e com a 

absorbância Y, em espectrofotômetro UV-visível (U2M, Quimis) a 750 nm, através 

das equações a seguir: 

X = (cél.mL-1 + 0,0044) / 2 (R2= 0,9816) 

Y = (cél.mL-1 + 0,0018) / 0,3119 (R² = 0,9909) 

  

 

5.4.1 Taxa Específica de Crescimento (μ) 

 A taxa específica de crescimento (μ) da cultura foi avaliada durante a fase 

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

𝜇 = (
1

𝑡
) 𝑙𝑛 (

𝑋𝑓

𝑋𝑖
)  

                (5.4.1.1) 

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

final da cultura e 𝑋𝑖 é a concentração inicial. O resultado é fornecido em d-1. 

  

5.5 Intensidade Luminosa 

 

 As culturas foram iluminadas com lâmpadas fluorescentes tubulares de 40W, 

T8, 6400K, 005A, de cor branca/luz do dia (Slimfluor VECP), que proveram 166 µmol 

fótons.m-2.s-1 de intensidade luminosa na prateleira onde se localizaram os cultivos. 

A densidade do fluxo de fótons foi medida na superfície externa das garrafas por um 

sensor quântico acoplado a um integrador radiométrico LI-250A (LI-COR®, 

Biosciences). Para que todos os experimentos recebessem a mesma quantidade de 

luz, foi feito um rodízio no sentido horário entre as garrafas durante todos os dias de 

cultivo, havendo troca sempre no mesmo horário, após as análises de crescimento 

celular. As microalgas foram expostas a fotoperíodos de 12:12 (claro/escuro), que foi 

controlado por temporizador (Elcon, modelo TM-22, 110/220V, 60Hz). 
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5.6 Nitrato 

 

   A análise da concentração 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 μm, para remoção das células. Em seguida, foram adicionados 50 

μL de HCl 1,0 M. A leitura da absorbância foi realizada em espectrofotômetro UV-

visível (UV-1800, Shimadzu) a 220 nm (nitrato) e 275 nm (nitrogênio orgânico), 

zerada com o branco (que substitui a amostra por água destilada e HCl). A 

absorbância final foi gerada através da equação:  

 

𝐴𝐵𝑆𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 = 𝐴𝐵𝑆220 − 2 𝐴𝐵𝑆275 

                    (5.6.1) 

 

 Foi feita uma curva de calibração com solução padrão de NaNO3 8,0mM para 

uma faixa de concentração de 0 a 1,2 mM (R² = 0,9811). 

 

5.7 Fosfato 

 

 A análise 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 análise, fez-se necessário o preparo das seguintes soluções: 

 Solução de Ácido Forte: Adicionou-se 150 mL de ácido sulfúrico concentrado 

(H2SO4) em 300 mL de água destilada. Após resfriamento, adicionou-se 2,0 

mL de HNO3 concentrado, aferido em balão volumétrico de 500 mL. 

 Solução de ácido forte e molibdato de amônia: Foi dissolvido 15,7 g de 

(NH4)6Mo6O24.4H2O em 100 mL de água destilada, adicionou-se 126 mL de 

H2SO4 em 200 mL de água destilada. Após resfriar, adicionou-se 1,7 mL de 

HNO3. As soluções foram misturadas e aferidas em balão volumétrico de 500 

mL. 

 Solução de amino - naftol ácido sulfônico: Foram pesados 0,375 g de 1 

amino-2-naftol-4-ácido sulfônico; 21 g de sulfito de sódio anidro (Na2SO3); e 

35 g de metabissulfito de sódio anidro (Na2S2O5). Foi misturado o ácido 

sulfônico com uma pequena porção de Na2S2O5 e reservado em recipiente 
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limpo e seco. O restante dos sais foi dissolvido em 400 mL de água destilada. 

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

volume total foi aferido em balão volumétrico de 500 mL. 

 Foram recolhidas amostras de 10 mL dos cultivos, que foram filtradas a vácuo 

em filtros de celulose com 0,45 μm de porosidade. Aos filtrados, foram adicionados 

0,5 mL de ácido molibdato e agitado vigorosamente. Em seguida, foram adicionados 

0,5 mL de ácido sulfônico e novamente agitado. Ao fim de 5 minutos, foi feita a 

leitura da absorbância (690 nm) em espectrofotômetro UV-visível (U2M, Quimis). A 

calibração com o branco utilizou água destilada com o mesmo tratamento da 

amostra, substituindo apenas a solução de ácido molibdato por ácido forte. Uma 

curva padrão foi construída com solução padrão de NaH2PO4 a 0,25mM, para 

concentrações na faixa de 0 a 0,038 mM (R² = 0,9996). 

 

5.8 Coleta e Concentração da Biomassa 

 

 A biomassa para análise composicional foi coletada por centrifugação a 3500 

rpm durante 10 minutos, a aproximadamente 20°C em centrífuga refrigerada (CT-

6000R, Cientec). Em seguida, os pellets foram submetidos a duas lavagens em 

solução de bicarbonato de amônio a 0,5M. A biomassa úmida foi acondicionada em 

coletores universais devidamente vedados e armazenados em congelador (-6°C). 

Após 24 horas, as amostras foram transferidas e armazenadas em freezer (-20°C).  

A etapa seguinte submeteu a biomassa ao processo de liofilização, que permitiu a 

conservação da microalga a seco, promovida pela remoção da água sob baixa 

temperatura (< -30°C), por meio de forte vácuo. O procedimento de secagem ao 

liofilizador (LT600, Terroni) durou aproximadamente 24 horas.  

 

5.9 Lipídios Totais 

 

 A análise de lipídios foi baseada no método de Folch et al. (1957). Os lipídios 

foram extraídos a partir de 36 mL da proporção clorofórmio:metanol 2:1, para cada 

0,5g de biomassa seca, associados ao uso de ultrassom com frequência de 40 KHZ 

e intensidade 48,21W.L-1, por 20 minutos, à temperatura ambiente. Em seguida, a 

biomassa foi separada por filtração a vácuo, em membrana de fibra de vidro 
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(porosidade 0,45μm). A fase orgânica foi recolhida, transferida para outro tubo, e 

adicionada de 9 mL de KCl 0,88%. Formaram-se duas fases: a parte superior foi 

desprezada com auxílio de uma pipeta de vidro graduada; a parte inferior foi 

adicionada de 4,5 mL da solução clorofórmio:metanol:água destilada, na proporção 

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 orgânica final foi 

transferida para vidros de relógio e seca em estufa a 40°C até atingir peso 

constante, como pode ser visto na figura 5.9.1. 

 

Figura 5.9.1. Lipídios após o período de secagem na estufa. Fonte: Juliana L. Pinto 

 

  A determinação gravimétrica da massa de lipídios totais (%𝐿𝑇) foi feita através 

da seguinte equação: 

 

%𝐿𝑇 =  
(𝑃𝑓 − 𝑃𝑖) × 100

𝑃𝑏
 

                    (5.9.1) 

 

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

(g) e 𝑃𝑏 é o peso seco da biomassa utilizada para a extração (g).  

 

5.10 Análise Elementar 

 

 Para obter os valores da composição elementar de Carbono (C), Hidrogênio 

(H) e Nitrogênio (N) em porcentagens, amostras liofilizadas contendo cerca de 1,5 

mg de biomassa seca foram submetidas à combustão de 1075°C em analisador 

elementar (TRUSPECmicro, LECO). Como gás de arraste foi utilizado o Hélio. Os 

elementos C, H e N foram convertidos, respectivamente, em CO2, H2O e N2, e 
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quantificados em células de infravermelho (CO2 e H2O) e células de condutividade 

térmica (N2). Como padrão, foi feita uma curva de calibração com Acetanilida 

(C=29,99%; N=11,66%; H=5,03%). 

 

5.11 Proteínas Totais 

 

 A análise de proteínas está relacionada à análise elementar, devido ao 

fornecimento da porcentagem de nitrogênio total presente na biomassa. Sendo 

assim, o conteúdo proteico pode ser determinado a partir de um fator de conversão 

determinado por Lourenço et al., (1998):  

 

𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑠 (%) = 3,99 × 𝑁 

                  (5.11.1) 

 

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

 

5.12 Tratamento Estatístico de Dados e Superfícies de Resposta 

 

 Superfícies de Resposta (SR) são modelos algébricos simples, normalmente 

seguindo Formas Lineares, Quadráticas ou Cúbicas, com um ou vários Fatores 

Independentes de Entrada (Inputs), com o objetivo de gerar predições de precisão 

razoável de Respostas ou Variáveis Dependentes (Outputs) que têm algum 

interesse tecnológico e que caracterizam o fenômeno físico-químico ou bioquímico 

em estudo.  

 As SR’s são propostas e construídas inicialmente sem princípios físico-

químicos ou bioquímicos envolvidos, porém devem ser calibradas ou ajustadas com 

base em informação de qualidade obtida em experimentos acerca do fenômeno de 

interesse. Ou seja, a análise de SR’s pressupõe que um Projeto Experimental tenha 

sido executado para gerar medições das Respostas sobre um domínio específico de 

coordenadas dos Fatores Independentes estipulado no Projeto Experimental. Certos 

pontos mais importantes ou nobres do Projeto Experimental poderão dispor de mais 

de uma réplica observada, ao passo que, devido às limitações de custos e tempo 
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envolvidos nos experimentos, a maioria dos pontos ordinários do Projeto tem 

replicação apenas unitária. 

 O esforço extra para se tratar dados experimentais via construção de modelos 

em Superfície de Resposta (SR) em uma campanha experimental tem várias 

justificativas (Himmelblau, 1970): 

 Gera conhecimento sob a forma algébrica de SR sobre o domínio 

experimental relativo ao fenômeno de interesse; 

 Avalia de forma confiável a variabilidade de respostas e coerência 

experimentais; 

 Testa adequação do modelo empírico SR aos dados experimentais; 

 Permite estimar respostas em pontos não cobertos pelos experimentos; 

 Testa e propõe diferentes estratégias da campanha experimental, permitindo 

variar e corrigir coordenadas de acordo com os resultados SR; 

 Permite predições antecipadas dispensando o custo e tempo gasto com 

experimentos possivelmente desnecessários; 

 Identifica rapidamente ponto experimental corrompido a ser refeito (outlier); 

 Possibilita decisões de Engenharia em um contexto de incerteza envolvendo 

as relações causais entre Fatores Independentes e Variáveis Respostas; 

 Substitui algebricamente, com SR, a experimentação para gerar respostas. 

 Permite análise estatística 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 níveis (baixo, médio e alto) respectivamente 

relacionados às quantidades de Nitrogênio (N) e Fósforo (P) no meio inicial de 

cultivo. Admite-se ausência de reposição destes nutrientes ao longo de período de 

cultivo de 08 X 24hs, quando então são avaliados os resultados obtidos em termos 

das várias respostas de interesse.  

 Os Fatores Independentes (F1, F2) utilizados nesta Dissertação são sempre os 

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

várias dependendo dos recursos analíticos disponíveis. Assim, embora este estudo 
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tenha explorado pelo menos 06 respostas no material celular colhido ao final do 

oitavo período de 24hs de cultivo – % w/w Lipídios, % w/w Proteínas, Taxa 

Específica de Crescimento, % w/w Carbono, % w/w Hidrogênio, % w/w Nitrogênio – 

apenas as três primeiras, mais importantes, serão tratadas matematicamente aqui 

no contexto de Análise de Superfícies de Resposta (SR).  

 A metodologia SR visa tratar os dados ajustando formas simples algébricas 

construídas com os Fatores Independentes para prever o comportamento das 

Respostas em análise. As Respostas são em geral associadas ao símbolo (Y) e no 

presente tratamento serão, como já informado, apenas as três mostradas na Tabela 

5.12.1.  

 Portanto, trata-se de Projeto Experimental Fatorial Completo 32 resultando em 

09 Experimentos. Os níveis P e N utilizados no Projeto Experimental são expressos 

em concentrações em mg/L de NaH2PO4 e em mg/L de NaNO3 no meio de cultivo, 

enquanto os Fatores Independentes são expressos como os logaritmos naturais 

destas concentrações na Eq. (5.12.1). Os fatores (F1, F2) também foram testados em 

configurações não logarítmicas, no entanto se mostraram de qualidade inferior em 

termos do desempenho do respectivo modelo SR, não sendo mostradas por serem 

de importância secundária.  

 

   3NaNO24PO2NaH1 ClnF,ClnF        (5.12.1) 

 

 As coordenadas do Projeto Experimental 32 em termos dos valores de fatores 

independentes são mostradas na Tabela 5.12.2. Todos os Pontos Periféricos e 

Intermediários do Projeto dispõem 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 importância da existência do Ponto Central com maior carga de replicação 

reside em que será possível executar o Teste F de Rejeição de Modelo 

(Himmelblau, 1970). Se todos os pontos do Projeto fossem mono-replicados o Teste 

F de Rejeição de Modelo não seria possível. Este Teste F é útil para descartar 

modelos SR com formato inadequado, orientando a proposição de tais modelos na 

direção de melhores desempenhos. 
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Tabela 5.12.1. Respostas (Y) Consideradas para Construção de Modelos SR 

Resposta Símbolo Unidade Experimentos 
Envolvidos 

Replicação Total de 
Observações  

Taxa 

Específica  de 

Crescimento  

Exponencial  

 

 
ou 

ExpSpGrowthRate 

 

d-1 

 

09 

1,1,1,1, 

1,1,1,1, 

3 

 

11 

% w/w 

Lipídios  

após  

08 X 24hs 

 

%Lipids 
 

--- 

 

09 

1,1,1,1, 

1,1,1,1, 

3 

 

11 

% w/w 

Proteínas 

após  

08 X 24hs 

 

%Proteins 
 

--- 

 

09 

1,1,1,1, 

1,1,1,1, 

3 

 

11 

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

Ponto 
Experimental 

Status Réplica CNaH2PO4 

mg/L 

CNaNO3 

mg/L 

1 Intermediário 1 4 40 

2 Periférico 1 4 70 

3 Intermediário 1 2.5 70 

4 Periférico 1 1 70 

5 Intermediário 1 1 40 

6 Periférico 1 1 10 

7 Intermediário 1 2.5 10 

8 Periférico 1 4 10 

 

9 

 

Central 

1  

2.5 

 

 

40 

 
2 

3 

 
 

 Utilizando-se apenas dois fatores independentes (F1, F2) e apenas NE=9 

experimentos como os aqui conduzidos, as formas SR mais comuns que poderiam 

ser testadas correspondem às três versões nas Eqs. (5.12.2), no caso escritas no 

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

 

22110 F.F.Y           (5.12.2a) 

21322110 F.F.F.F.Y          (5.12.2b) 

2
25

2
1421322110 F.F.F.F.F.F.Y       (5.12.2c) 

  

 As respectivas versões SR das Eqs. (5.12.2) com parâmetros estimados e 

respostas estimadas (como são comumente usadas) seguem nas Eqs. (5.12.3).  
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22110 F.ˆF.ˆˆŶ           (5.12.3a) 

21322110 F.F.ˆF.ˆF.ˆˆŶ         (5.12.3b) 

2
25

2
1421322110 F.ˆF.ˆF.F.ˆF.ˆF.ˆˆŶ       (5.12.3c) 

 

 A versão SR nas Eqs. (5.12.2a) ou (5.12.3a) é a mais simples (Linear) 

contendo apenas 03 parâmetros de calibração (q=2). SR mais complexas dos tipos 

Quadrática Parcial e Quadrática Completa com 04 (q=3) e 06 (q=5) parâmetros 

mostradas nas Eqs (5.12.2b) e (5.12.2c), também foram testadas resultando em 

ganhos de qualidade de predição devido ao maior tamanho do preditor. Todavia, 

estas versões maiores Eqs (5.12.2b) e (5.12.2c) nem sempre correspondem à 

melhor opção SR a escolher, pois ganhos de predição modestos ao custo de haver 

vários parâmetros com baixa significância não configura algo interessante, pois há 

que se ter em conta que o número de experimentos utilizados é reduzido, NE=9, com 

baixa carga de replicação, devido à replicação unitária nos pontos não centrais e 

apenas 03 réplicas no ponto central da malha. 

 Os dados acerca da influência de Fatores Nutricionais em culturas I. galbana 

envolvem as opções de Variáveis Respostas (Y ) listadas na Tabela 5.12.1. As 

denominações das respostas – Taxa Específica de Crescimento, % w/w de Lipídios 

e % w/w de Proteínas – foram mantidas em Inglês por serem assim citadas nas 

figuras geradas no software SURFACE_RESPO desenvolvido em MATLAB no Lab. 

H2CIN da Escola de Química, UFRJ, para análise de Superfícies de Resposta que 

será usado neste trabalho.  

 Cada uma das Respostas na Tabela 5.12.1 foi correlacionada contra os 

Fatores nas SRs dadas nas Eqs. (5.12.3), sendo apresentados apenas os resultados 

da versão SR que obteve melhor desempenho em suas predições. Isto é 

consolidado no Capítulo 6 de Resultados da Dissertação, em termos das respectivas 

saídas gráficas e tabulares associadas à geração de cada melhor SR 

correspondente às três respostas da Tabela 5.12.1.  

 Outras fórmulas auxiliares são aquelas associadas às estatísticas 

2
Y

2
L

2
R S,S,S  que podem estimar a Variância Fundamental do Processo (

2
 ) e, 

portanto, servir como avaliadoras da qualidade da estimação, pois procedimentos de 
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calibração SR com menores valores destas estatísticas estão associados a melhor 

aderência SR a experimentos ou menores resíduos dados-modelo. Estas 

estatísticas são escritas nas Eqs. (5.12.4) a (5.12.6). A Eq. (5.12.7) apresenta a 

fórmula generalizada SR que poderá recair em qualquer uma das três expressões 

particulares mostradas nas Eqs. (5.12.3). 

 

i

P

1j

E
ij

E
iE

N

1i

2
i

E
ii

2
R

P

Y

Y,1qNDFR,
DFR

)ŶY(P

S

iE


 



   (5.12.4) 
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
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       (5.12.6) 

 
m
i2

n
i1qi22i110i FFˆFˆFˆˆŶ            (5.12.7) 

 
 
As Eqs. (5.12.4) a (5.12.7) resumem parte do Tratamento Estatístico que será 

utilizado nesta Dissertação, a qual também utilizará outros conceitos e termos mais 

avançados não descritos aqui, mas que são perfeitamente esclarecidos em 

referência adequada (Himmelblau, 1970). Os resultados numéricos e gráficos 

pertinentes a este tratamento são apresentados no Cap. 6. Assim, têm-se nas Eqs. 

(5.12.4) a (5.12.7) os seguintes descritivos:  

 j,i  são índices de Experimento e de Réplica, respectivamente.  

 iE P,1q,N   são, respectivamente, o Número de Experimentos do Projeto 

Experimental ( 9N E  ), o Número de Parâmetros da SR ( 1q  ) e o Número 

de Réplicas do Experimento i  (na maioria deles 1Pi  , mas há, no Ponto 

Central do Projeto, 3Pi  ).  

 
E

ijY , 
E

iY , iŶ  são, respectivamente, a Resposta Observada da Réplica j  no 

Experimento i ; a Resposta Observada Média (Observed Average ou 
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simplesmente Average) do Experimento i  e a Resposta Estimada por alguma 

das Eqs. (5.12.3) para o Experimento i .  

 As Estatísticas 
2
RS , 

2
LS , 

2
YS  são denominadas, respectivamente, Soma de 

Quadrados de Resíduos Modelo-Médias, Soma de Quadrados de Resíduos 

Réplicas-Médias e Soma de Quadrados de Resíduos Modelo-Réplicas.  

 Os termos DFY,DFL,DFR  são os Números de Graus de Liberdade 

(Degrees of Freedom) associados às estatísticas 
2
RS , 

2
LS , 

2
YS .  

 Todas estas três Estatísticas são estimadores para a Variância Fundamental 

do Processo (
2
 ), sendo 

2
Y

S  considerada a melhor delas por possuir máximo 

Número de Graus de Liberdade (isto é, no caso DFLDFRDFY  ), ou seja, 

máximo peso estatístico.  

 Utilizando-se estatísticas 
2
RS , 

2
LS , 

2
YS , têm-se que: 

o Pequenos valores 
2
LS  indicam boa qualidade dos dados 

experimentais.  

o Pequenos valores 
2
RS  e 

2
YS  indicam que a SR tem bom desempenho 

para representar os dados experimentais.  

o Pequenos valores de 
2
YS  e 

2
LS  que, além disto, são próximos, indicam 

boa SR ajustada a um bom conjunto de dados.  

o A Razão 
2
L

2
R

S

S
 pode ser utilizada para Teste F do Modelo SR 

(Himmelblau, 1970), sendo que todas as SR’s ajustadas com os dados 

da Dissertação foram aprovadas neste Teste F; isto é, todas as SR 

geradas nos três casos da Tabela 5.12.1 têm validade para utilização 

numérica em substituição aos dados experimentais. Os resultados de 

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

Cap. 6. 

o A Razão 
2
Y

2
k

S

̂
 pode ser usada para Teste F de Significância do 

Parâmetro k̂  do Modelo SR (Himmelblau, 1970). Os resultados de 
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Testes F de Significância de Parâmetros de cada SR são 

apresentados com as figuras da SR no Cap. 6. 

o O produto 2
Y2/1 S.t  pode ser usado para definir Limites Superior e 

Inferior de Confiança de Parâmetro Correto com Probabilidade 

)05.0(%100*)1(    onde 2/1t   é a abscissa t-Student a DFY 

Graus de Liberdade com %100*)1()ttt(obPr 2/12/1     

(Himmelblau, 1970); 

o O produto 2
Y2/1 S.t  pode ser usado para definir Limites Superior e 

Inferior de Confiança de Respostas Corretas da SR com Probabilidade 

)05.0(%100*)1(    onde 2/1t   é a abscissa t-Student a DFY 

Graus de Liberdade com %100*)1()ttt(obPr 2/12/1     

(Himmelblau, 1970); 

o Por fim, o produto 
2
Y1 S).1q(   pode ser usado para definir 

Elipsóides 3D de Confiança de Tríades de Parâmetros Corretos com 

Probabilidade )05.0(%100*)1(    onde  1  é a abscissa Fisher 

a (q+1,DFY) Graus de Liberdade com %100*)1()(obPr 1      

(Himmelblau, 1970). 

 

O tratamento estatístico da análise 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 Química da UFRJ.  
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Todos os resultados aqui discutidos refletem as consequências em diversas 

respostas de interesse prático – Taxa Específica de Crescimento, % w/w Lipídios, % 

w/w Proteínas – nos cultivos I. galbana ao longo da campanha experimental para 

avaliação de influência 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 

último – 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 concentrações (mg/L) de NaH2PO4 e de 

NaNO3 no preparo inicial dos meios de cultivo. As respostas resultam de análises do 

meio e do material celular colhido ao final do oitavo dia de cultivo. Também são 

apresentados e analisados resultados diários, levantados ao longo dos 8 dias de 

cultivo em cada experimento, em termos de:  

 

 Concentração de NaH2PO4 e Concentração de NaNO3; 

 Concentração Celular (Cel/mL); 

 Composição da Biomassa: 

o Teor de Lipídios (% w/w Lipídios); 

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

 

 Por fim, são ajustadas Superfícies de Resposta (SR) para permitir 

quantificação e análise do comportamento das três respostas principais – Taxa 

Específica de Crescimento, % w/w Lipídios, % w/w Proteínas – registradas no dia 8, 

em termos dos dois Fatores Independentes (F1, F2) de preparo de meio mostrados 

na Eq. (5.12.1): 

 

   3NaNO24PO2NaH1 ClnF,ClnF       (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 

gráfico mostra que o fosfato foi consumido ao longo dos dias, e que chegou bem 

próximo ao esgotamento no último dia de cultivo (Figura 6.1.1.1), exceto para o 

experimento 8 (P:4mg/L), que apresentou comportamento diferenciado, com 

absorção gradativa do nutriente e sua manutenção até o fim do cultivo. Com 4 dias, 

os experimentos 5 (P:1mg/L) e 6 (P:1mg/L) chegaram ao esgotamento completo de 

fosfato disponível. No entanto, nos dias consecutivos, foi detectado o ressurgimento 

do nutriente e sua manutenção em baixíssima quantidade até o último dia de cultivo. 

O mesmo ocorreu para os experimentos 2 (P:4mg/L) e 3 (P:2,5mg/L), com 

esgotamento do fosfato no sétimo dia. 

  

 

Figura 6.1.1.1. Absorção 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 limitação 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 os cultivos 

realizados no presente trabalho, as células foram capazes de manter sua 
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capacidade reprodutiva, ainda que não houvesse reposição nutricional externa no 

meio de cultivo. Esse evento pode estar associado ao fornecimento de fósforo pelas 

reservas de armazenamento intracelular, ou seja, I. galbana seria capaz de estocar 

P como forma de sobrevivência e manutenção das suas características de 

reprodutibilidade celular. Segundo Harrison et al. (1990), esse comportamento se 

deve porque as espécies de microalgas variam em sua composição química 

intracelular, portanto, as espécies apresentam estratégias de sobrevivência para 

lidar com as variações da disponibilidade nutricional no ambiente em que estão 

inseridas. 

  Este caso também pôde ser observado por Wu et al. (2012), quando cultivou 

Scenedesmus sp. para produção de biomassa. Em cultivo de batelada simples com 

limitação de fósforo (razão N:P de 46:1), a microalga dobrou sua capacidade de 

absorção de fósforo, chegando ao esgotamento do nutriente disponível no meio 

dentro dos 11 primeiros dias, em seguida continuou a crescer nos próximos 15 dias. 

No entanto, esse maior consumo de P não resultou em maior produção de 

biomassa.  

 Apesar da limitação do fósforo interferir no metabolismo das microalgas, 

afetando a síntese bioquímica, este efeito pode conduzir à formação de 

biomoléculas sob forma de reserva lipídica. Liang et al. (2013), ao estudar a espécie 

Clorella sp., constataram que, quando incubada com baixas concentrações de 

fósforo (32μM), essas células foram capazes de acumular mais lipídios do que as 

cultivadas sem privação do nutriente (240μM).  

 

6.1.2 Nitrato: Fator N 

 

 A absorção 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 questões proporcionais, os experimentos que obtiveram a 

maior absorção de nitrato foram 6, 7, e 8, que receberam concentração inicial de 

10mg/L do nutriente. 
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Figura 6.1.2.1. Absorção 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 absorção do nitrato foi apresentada pelos ensaios 

2, 3 e 4, com concentração inicial de 70mg/L de nitrato. Dessa forma, os cultivos que 

receberam a maior concentração de nitrato no meio foram os que apresentaram 

menor absorção do nutriente. Dessa forma, observa-se a relação 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 nitrogênio marinho, Voss et al. 

(2013) exploraram as variações e proporções deste nutriente no mar. Ao comparar 

com a disponibilidade de fosfato, as proporções N:P são equivalentes a 16:1 em 

base molar (Redfield, 1958), mostrando que esta proporção é importante, quando se 

trata da produtividade temporal dos oceanos. A maior disponibilidade de nitrogênio 

pode ser enxergada como uma condição limitante em escala de tempos curtos, 

enquanto que a disponibilidade do fosfato reverbera em escala de tempo geológico. 

No entanto, as ações antrópicas podem afetar essas proporções. 

 Além disso, Bougaran et al. (2010) ao realizarem um trabalho com 

modelagem das microalgas I. galbana e Selenastrum minutum, cultivadas em meio 

Walne, sob co-limitação de nitrato (de 1120 para 115 μM) e fosfato (de 159 para 8 

μM), mostraram que a cota de absorção dos nutrientes celulares pode variar durante 

o período 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 alteração. Ainda que um dos 

nutrientes esteja em excesso, o crescimento fica comprometido por causa da 

escassez do outro nutriente. Neste ínterim, também observaram que as células 

foram capazes de acumular ao máximo nutrientes não limitantes para o crescimento 

e multiplicação celular, e que, estes mesmos seriam capazes de controlar a 

interferência que o nutriente limitante exerce no desenvolvimento celular, quando se 

encontra reduzido no meio de cultivo. Dessa forma, em cultivos sob baixa relação 

N:P, é atingido o limite fisiológico das células, mostrando que, ao contrário do 

pressuposto clássico de que nitrato e fosfato seriam nutrientes independentes, estes 

seriam melhor considerados como nutrientes bioquimicamente dependentes ou 

associados. 

 A alteração nas concentrações de N em cultivo com microalgas tem recebido 

grande atenção da comunidade científica, uma vez que a privação deste nutriente 

define a interrupção do crescimento da biomassa e aciona o acúmulo intracelular 

dos lipídios mais adequados para a produção de biodiesel (TAGS) (Pruvost et al., 

2011). Isto pôde ser melhor observado no trabalho de Roopnarain et al. (2014b), ao 

estudar os efeitos da concentração de nitrogênio no acúmulo de lipídios em I. 

galbana. Observou que células cultivadas em meio sem N se manteriam na fase 

estacionária inicial de crescimento (fase lag). No entanto, quando inoculadas em 

meio com N sob condições limitantes, estas células foram capazes de acumular 

mais rapidamente lipídios quando atingiram a fase estacionária. Isto sugere que uma 

das principais estratégias na otimização da produtividade de lipídios em I. galbana 

está nos cultivos com limitação de N.   

 

6.2 Densidade celular 

 

 Os experimentos com a microalga I. galbana foram realizados sob diferentes 

concentrações de N e P, durante o período de 8 dias, em batelada simples, 

seguindo-se a programação experimental de cultivos apresentada na Tabela 5.12.2 

compreendendo experimentos 1 a 9. Os cultivos atingiram o valor máximo de 

aproximadamente 3,3 x 106 células/mL e taxa específica com variação de 0,56 a 0,7 

d-1. 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 eficiência quanto à multiplicação celular. Em contrapartida, os experimentos 4 

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

 

 

Figura 6.2. Curva de crescimento da microalga I. galbana submetida a cultivos com 
diferentes concentrações nutricionais de NaH2PO4 (P) e NaNO3 (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 limitação de 

nutrientes no meio de cultivo interfere diretamente na capacidade reprodutiva das 

células. De acordo com Fidalgo et al. (1998), a manipulação do ambiente de cultivo 

das microalgas pode alterar não somente as características de crescimento, como 

também a composição química das células cultivadas sob as condições aplicadas.  

 Huerlimann et al. (2014) também estudaram a interferência da limitação 

nutricional no crescimento celular. Eles testaram o efeito da depleção de nitrogênio 

na expressão da Acetilcoenzima A e no teor de ácidos graxos de I. gabana, com 

inóculo inicial de 4x106 céls mL-1. Observaram que I. galbana apresentou um 

crescimento mais lento e com menor densidade celular, atingindo o valor máximo de 

7x106 céls mL-1, após 12 dias de cultivo sem reposição do nitrogênio. 

 Li et al. (2014) ao estudar a capacidade de acúmulo de lipídios durante o 

crescimento da microalga Chlorella protothecoides, também empregaram diferentes 

combinações de nitrogênio (N) e fósforo (P) no meio de cultivo. Observaram que 
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independente de ter cultivo apenas com limitação de fósforo (N+, P-), com limitação 

de nitrogênio (N-, P+) ou co-limitação (N-, P-), o crescimento da microalga foi 

reduzido, quando comparado ao cultivo controle (N+, P+). Perceberam também que 

os cultivos que apresentaram menor número de células foram os cultivos com 

deficiência de fosfato. Este último dado também pôde 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 importância deste nutriente durante a fase exponencial do 

cultivo. 

 

6.2.1 Tratamento Estatístico e Superfície de Resposta para Taxa 

         Específica de Crescimento 

 

 Os dados obtidos de crescimento celular nos experimentos com I. galbana 

foram expressos em termos da Taxa Específica Crescimento  (d-1), calculada pela 

Eq. (6.2.1), onde N3 e N1 representam os números de células por mL 

respectivamente durante a fase exponencial do cultivo (do dia 1 ao dia 3). 
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 Os dados observados nas réplicas experimentais de Taxa Específica de 

Crescimento como resposta do Projeto Experimental de cultivos (Tabelas 5.12.1 e 

5.12.2) são mostrados na Tabela 6.2.1.  
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Tabela 6.2.1. Resultados de Taxa Específica de Crescimento () 

Experimento 

 

 

Concentração 

Celular Dia 1 

N1 (cel/mL) 

Concentração 

Celular Dia 3 

N3 (cel/mL) N3 /N1 μ 

1 435000 1580000 3,63218 0,6449 

2 475000 1600000 3,36842 0,6072 

3 454000 1500000 3,30396 0,5976 

4 246000 883000 3,58943 0,6390 

5 271000 910000 3,35793 0,6057 

6 215000 661000 3,07442 0,5616 

7 339000 1280000 3,77581 0,6643 

8 326000 1330000 4,07975 0,7030 

9-1 439000 1470000 3,34852 0,6043 

9-2 258000 913000 3,53876 0,6319 

9-3 352000 1330000 3,77841 0,6647 
  

  Neste contexto, é esperado que os fatores nutricionais N e P administrados 

no inoculo influenciem a taxa específica . Para testar quantitativamente isto, um 

modelo simples em Superfície de Resposta (SR) a dois fatores independentes (F1, 

F2) foi construído para avaliar a dependência de  em F1 e F2. A resposta () é 

representada como Y. Os fatores (F1, F2) correspondem, respectivamente, aos 

logaritmos naturais das concentrações de preparo do meio em NaH2PO4 e NaNO3 

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), situações estas que se 

mostraram de qualidade inferior em termos do desempenho preditivo do modelo SR 

não sendo aqui mostradas. 

 

   3NaNO24PO2NaH1 ClnF,ClnF,Y       (6.2.2) 

 

 A melhor SR montada para prever a taxa específica  a partir dos fatores 

acima utiliza 4 parâmetros sendo dada pela SR Quadrática Incompleta na Eq. 

(6.2.3a) com valores de parâmetros substituídos mostrados na Eq. (6.2.3b). A 

qualidade do ajuste é expressa pelo excelente (reduzido) valor da estatística
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00035115.0S 2
Y   com DFY=7 graus de liberdade. Em suma, a análise gráfica gerada 

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

 

21322110 F.F.F.F.Y          (6.2.3a) 

2121 FF0638953.0F0356485.0F253914.0480479.0Y      (6.2.3b) 

 

 O modelo de SR proposto na Eq. (6.2.3b) foi considerado ACEITO pela 

análise estatística via Teste F de Modelo como mostra a Fig. 6.2.9. Os parâmetros 

da SR foram considerados (relativamente) significantes (porém, não absolutamente 

significantes) como mostrado no Teste F de Significância de Parâmetros da Fig. 

6.2.10. As figuras associadas ao caso são listadas abaixo onde o termo Average 

refere-se à 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 são 

descritas via seu título com uma breve interpretação dos conteúdos mais 

importantes: 

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

Preditas para a SR Taxa Específica de Crescimento na Eq. (6.2.3b). 

o Razoável concentração dos 9 pontos próximo à diagonal evidenciando 

aderência da SR aos dados. 

 Fig. 6.2.2. Superfície de Resposta (SR) Taxa Específica de Crescimento () 

vs CNaH2PO4 e CNaNO3 incluindo Superfícies Limites a 95% de Confiança e 

Observed Averages. 

o A SR ajustada corresponde à superfície intermediária, que é cercada 

acima e abaixo pelas superfícies limites superior e inferior a 95% de 

confiança, sendo as Averages experimentais plotadas como Círculos 

Vermelhos. A proximidade das três folhas, envelopando as Averages, 

evidencia bom ajuste da SR aos dados. 

 Fig. 6.2.3. Matriz de Variâncias-Covariâncias 4X4 de Parâmetros Estimados 

para SR Taxa Específica de Crescimento () 

o Os valores da Matriz de Variâncias-Covariâncias 4X4 de Parâmetros 

Estimados são de baixa magnitude e dominados diagonalmente, o que 
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evidencia incerteza modesta nos parâmetros estimados e correlação 

modesta entre eles. 

 Fig. 6.2.4. Matriz de Variâncias-Covariâncias 9X9 de Respostas Estimadas  

para SR Taxa Específica de Crescimento () 

o Os termos são todos da ordem de 10-4 e dominados diagonalmente 

(ver “fila” de torres dominantes na diagonal principal na figura), o que 

evidencia baixa incerteza nas respostas da SR, baixa correlação entre 

as respostas de pontos diferentes e aderência aos dados. 

 Fig. 6.2.5. Parâmetros Estimados para SR Taxa Específica de Crescimento 

() com Limites a 95% de Confiança e seus Desvios Padrões 

o Parâmetros estimados correspondem ao Traçado em Preto e as Abas 

Azul e Vermelha correspondem aos limites inferior e superior de 95% 

de confiança, sendo a largura da faixa entre os dois limites uma 

medida da incerteza nos parâmetros, que no caso é máxima para o 

parâmetro 0. 

 Fig. 6.2.6. Respostas Estimadas para SR Taxa Específica Crescimento () 

com Limites a 95% de Confiança, Desvios Padrões e Observed Averages 

o Respostas estimadas de  correspondem ao Traçado em Preto e as 

Abas Azul e Vermelha correspondem aos limites inferior e superior de 

95% de confiança destas respostas, sendo a largura da faixa entre os 

dois limites uma medida da incerteza nas respostas estimadas de , 

que no caso é uniformemente distribuída ao longo dos 9 pontos do 

experimento, sendo corroborado pela magnitude praticamente 

constante do Desvio Padrão de Respostas Estimadas em Traçado 

Vermelho, o que é bom. 

 Fig. 6.2.7. Projeção 3D do Elipsóide a 95% de Confiança para Tríade 0 ,1 ,2 

de Parâmetros Corretos da SR Taxa Específica de Crescimento ()   

o O volume do elipsoide 3D de 95% de confiança para a Tríade 0 ,1 ,2, 

o único mostrado (embora todas as tríades tiveram seus elipsoides 

gerados), reflete a incerteza no conhecimento dos valores corretos 

destes parâmetros. No caso percebe-se que as incertezas – projeções 

em cada eixo da “cintura” do elipsoide 3D – são menores com respeito 

a 1 e 2 comparativamente a 0 o mais incerto deles, o que é 
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corroborado pelo diagrama na Fig. 6.2.5 que evidencia 0 como o de 

maior largura (width) a 95% de confiança. 

 Fig. 6.2.8. Histogramas de Resíduos Observed-Average e Observed-

Predicted para SR Taxa Específica de Crescimento () com PDF Normal 

(0,S2
Y) 

o O Histograma de Resíduos em Azul, reflete a distribuição de resíduos 

Observed-Predicted que é bom, pois há “pico” no centro de um 

histograma indicando maior número de resíduos de pequena amplitude 

distribuídos equitativamente quanto ao sinal algébrico, revelando boa 

aderência aos dados, o que é corroborado pela quase coincidência 

deste “pico” com o máximo da PDF Normal de Média Zero em Traçado 

Vermelho com Variância S2
Y, estatística esta gerada no ajuste. A 

concordância entre o Histograma Azul com a PDF Normal indica 

distribuição quase Normal de resíduos gerados pela SR, o que é bom. 

 Fig. 6.2.9. Teste F do Modelo da SR Taxa Específica de Crescimento (): 

Modelo Aceito. Valores Médios (Averages) Observados vs Respostas 

Preditas com Limites de 95% de Confiança e seus Desvios Padrões 

o O Teste F do Modelo SR confirma a Aceitação Estatística da SR para 

representar a massa de dados   destes cultivos I. galbana. 

 Fig. 6.2.10. Teste F de Significância de Parâmetros para SR Taxa Específica 

Crescimento (). Todos os Parâmetros têm Significância Absoluta pois 

cruzaram o Limite 5.5914 para Significância Absoluta. 

o O Teste F de Significância dos 4 Parâmetros deste Modelo SR garantiu 

Significância Absoluta destes parâmetros porque as “Notas” obtidas 

pelos parâmetros na escala de significância lograram ultrapassar os 

respectivos Limites mostrados. Isto endossa aceitação Estatística da 

SR para representar a massa de dados   destes cultivos I. galbana. 
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Figura 6.2.1. Observed Averages vs Predicted: Taxa Específica de 

Crescimento (). 
 

 
Figura 6.2.2. SR Taxa Específica de Crescimento () vs CNaH2PO4 e CNaNO3 

incluindo Superfícies Limites a 95% de Confiança e Observed Averages. 
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Figura 6.2.3. Matriz de Variâncias-Covariâncias 4X4 de Parâmetros Estimados 

para SR Taxa Específica de Crescimento (). 
 

 
Figura 6.2.4. Matriz de Variâncias-Covariâncias 9X9 de Respostas Estimadas 

para SR Taxa Específica de Crescimento (). 
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Figura 6.2.5. Parâmetros Estimados para SR Taxa Específica de 

Crescimento () com Limites a 95% de Confiança e seus Desvios Padrões. 
 

 
Figura 6.2.6. Respostas Estimadas para SR Taxa Específica de Crescimento 

() com Limites a 95% de Confiança, Desvios Padrões e Observed Averages. 
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Figura 6.2.7. Projeção 3D do Elipsoide a 95% de Confiança para Tríade 0 ,1 ,2 

de Parâmetros Corretos da SR Taxa Específica de Crescimento (). 
 

 
Figura 6.2.8. Histograma de Resíduos Observed-Average e Observed-Predicted 

para SR Taxa Específica de Crescimento () com PDF Normal (0,S2
Y).
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Figura 6.2.9. Teste F do Modelo da SR Taxa Específica de Crescimento (): Modelo Aceito 

Valores Médios (Averages) Observados vs Respostas Preditas com Limites de 95% de Confiança e seus Desvios Padrões. 
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Figura 6.2.10. Teste F de Significância de Parâmetros para SR Taxa Específica de Crescimento () 

Todos os Parâmetros têm Significância Absoluta, pois Cruzaram o Limite 5.5914 para Significância Absoluta.
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6.3 Composição da Biomassa: respostas celulares em função do estresse 

nutricional 

 

6.3.1 Lipídios 

 

 A respeito da porcentagem % w/w Lipídios obtida na biomassa de I. galbana 

após 8 dias de cultivo apresentando co-limitação de nutrientes, pôde-se perceber na 

Figura 6.3.1.1 que todos os ensaios ultrapassaram o valor de 20% w/w neste teor. O 

experimento 6 foi o que apresentou a maior % w/w Lipídios (36%), seguido do 

experimento 3 (34% w/w) e do experimento 2 (33% w/w), que obteve o mesmo % 

w/w Lipídios do experimento 9 (33% w/w). 

 

 

Figura 6.3.1.1. Teor de lipídios (%) das biomassas de I. galbana após 8 dias de cultivo sob 
limitação 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-limitação nutricional de N e P 

a que foram submetidos os experimentos possibilitou a obtenção de teores lipídicos 

com valores significativos em todos os experimentos, após 8 dias de cultivo. 

 A produção de lipídios tem sido alvo de grande investimento de pesquisa com 

fins comerciais. Com esse interesse, tem sido discutido as diferentes técnicas de 

indução da formação de lipídios em microalgas. Muitas rotas têm sido abordadas, 

dentre estas a depleção nutricional, alterações da temperatura do cultivo, salinidade, 
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pH, iluminação e também irradiação por UV. Sharma et al. (2012) ao testar essas 

diferentes alternativas, na busca por ótima produção de lipídios, reafirmaram que as 

diferentes espécies de microalgas reagem de formas distintas às tensões a que são 

submetidas, produzindo ácidos graxos diferentes, ou alterando a proporção dos 

ácidos graxos existentes, observando que a combinação ideal para a produtividade 

lipídica em cultivo comercial de larga escala é diferente para cada cepa de 

microalga. 

 Dessa forma, diversos estudos têm comprovado a eficiência da limitação de 

nutrientes na composição celular e no metabolismo das diferentes espécies de 

microalgas. Gao et al. (2013), ao estudar o aumento da concentração de lipídios por 

limitação nutricional em Chaetoceros muelleri e Dunaliella salina, cultivaram estes 

microorganismos em meio f/2 com privação de N e P. Também cultivaram sob 

depleção nutricional completa, apenas com água do mar artificial. Os teores mais 

altos de lipídios para C. muelleri (46,32 ± 3,53% w/w) e D. salina (54,15 ± 2,71% 

w/w) foram alcançados por depleção de N e depleção nutricional completa, 

sugerindo que o acúmulo lipídico nessas espécies de microalgas se revela como 

uma resposta ao estresse por privação nutricional. De modo semelhante, Roleda et 

al. (2013), ao analisarem os efeitos da temperatura e do regime nutricional na 

produção de lipídios em I. galbana e outras 5 microalgas oleaginosas, investigaram 

a existência de correlação negativa entra a taxa de crescimento celular e o teor de 

lipídios, observando que o teor de lipídios cresce mais pela limitação de nutrientes, 

do que pelo estresse com temperatura. 

 

6.3.1.1 Tratamento Estatístico e Superfície de Resposta para % w/w Lipídios 

 

 Os dados obtidos de % w/w de Lipídios nos experimentos com Isochrysis 

galbana correspondem à determinação deste teor ao final do oitavo período de 24hs 

de crescimento (dia 8 de crescimento).  Os dados observados nas réplicas 

experimentais acerca de % w/w de Lipídios como resposta do Projeto Experimental 

de cultivos (Tabelas 5.12.1 e 5.12.2) são mostrados na Tabela 6.3.1.1. 
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Tabela 6.3.1.1. Resultados do Projeto Experimental: Resposta % w/w Lipídios 

Experimento Lipídios (% w/w) 

1 29 

2 33 

3 34 

4 30 

5 26 

6 36 

7 26 

8 28 

9-1 41 

9-2 45 

9-3 36 

  

 É esperado que os fatores nutricionais N e P administrados no inoculo 

influenciem a resposta % w/w Lipídios (aqui algebricamente simbolizada como 

%Lipids) ao final da campanha de cultivo. Para testar quantitativamente isto, um 

modelo simples em Superfície de Resposta (SR) a dois fatores independentes (F1, 

F2) foi construído para avaliar a dependência de %Lipids em F1 e F2. A resposta 

%Lipids é representada como Y. Os fatores (F1, F2) correspondem, respectivamente, 

aos logaritmos naturais das concentrações de preparo do meio em NaH2PO4 e 

NaNO3 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), 

situações estas que se mostraram inferiores em termos do desempenho preditivo do 

modelo SR não sendo mostradas. 

 

   3NaNO24PO2NaH1 ClnF,ClnF,Lipids%Y     (6.3.1.1) 

 

 A melhor SR montada para prever %Lipids a partir dos fatores acima utiliza 6 

parâmetros sendo também dada pela SR Quadrática Completa na Eq. (6.3.1.2a) 

com valores de parâmetros substituídos mostrados na Eq. (6.3.1.2b). A qualidade do 

ajuste é expressa pelo valor da estatística 9371.37S 2
Y   com DFY=5 graus de 
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liberdade. A análise gráfica gerada nas figuras seguintes mostra que o ajuste da SR 

(6.3.1.2b) foi razoavelmente eficiente.  

 

2
25

2
1421322110 F.F.F.F.F.F.Y       (6.3.1.2a) 

2
2

2
1

2121

F90239.2F4335.12

FF29219.5F151.16F3084.12951.11Y




       (6.3.1.2b) 

 

 O modelo de SR proposto na Eq. (6.3.1.2b) foi considerado ACEITO pela 

análise estatística via Teste F de Modelo como mostra a Fig. 6.3.1.9. Todavia, os 

dois primeiros parâmetros da SR (0, 1) foram considerados Sem Significância e os 

demais apenas fracamente Significantes (isto é, não são absolutamente 

significantes) como dado no Teste F de Significância de Parâmetros da Fig. 6.3.1.10. 

Apesar deste diagnóstico, a SR foi deixada sem poda, que seria legítima, mas não 

obrigatória, pois não agregaria maior aderência de suas respostas, apenas reduziria 

o tamanho da SR. A falta de significância de 1 talvez revele que a campanha 

experimental não teve resolução suficiente para estabelecer ou não que o Fator P 

(agregado a 1) seja capaz de influenciar a Resposta % w/w Lipídios sozinho; isto é, 

só houve resolução suficiente para atestar sua influência em associação ao Fator N. 

As figuras pertinentes são listadas abaixo onde Average refere-se à média de 

valores observados nas réplicas de um experimento, sendo que apenas o 

experimento 9 dispõe de mais de 1 réplica. As figuras são descritas via seu título, 

seguindo-se uma breve interpretação dos conteúdos mais importantes: 

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

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

o Concentração (com alta dispersão) dos 9 pontos próximo à diagonal 

evidenciando aderência limitada da SR aos dados ou pertinência 

limitada da SR. 

 Fig. 6.3.1.2. Superfície de Resposta (SR) % w/w Lipídios (%Lipids) vs CNaH2PO4 

e CNaNO3 incluindo Superfícies Limites a 95% de Confiança e Observed 

Averages. 

o A SR ajustada corresponde à superfície intermediária, que é cercada 

acima e abaixo pelas superfícies limites superior e inferior a 95% de 

confiança, sendo as Averages experimentais plotadas como Círculos 



62 
 

Vermelhos. A razoável separação das três folhas, envelopando as 

Averages, evidencia ajuste de qualidade limitada da SR aos dados. 

 Fig. 6.3.1.3. Matriz de Variâncias-Covariâncias 6X6 de Parâmetros Estimados 

para SR % w/w Lipídios (%Lipids) 

o A Matriz de Variâncias-Covariâncias 6X6 de Parâmetros Estimados 

torna visível que os parâmetros estimados 10
ˆ,ˆ   e 2̂  possuem 

variâncias enormes (O(103)) refletindo o diagnóstico de que ou são 

Sem Significância ( 10
ˆ,ˆ  ) ou Fracamente Significantes ( 2̂ ) para o 

desempenho da SR, ou seja, têm altas incertezas associadas. Já os 

demais 543
ˆ,ˆ,ˆ   têm Maior Significância e comportamento 

convencional, com variâncias de magnitude pequena e com 

dominância diagonal, o que evidencia incerteza e correlação modestas 

apenas neste grupo de parâmetros. 

 Fig. 6.3.1.4. Matriz de Variâncias-Covariâncias 9X9 de Respostas Estimadas  

para SR % w/w Lipídios (%Lipids) 

o Os termos são todos de O(101) significando Desvios Padrões sensíveis 

de O(100) ou aproximadamente de 10% nas Respostas de % w/w 

Lipídios. A dominância diagonal nesta matriz é evidente e bem vinda, 

traduzindo baixa correlação entre as respostas de pontos diferentes, 

embora com aderência aos dados em grau modesto. 

 Fig. 6.3.1.5. Parâmetros Estimados para SR % w/w Lipídios (%Lipids) com 

Limites a 95% de Confiança e seus Desvios Padrões 

o Parâmetros estimados correspondem ao Traçado em Preto e as Abas 

Azul e Vermelha correspondem aos limites inferior e superior de 95% 

de confiança, sendo a largura da faixa entre os dois limites uma 

medida da incerteza nos parâmetros, que no caso é máxima para 

parâmetros de Baixa Significância como 0, 1 e 2, acontecendo o 

oposto para 3, 4 e 5, 

 Fig. 6.3.1.6. Respostas Estimadas para SR % w/w Lipídios (%Lipids) com 

Limites a 95% de Confiança, Desvios Padrões e Observed Averages 

o Respostas estimadas de %Lipids correspondem ao Traçado em Preto e 

as Abas Azul e Vermelha correspondem aos limites inferior e superior 
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de 95% de confiança destas respostas, sendo a largura da faixa entre 

os dois limites uma medida da incerteza nas respostas estimadas de 

%Lipids, que no caso é, felizmente, uniformemente distribuída ao longo 

dos 9 pontos do experimento, sendo corroborado pela magnitude 

praticamente constante do Desvio Padrão de Respostas Estimadas em 

Traçado Vermelho (somadas às respectivas predições), da ordem de 

10% das Respostas Preditas, como já mencionado. 

 Fig. 6.3.1.7. Projeção 3D do Elipsóide a 95% de Confiança da Tríade 0 ,1 ,2  

de Parâmetros Corretos da SR % w/w Lipídios (%Lipids)   

o O grande volume do elipsoide 3D de 95% de confiança para a Tríade 

0 , 1 , 2  o único mostrado (embora todas tríades tiveram elipsoides 

gerados), reflete a alta incerteza no conhecimento dos valores corretos 

destes parâmetros, todos Sem Significância ou Fracamente 

Significantes, especialmente 0 , 1 que foram francamente 

condenados nos respectivos Testes F de Significância na Fig. 6.3.1.10. 

Percebe-se que as incertezas – projeções em cada eixo da “cintura” do 

elipsoide 3D – são bastante expressivas para 0, 1, 2 o que é 

corroborado pelo diagrama na Fig. 6.3.1.5 que evidencia 0, 1 e 2 

como os de maior largura (width) (relativa a seus valores) da faixa de 

95% de confiança. 

 Fig. 6.3.1.8. Histogramas de Resíduos Observed-Average e Observed-

Predicted para SR % w/w Lipídios (%Lipids) com PDF Normal (0,S2
Y) 

o O Histograma de Resíduos em Azul, reflete a distribuição de resíduos 

Observed-Predicted que é apenas razoável para % w/w Lipídios, pois, 

embora haja alguma simetria, a posição de “pico” não condiz com um 

histograma balanceado, apontando para maior número de resíduos de 

amplitude não muito pequena à direita do Zero, o que reflete certa falta 

de sintonia com o perfil simétrico da PDF Normal de Média Zero em 

Traçado Vermelho com Variância S2
Y, estatística esta gerada no ajuste. 

A leve falta de concordância entre o Histograma Azul e a PDF Normal 

indica distribuição de resíduos levemente não balanceada com relação 

ao Zero; i.e. há mais resíduos positivos (predições abaixo de Averages) 

que negativos. 
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 Fig. 6.3.1.9. Teste F do Modelo da SR % w/w Lipídios (%Lipids): Modelo 

Aceito. Valores Médios (Averages) Observados vs Respostas Preditas com 

Limites de 95% de Confiança e seus Desvios Padrões 

o O Teste F do Modelo SR confirma a Aceitação Estatística da SR para 

representar a massa de dados %Lipids destes cultivos I. galbana. 

 Fig. 6.3.1.10. Teste F de Significância de Parâmetros para SR % w/w Lipídios 

(%Lipids). Parâmetros 0, 1, 2, apesar de estimados com grandes 

magnitudes, são provavelmente Sem Significância ou de Baixa Significância 

para o desempenho desta SR, enquanto os demais têm Significância apenas 

Relativa apesar de Não Cruzarem o Limite 6.6079 para Significância Absoluta 

o O Teste F de Significância dos 6 Parâmetros desta SR garantiu 

Rejeição de Significância de 0, 1, Fraca Significância de 2, e apenas 

Significância Relativa (mas não Absoluta) dos demais porque as 

“Notas” obtidas por estes três últimos na escala de significância não 

lograram ultrapassar os respectivos Limites para Significância 

Absoluta. Tudo isto indica adequação apenas modesta desta SR para 

representar a massa de dados %Lipids destes cultivos I. galbana. 

  



65 
 

 
Figura 6.3.1.1. Observed Averages vs Predicted: % w/w Lipídios (%Lipids). 

 

 
Figura 6.3.1.2. SR % w/w Lipídios (%Lipids) vs CNaH2PO4 e CNaNO3 incluindo 

Superfícies Limites a 95% de Confiança e Observed Averages. 



66 
 

 
Figura 6.3.1.3. Matriz de Variâncias-Covariâncias 6X6 de Parâmetros Estimados 

para SR % w/w Lipídios (%Lipids). 
 

 
Figura 6.3.1.4. Matriz de Variâncias-Covariâncias 9X9 de Respostas Estimadas 

para SR % w/w Lipídios (%Lipids). 
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Figura 6.3.1.5. Parâmetros Estimados para SR % w/w Lipídios (%Lipids) com 

Limites a 95% de Confiança e seus Desvios Padrões. 
 

 
Figura 6.3.1.6. Respostas Estimadas para SR % w/w Lipídios (%Lipids) com 

Limites a 95% de Confiança, Desvios Padrões e Observed Averages. 
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Figura 6.3.1.7. Projeção 3D do Elipsoide a 95% de Confiança da Tríade 0 ,1 ,2  

de Parâmetros Corretos da SR % w/w Lipídios (%Lipids). 
 

 
Figura 6.3.1.8. Histograma de Resíduos Observed-Average e Observed-

Predicted para SR % w/w Lipídios (%Lipids) com PDF Normal (0,S2
Y).
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Figura 6.3.1.9. Teste F do Modelo da SR % w/w Lipídios (%Lipids): Modelo Aceito 

Valores Médios (Averages) Observados vs Respostas Preditas com Limites de 95% de Confiança e seus Desvios Padrões. 
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Figura 6.3.1.10. Teste F de Significância de Parâmetros para SR % w/w Lipídios (%Lipids). Parâmetros 0, 1, 2, apesar de 

estimados com grandes magnitudes, são provavelmente Sem Significância ou de Baixa Significância para o desempenho 
desta SR, enquanto os demais têm Significância apenas Relativa apesar de Não Cruzarem o Limite 6.6079 para 

Significância Absoluta. 
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6.3.2 Proteínas 

 

 As proteínas são consideradas a principal classe de macromoléculas das 

reservas intracelulares de nitrogênio. Dessa forma, o consumo, ou depleção, de N 

do meio de cultivo também tem influência direta na síntese de proteínas (Zhao et al., 

2009). Assim, a análise do % w/w Proteínas ao final do período de 8 dias, 

representado na Fig. 6.3.2.1, revelou que a maioria dos experimentos apresentou 

redução na formação de proteínas, devido às limitações 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 

intermediário de nitrato (40mg/L), atingiu o valor de 60,3% w/w Proteínas; o 

experimento 2, que recebeu a maior concentração de fosfato (4mg/L) e a maior 

concentração de nitrato (70mg/L), obteve teor de 57,1% w/w Proteínas; o 

experimento 3, com valor intermediário de fosfato (2,5mg/L) e valor máximo de 

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

  

 

Figura 6.3.2. Percentual de proteínas totais disponíveis na biomassa de I. galbana, após 8 
dias de cultivo sob limitação 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:1mg/L, 
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 combinações de Fatores P e N mais elevadas, em especial, as 
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concentrações 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 composição química da microalga Prorocentrum donghaiense, sob 

diferentes concentrações de N e P. Observaram que o conteúdo de proteínas totais 

das células variou de acordo com o tratamento recebido. Sob condições limitantes 

de N, as células apresentaram menor concentração proteínas, quando comparadas 

às células cultivadas sem limitação 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 f/2 de Guillard modificado 

se mostrou bastante eficiente nas condições em que foi empregado. Uma vez que 

Sánchez et al. (2000) ao estudarem a variabilidade bioquímica da I. galbana, sob 

diferentes meios de cultivo, analisaram o percentual de proteínas totais próximo à 

fase estacionária. As percentagens mais elevadas de proteína foram atingidas com 

os meios Bem-Amotz (37% w/w) e Algal-1 (30,3% w/w), enquanto que cultivos com o 

meio Guillard alcançaram o valor de 12,4% w/w Proteínas.  

 Valenzuela-Espinoza et al. (2002) também avaliaram a composição de I. 

galbana empregando cultivo de f/2 com baixo custo. Empregaram meio contendo 

fertilizantes e verificaram que após 24 horas de cultivo ocorreu aumento gradual na 

formação de proteínas até o 5° dia. O aumento do teor de proteínas correspondeu 

com o aumento da densidade celular durante essa fase exponencial. O teor de 

proteínas totais alcançado em cultivo com f/2 foi de 45,3% w/w, e com fertilizantes 

foi de 41% w/w. Após este tempo, observaram que o teor de proteínas diminui. Estes 

dados reforçam a necessidade de estudar o comportamento das microalgas durante 

a fase exponencial, que se caracteriza como o auge da capacidade metabólica do 

microorganismo.  

 Como a maior fração das microalgas geralmente consiste de lipídios e 

proteínas, as possibilidades de comercialização destes bioprodutos têm sido 

exploradas. No entanto, a I. galbana também é capaz de armazenar carboidratos, 

que tem encontrado valor comercial para a produção de etanol e produtos químicos. 

De acordo com Rosenberg et. al. (2008), os pigmentos também são bioprodutos de 

alto valor agregado. Na I. galbana, os carotenoides são os pigmentos encontrados 

em maior quantidade e podem ser empregados na indústria de alimentos, 



73 
 

cosméticos e farmacêutica, podendo atingir altos valores de comercialização (U$300 

- 3.000/kg). 

 A demanda populacional global tem aumentado e cada vez mais tem sido 

necessário encontrar fontes sustentáveis que apresentem capacidade de serem 

inseridas tanto no mercado alimentício, quanto na produção de combustíveis. Por 

essa razão, as proteínas e os lipídios da I. galbana têm potencial em quantidade e 

qualidade para serem introduzidos no mercado.  

 Para exemplificar a veracidade dessas informações, tomemos a soja como 

um exemplo de fonte de lipídios e proteínas no Brasil. Segundo levantamentos da 

Safra de grãos de 2014/15, o plantio de soja ocupou cerca de 31.420 ha em área 

plantada e produziu cerca de 2.993 Kg.ha-1 de grãos, gerando um grande 

desmatamento nessa região. A produção de cerca de 94.000 toneladas de soja, 

contendo 40% de proteína corresponde a 37.600 toneladas de proteínas, isto 

corresponde a aproximadamente 64.800 toneladas de peso seco de algas com teor 

de proteína de 58% (média dos maiores valores obtidos neste trabalho). Dessa 

forma, a produção de microalgas é capaz de gerar biomassa suficiente para a 

produção de proteínas e lipídios, onde a solução sustentável estaria num método de 

separação eficiente destes dois bioprodutos. Vale ressaltar que além das microalgas 

não necessitarem de toda a área da soja para geração de biomassa, elas não 

sofrem competição com os alimentos. O mesmo não pode ocorrer com a soja, pois a 

destinação dos grãos para produção de biocombustíveis interfere diretamente no 

seu fornecimento para ramo alimentício.  
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6.3.2.1 Tratamento Estatístico e Superfície de Resposta para % w/w Proteínas 

 

 Os dados obtidos de % w/w Proteínas nos experimentos com I.galbana 

correspondem à obtenção deste teor ao final do oitavo período de 24hs de 

crescimento. Os dados observados nas réplicas experimentais acerca de % w/w 

Proteínas como resposta do Projeto Experimental de cultivos (Tabelas 5.12.1 e 

5.12.2) são mostrados na Tabela 6.3.2.1. 

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

Experimento Proteínas (% 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 

  

 É esperado que os fatores nutricionais N e P administrados no preparo de 

meio influenciem a resposta % w/w Proteínas (aqui simbolizada como %Proteins) ao 

final da campanha de cultivo. Para testar quantitativamente isto, um modelo simples 

em Superfície de Resposta (SR) a dois fatores independentes (F1, F2) foi construído 

para avaliar a dependência de %Proteins em F1 e F2. A resposta %Proteins é 

representada como Y. Os fatores (F1, F2) correspondem, respectivamente, aos 

logaritmos naturais das concentrações de preparo do meio em NaH2PO4 e NaNO3 

ambas em mg/L como na Eq. (6.3.2.1). Os fatores (F1, F2) também foram testados 

sem o logaritmo (como também se testou %Proteins com logaritmo), situações estas 

que se mostraram inferiores em termos do desempenho da SR não sendo 

mostradas. 
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   3NaNO24PO2NaH1 ClnF,ClnF,oteinsPr%Y     (6.3.2.1) 

 

 A melhor SR montada para prever %Proteins a partir dos fatores acima utiliza 

6 parâmetros consistindo na SR Quadrática Completa na Eq. (6.3.2.2a) com valores 

de parâmetros substituídos mostrados na Eq. (6.3.2.2b). A qualidade do ajuste é 

expressa pelo valor da estatística 9848.147S 2
Y   com DFY=5 graus de liberdade. A 

análise gráfica nas figuras seguintes mostra que o ajuste da SR (6.3.2.2b) conseguiu 

atender minimamente os objetivos.  
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       (6.3.2.2b) 

 

 O modelo de SR proposto na Eq. (6.3.2.2b) foi considerado ACEITO pela 

análise estatística via Teste F de Modelo como mostra a Fig. 6.3.2.9. Todos os 

parâmetros da SR (6.2.2.2b) podem ser considerados Relativamente Significantes 

ou Fracamente Significantes (isto é, não conseguem ser absolutamente 

significantes) como mostrado no Teste F de Significância de Parâmetros da Fig. 

6.3.2.10. Por outro lado, ao contrário da análise SR para % w/w Lipídios, aqui não 

houve parâmetros realmente Desprovidos de Significância. A alta magnitude de 

todos os parâmetros, e a positividade dos coeficientes associados aos termos 

quadráticos de O(2) talvez revele que os Fatores P e N sejam, ambos, fortemente 

positivamente influentes na Resposta % w/w Proteínas. As figuras pertinentes são 

listadas abaixo onde Average refere-se à média de valores observados nas réplicas 

de um experimento, sendo que apenas o experimento 9 dispõe de mais de 1 réplica. 

As figuras são descritas via seu título, seguindo-se uma breve interpretação dos 

conteúdos mais importantes: 

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

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

o Concentração (com alguma dispersão) dos 9 pontos próximo à 

diagonal evidenciando aderência limitada da SR aos dados. 
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 Fig. 6.3.2.2. Superfície de Resposta (SR) % w/w Proteínas (%Proteins) vs 

CNaH2PO4 e CNaNO3 incluindo Superfícies Limites a 95% de Confiança e 

Observed Averages. 

o A SR ajustada corresponde à superfície intermediária, que é cercada 

acima e abaixo pelas superfícies limites superior e inferior a 95% de 

confiança, sendo as Averages experimentais plotadas como Círculos 

Vermelhos. A separação das três folhas, envelopando as Averages, 

evidencia ajuste de qualidade limitada da SR aos dados. 

 Fig. 6.3.2.3. Matriz de Variâncias-Covariâncias 6X6 de Parâmetros Estimados 

para SR % w/w Proteínas (%Proteins) 

o A Matriz de Variâncias-Covariâncias 6X6 de Parâmetros Estimados 

torna visível que os parâmetros estimados 10
ˆ,ˆ   e 2̂  possuem 

variâncias enormes (O(103)) refletindo o diagnóstico de que são 

Fracamente Significantes para o desempenho da SR, ou seja, têm 

altas incertezas associadas. Já os demais 543
ˆ,ˆ,ˆ   têm Maior 

Significância e comportamento mais convencional, com variâncias de 

magnitude pequena e com dominância diagonal, o que evidencia 

incerteza e correlação modestas apenas neste grupo de parâmetros. 

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

95% de confiança para parâmetros corretos apenas a 543 ,,  . 

 Fig. 6.3.2.4. Matriz de Variâncias-Covariâncias 9X9 de Respostas Estimadas  

para SR % w/w Proteínas (%Proteins) 

o Os termos são todos de O(101) significando Desvios Padrões de 

O(100) ou aproximadamente de 10% a 20% nas Respostas de % w/w 

Proteínas. A dominância diagonal nesta matriz é evidente e bem vinda, 

traduzindo baixa correlação entre as respostas de pontos diferentes. 

 Fig. 6.3.2.5. Parâmetros Estimados para SR % w/w Proteínas (%Proteins) com 

Limites a 95% de Confiança e seus Desvios Padrões 

o Parâmetros estimados correspondem ao Traçado em Preto e as Abas 

Azul e Vermelha correspondem aos limites inferior e superior de 95% 

de confiança, sendo a largura da faixa entre os dois limites uma 

medida da incerteza nos parâmetros, que no caso é máxima para 
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parâmetros de Menor Significância como 0, 1 e 2, acontecendo o 

oposto para 3, 4 e 5 que têm as menores larguras de 95% de 

confiança, as Menores Variâncias (Fig. 6.3.2.3) e Menores Desvios 

Padrões (relativamente aos valores dos parâmetros estimados). 

 Fig. 6.3.2.6. Respostas Estimadas para SR % w/w Proteínas (%Proteins) com 

Limites a 95% de Confiança, Desvios Padrões e Observed Averages 

o Respostas estimadas de %Proteins correspondem ao Traçado em Preto 

enquanto as Abas Azul e Vermelha correspondem aos limites inferior e 

superior de 95% de confiança 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 confiança é, 

felizmente, uniformemente distribuída ao longo dos 9 pontos 

experimentais, sendo corroborado pela magnitude praticamente 

constante do Desvio Padrão de Respostas Estimadas em Traçado 

Vermelho (somadas às respectivas predições), da ordem de 10% a 

20% das Respostas Preditas. 

 Fig. 6.3.2.7. Projeção 3D do Elipsóide a 95% de Confiança da Tríade 3 ,4 ,5 

de Parâmetros Corretos da SR % w/w Proteínas (%Proteins)   

o O elipsoide 3D de 95% de confiança para a Tríade 3 , 4 , 5 o único 

mostrado (embora todas tríades tiveram elipsoides gerados), reflete a  

incerteza no conhecimento dos valores corretos destes parâmetros, 

todos estes considerados Relativamente Significantes nos Testes F de 

Significância na Fig. 6.3.2.10. Percebe-se que as incertezas – 

projeções em cada eixo da “cintura” do elipsoide 3D – não são 

abusivas para 543
ˆ,ˆ,ˆ   o que é corroborado pelo diagrama na Fig. 

6.3.2.5 que evidencia 3 , 4 , 5 como os de menor largura (width) da 

faixa de 95% de confiança e, portanto, aqueles cujas estimativas 

543
ˆ,ˆ,ˆ   detêm os menores Variâncias e Desvios Padrões como 

transparece nas Figs. 6.3.2.3 e 6.3.2.5. 

 Fig. 6.3.2.8. Histogramas de Resíduos Observed-Average e Observed-

Predicted para SR % w/w Proteínas (%Proteins) com PDF Normal (0,S2
Y) 



78 
 

o O Histograma de Resíduos em Azul, reflete a distribuição de resíduos 

Observed-Predicted que é quase simétrico e quase centrado para % 

w/w Proteínas. Todavia, tem maior número de resíduos de amplitude 

de 5 pontos percentuais à esquerda do Zero, o que reflete alguma falta 

de sintonia com o perfil simétrico da PDF Normal de Média Zero em 

Traçado Vermelho com Variância S2
Y. O leve desbalanceamento dos 

resíduos Observed-Predicted aqui, acarreta que há mais resíduos 

negativos (predições acima de Averages) do que negativos. 

 Fig. 6.3.2.9. Teste F do Modelo da SR % w/w Proteínas (%Proteins): Modelo 

Aceito. Valores Médios (Averages) Observados vs Respostas Preditas com 

Limites de 95% de Confiança e seus Desvios Padrões 

o O Teste F do Modelo SR confirma a Aceitação Estatística da SR para 

representar a massa de dados %Proteins destes cultivos I. galbana. 

 Fig. 6.3.2.10. Teste F de Significância de Parâmetros para SR % w/w 

Proteínas (%Proteins). Todos os Parâmetros estimados com grandes 

magnitudes, todos Relativamente Significantes ou de Baixa Significância para 

o desempenho desta SR, pois Não Cruzaram o Limite 6.6079 para garantir  

Significância Absoluta. Parâmetros 3 , 4 , 5 são os de Maior Significância 

estatística e são todos positivos e associados aos termos de O(2) da SR, o 

que implica em alta influência dos fatores P e N em % w/w Proteínas.  
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Figura 6.3.2.1. Observed Averages vs Predicted: % w/w Proteínas (%Proteins). 

 

 
Figura 6.3.2.2. SR % w/w Proteínas (%Proteins) vs CNaH2PO4 e CNaNO3 incluindo 

Superfícies Limites a 95% de Confiança e Observed Averages. 
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Figura 6.3.2.3. Matriz de Variâncias-Covariâncias 6X6 de Parâmetros Estimados 

para SR % w/w Proteínas (%Proteins). 
 

 
Figura 6.3.2.4. Matriz de Variâncias-Covariâncias 9X9 de Respostas Estimadas 

para SR % w/w Proteínas (%Proteins). 
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Figura 6.3.2.5. Parâmetros Estimados para SR % w/w Proteínas (%Proteins) com 

Limites a 95% de Confiança e seus Desvios Padrões. 
 

 
Figura 6.3.2.6. Respostas Estimadas para SR % w/w Proteínas (%Proteins) com 

Limites a 95% de Confiança, Desvios Padrões e Observed Averages. 
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Figura 6.3.2.7. Projeção 3D do Elipsoide a 95% de Confiança da Tríade 3 ,4 ,5  

de Parâmetros Corretos da SR % w/w Proteínas (%Proteins). 
 

 
Figura 6.3.2.8. Histograma de Resíduos Observed-Average e Observed-
Predicted para SR % w/w Proteínas (%Proteins) com PDF Normal (0,S2

Y).
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Figura 6.3.2.9. Teste F do Modelo da SR % w/w Proteínas (%Proteins): Modelo Aceito 

Valores Médios (Averages) Observados vs Respostas Preditas com Limites de 95% de Confiança e seus Desvios Padrões. 
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Figura 6.3.2.10. Teste F de Significância de Parâmetros para SR % w/w Proteínas (%Proteins). Todos os Parâmetros 

estimados com grandes magnitudes, Relativamente Significantes ou de Baixa Significância para o desempenho desta SR, 
pois Não Cruzaram o Limite 6.6079 para Significância Absoluta. 
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7. CONCLUSÃO 

 

 A microalga Isochrysis galbana se mostrou um microorganismo viável, capaz 

de se adaptar às condições nutricionais impostas nos cultivos. 

 A co-limitação de N e P foi favorável para a elevação do teor de lipídios na 

biomassa de I. galbana. Quanto à maximização da densidade 

celular/elevação do teor lipídico, os experimentos 2 (P:4mg/L; N:70mg/L) e 9 

(P:2,5mg/L; N:40mg/L) alcançaram os melhores valores de crescimento 

celular (3,3 x 106 células/mL), ambos contendo teor lipídico de 33% w/w. 

 Os experimentos com os valores mais elevados de N e P obtiveram os 

maiores %proteicos (exp.1: 60,3% w/w; exp 2: 57,1% w/w e exp 3: 56,9% 

w/w). Quanto à proporção densidade celular/teor de proteínas, o experimento 

2 (P:4mg/L; N:70mg/L) foi o que alcançou melhor comportamento. 

 Com relação à proporção densidade celular/produção de bioprodutos, 

assume-se enfim, que o experimento 2 apresentou a melhor desenvoltura 

quanto ao crescimento celular, teores lipídico e proteico. 

 O modelo SR Quadrático Completo para predição de Taxa Específica de 

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

   3NaNO24PO2NaH1 ClnF,ClnF  ) mostrou boa aderência aos dados, com 

baixa Variância Fundamental Estimada ( 00035115.02 YS com DFY=7 graus 

de liberdade) e Histograma de Resíduos Observed-Predicted quase 

equilibrado, unimodal. Este preditor quadrático completo pode ser útil para 

engenharia e otimização de cultivos I. galbana de grande porte.  

 O modelo SR Quadrático Completo para predição de % w/w Lipídios a partir 

dos Fatores Independentes de nutrientes P e N (

   3NaNO24PO2NaH1 ClnF,ClnF  ) mostrou aderência apenas modesta aos 

dados, com grande Variância Fundamental Estimada ( 9371.37S 2
Y   com 

DFY=5 graus de liberdade) e Histograma de Resíduos Observed-Predicted 

algo não balanceado, qualitativamente bimodal, quase simétrico e centrado 

no Zero, porém evidenciando leve tendência da SR para estimar % w/w 

Lipídios pessimisticamente, ou seja, abaixo do observado. A SR % w/w 

Lipídios também padece do “defeito congênito” de carregar os três primeiros 
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parâmetros Sem Significância ou Fracamente Significantes, o que sugere que 

a estrutura do preditor SR parece revelar que os Fatores P e N impactarão 

mais fortemente na Resposta % w/w Lipídios apenas se atuando em conjunto. 

Mesmo com estas mazelas, o preditor pode ser útil para engenharia e 

otimização de cultivos I. galbana de grande porte. 

 O modelo SR Quadrático Completo para predição de % w/w Proteínas a partir 

dos Fatores Independentes de nutrientes P e N(

   3NaNO24PO2NaH1 ClnF,ClnF  ) mostrou aderência limitada aos dados, 

com grande Variância Fundamental Estimada ( 9848.147S 2
Y   com DFY=5 

graus de liberdade) e Histograma de Resíduos Observed-Predicted quase 

balanceado, algo bimodal, levemente assimétrico, centrado no Zero, porém 

evidenciando leve tendência da SR para estimar % w/w Proteínas 

otimisticamente, ou seja, acima do observado. A SR % w/w Proteínas tem 

todos os parâmetros Relativamente Significantes, fortemente dominados por 

valores positivos dos parâmetros de O(2). Isto sugere que a estrutura do 

preditor SR reconhece forte impacto positivo de Fatores P e N na Resposta % 

w/w Lipídios, especialmente se atuando em conjunto. Mesmo com algumas 

limitações, o preditor SR para % w/w Proteínas pode ser útil para engenharia 

e otimização de cultivos I. galbana de grande porte. 

 Foram, portanto, construídos 03 preditores SR Quadráticos Completos para 

estimar impactos de Fatores Nutricionais P e N em Taxa Específica de 

Crescimento, % w/w Lipídios e % w/w Proteínas após 08 dias de cultivo com I. 

galbana. Estes preditores SR são consolidados na Tabela 7.1 juntamente 

com estimadores da Variância Fundamental do processo de experimentação-

calibração que os gerou. 
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Tabela 7.1. Preditores SR Quadráticos Completos para Respostas Taxa 
Específica de Crescimento, %w/w Lipídios, %w/w Proteínas com Fatores P & N 
em Cultivos I. galbana. 
 

Resposta 
Predita 

Fatores 
Independentes  

(C mg/L) 

Preditor SR  
Quadrático Completo 

S2
Y  

DFY 

Taxa 
Específica de 
Crescimento  

Y= (d-1) 

 4PO2NaH1 ClnF   

 3NaNO2 ClnF   

21

2

1

0638953.0

0356485.0

253914.0480479.0

FF

F

FY







 

00035115.02 YS  

DFY=7 

%w/w 
Lipídios 
Y=%Lipids 

(%) 

 4PO2NaH1 ClnF   

 3NaNO2 ClnF   

2
2

2
1

212

1

F90239.2F4335.12

FF29219.5F151.16

F3084.12951.11Y







 

9371.37S 2
Y   

DFY=5 

%w/w 
Proteínas 
Y=%Proteins 

(%) 

 4PO2NaH1 ClnF   

 3NaNO2 ClnF   

2
2

2
1

212

1

F46374.8F6284.24

FF8599.12F2404.53

F5028.576547.96Y







 

9848.147S 2
Y    

DFY=5 
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