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RESUMO - Neste trabalho foram estudadas alteracdes nos macronutrientes para melhorar o
rendimento de lipideos da microalga Desmodesmus sp.. Um grupo de fotobiorreatores tubulares de
500 ml, sob iluminagdo de luzes monocromaticas baseadas em led de cor vermelha, foi utilizado para
induzir melhor rendimento lipidico, devido a alteracdes nos macronutrientes nitrato de sodio e fosfato
de potassio. Além disso, o efeito das alteracfes dos macronutrientes foi avaliado em um planejamento
fatorial 32. A diminuicdo das quantidades de nitrato de sodio e fosfato de potassio com iluminancia
baseada em luz vermelha permitiu a obtencdo dos maiores rendimentos lipidicos em contraste com

uma baixa concentracao de biomassa.

INTRODUCAO

O planeta atualmente se encontra com 8
bilhGes de pessoas e ha uma estimava que esse
namero atinja a marca de 9,7 bilhdes em 2050
(Williamson et al. 2023). Esse aumento
populacional afeta diretamente as demandas
energéticas e alimentares, podendo causar o
esgotamento das reservas naturais e excessiva
emissao de gases causadores do efeito estufa.
No ano de 2020, uma porcentagem
considerdvel da energia mundial era
proveniente de fontes ndo renovaveis, sendo 0s
setores de transporte, industria e consumo
doméstico os principais emissores dos gases
dioxido de carbono e metano (Rame et al.
2023).

Diante da necessidade de um mundo
mais igualitario e sustentdvel, a Organizacao
das Nacbes UNIDAS (ONU) propbés Os
Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel
(ODS), que tém como foco a melhoria de vida
e protecdo do meio ambiente e clima, a nivel
global. Diversas estratégias estdo sendo

empregadas para erradicar a fome, tornar as
cidades mais sustentaveis e aumentar o uso de
energias limpas, por exemplo.

As  microalgas sdo  organismos
fotossintéticos e o seu cultivo se encaixa no
Objetivo das energias sustentaveis, se
destacando por sua alta capacidade de fixacéo
de carbono e maior eficiéncia de fotoconversao
da luz solar quando comparadas as fontes
vegetais terrestres, possivel cultivo em terras
improdutivas, despoluicdo de é&guas e
aproveitamento da biomassa para diversos
bioprodutos (Vuppaladadiyam et al. 2018;
(Yin et al., 2020).

Os  bioprodutos sdo  metabdlitos
responsaveis pela manutencdo celular que
incluem carboidratos, proteinas, lipideos e
pigmentos que podem ser utilizados nas
industrias alimenticia, farmacéutica e de
biocombustiveis (Gargouch et al. 2018; Weiss;
Schebek, 2020). Em ambientes de estresse, as
microalgas podem sofrer modificagdes
fisiolégicas que as levam a alterar a
composicao de sua biomassa e do seu conteudo
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metabolico. Tal caracteristica substancial tem
sido utilizada em muitos estudos que se
destinam ao aumento de um ou mais
metabdlitos de interesse para suas respectivas
aplicacdes (Yap et al. 2021).

Abordagens de estresse nutricional
celular sdo normalmente empregadas na
tentativa de aumentar a concentracdo de
bioprodutos, como a replecao/deplecéo
envolvendo nitrogénio e fosforo. Um estudo
conduzido por Chu et al. (2014) demonstrou
que a limitag&o de nitrogénio juntamente com
o fornecimento suficiente de fosforo estimulou
a producdo de 6leo em Scenedesmus obliquus.
A Desmodesmus sp. se destaca como uma
microalga oleaginosa, apresentando uma das
maiores taxas de produtividade lipidica
registradas na literatura, atingindo 302 mg L
por dia em condicBes otimizadas (Ho et al.
2014). Ao cultivarem Desmodesmus, Pan et al.
(2011) constataram uma produtividade de 16%
de conteudo lipidico na massa seca em
condicdes normais de cultivo, e apos 7 dias de
privacdo de nitrogénio, o conteldo lipidico
aumentou para mais de 50%.

Considerando a potencialidade de
aplicacOes, para que as microalgas atendam as
necessidades das demandas mundiais, é
importante maximizar o contetdo de seus
bioprodutos. Esta pesquisa teve como objetivo
avaliar o cultivo da microalga Desmodesmus
sp., com base num planejamento fatorial 32,
onde foram realizadas alteracbes nas
quantidades dos macronutrientes nitrato de
sodio (NaNO3) e fosfato de potassio (K.HPOy)
a fim de se obter uma melhoria no rendimento
lipidico.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no
Laboratorio de Engenharia de Bioprocessos —
LEB e no Laboratorio de Controle e Poluicéo
— LCP do Programa de Pds-Graduagdo em
Engenharia Quimica da Universidade Estadual
do Oeste do Parana (UNIOESTE), no campus
de Toledo — PR.

Cepa e meio de cultivo

A microalga Desmodesmus sp. foi
isolada e identificada por Schuelter et al.
(2019) por meio de microscopia Optica e

sequéncias de fragmentos genéticos. A
composicdo do meio mineral BG-11 esta
apresentada na Tabela 1. E um meio muito
utilizado para o desenvolvimento de algas
tanto em atmosfera natural ou enriquecida com
CO, e foi escolhido para o cultivo de
Desmodesmus sp. apds apresentar reposta
satisfatOria para o crescimento da microalga.

Tabela 1: Composi¢do do meio mineral

BG-11
Solucoes de Solucéo
macronutrientes Estoque (g 200
mL* de H20)
NaNO; 30,0
K,HPO, 0,8
MgS0,.7H,0 1,5
CaCl2.2H,0 0,72
Acido Citrico-H20 0,12
Citrato de Ferro e 0,12
Amonio
Na,EDTA-2H,0 0,02
Na>CO3 0,4
Solucdes de Concentracao
micronutrientes (g LY
H3BO3 2860
MnCl,.4H,0 1810
ZnS0,4.7H,0 222
Na,Mo00,.2H,0 390
CuS0,.5H,0 79
Co(NOs),.6H,0 49.4

Fonte: Utex (2023).

Fotobiorreator tubular vertical irradiado
por LED

A Desmodesmus sp. foi cultivada durante
dezesseis dias no mdbdulo experimental
ilustrado na Figura 1. A estrutura do médulo
irradiado por LED é composta por um sistema
de injecdo de ar e CO», quatro cdmaras com
capacidade de acomodagdo para até doze
provetas de 500 mL e dezesseis lampadas de
LED cada. Testes realizados anteriormente
apontaram a luz vermelha como a melhor
indutora de rendimento lipidico, de modo que,
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os cultivos realizados sob alteracdes de cargas
nutricionais ocorreram neste espectro de luz.

—1

(I) Entrada de ar e CO; introdugéo ou
coleta da amostra
(I) Saida de ar

T
] \'

Figura 1: llustracdo do modulo experimental
irradiado por LED utilizado para o cultivo de
Desmodesmus sp.

Concentracdo de Biomassa

A concentracdo de biomassa foi
determinada por um fator de correlacao entre a
concentragdo de biomassa e a sua respectiva
densidade Optica, sendo este fator utilizado
para converter a densidade Optica em
concentracdo de peso seco celular (Wagner et
al. 2016). A concentracdo foi obtida por
analise de regressdo entre a biomassa e leitura
optica em 687 nm (DO 687 = 0,252 g L) em
espectrofotdmetro  UV-VIS  (PerkinElmer,
modelo Lambda 35). A determinacdo da
biomassa em peso seco foi realizada em
triplicata de acordo com o método
gravimétrico descrito em Apha (1999)
modificado, sendo determinada pela Equacéo
1. Para isto, aferiu-se em balanca analitica
(Shimadzu), a massa (Mo) do microfiltro de
fibra de vidro GF6 (Macherey-Nagel, 6 pm de
porosidade) que foi previamente seco em
estufa de esterilizacdo e secagem (New Lab).
Filtrou-se 10 mL da cultura de microalga e o
microfiltro contendo a massa celular foi
novamente seco em estufa a 105 °C ateé peso
constante e armazenado em dessecador por 30
min, tendo, posteriormente, sua massa aferida
(Ms).

B = 22,1000 (1)
sendo B a concentracdo de biomassa (g L™);
Moe Ms (g) a massa inicial e final do filtro,
respectivamente e V o volume de amostra
filtrado (L).

Extracdo e quantificacio do teor de
lipideos

Para mensurar o teor lipidico, utilizou-se
a metodologia proposta por Bligh e Dyer
(1959), modificada por Chen et al. (2012). Os
ensaios consistiram na pesagem de 0,1g de
amostra de microalga seca (X), misturada a 5
mL de cloroférmio/metanol (1:2, v/v) que
permaneceu sob agitacdo a 65 °C por 1 hora em
incubadora shaker com agitacdo orbital
refrigerada (SL — 221 (SOLAB)). A mistura foi
centrifugada a 3500 rpm por 5 min. Coletou-se
0 sobrenadante e a biomassa residual foi
centrifugada mais duas vezes e juntou-se as trés
aliguotas de sobrenadante. Adicionou-se
cloroférmio e solucdo de cloreto de sodio 1%
de modo que o volume final resultasse na
proporcaol:1:0,9 (cloroférmio/metanol/cloreto
de sodio). A solucdo permaneceu em repouso
até separar as fases e entdo foi transferida para
um recipiente de massa conhecida (P1). As
amostras foram secas em estufa a 60 °C até peso
constante tendo o recipiente novamente sua
massa aferida (P2), e o teor de lipideos foi
determinado pela diferenca de massa entre P2 e
P1 relacionado a quantidade de biomassa seca
utilizada para a extragdo. O teor total de
lipideos foi calculado como uma porcentagem
do peso seco das microalgas, como mostra a
Equacéo 2:

(P2-P1)

Teor de lipideos = .100 (2

sendo P1 a massa do recipiente vazio (g); P2 a
massa do recipiente com a amostra apos
secagem (g) e X a quantidade de biomassa seca
utilizada (g).

Avaliacéo de diferentes concentragdes dos
macronutrientes nitrato de sddio e fosfato
de potéssio

Dentre 0s macronutrientes do meio
mineral BG-11, NaNOz e K;HPOs; sdo
variaveis principais que poderiam,
hipoteticamente, influenciar nas mudancas de
producdo de subprodutos. Nesse sentido,
construiu-se um planejamento experimental
fatorial 32 para avaliar os efeitos de diferentes
concentragbes de macronutrientes sobre a
biossintese de bioprodutos de Desmodesmus
sp.. Investigou-se a influéncia das variaveis
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independentes NaNO3z K.HPO4 em diferentes
niveis: superior (+1), médio (0) e inferior (-1)
sobre a variavel dependente lipideos. Os
valores das varidveis independentes estdo
apresentados na Tabela 2 e foram definidos por
testes preliminares, tendo como referencial
utilizado para determinacdo dos niveis a
composi¢cdo do meio mineral BG-11 (Tabela
1), de modo que, o nivel zero foi sua
formulagdo original, e 0s niveis superiores e
inferiores foram variac6es dessa formulacéo.

Tabela 2: Concentracdes das variaveis
independentes estudadas e niveis de variagdo

Nivel (-1) Nivel (0) Nivel (+1)
Solucéo Solucéo Solucéo
Estoque Estoque Estoque
Variaveis (g 200 (g 200 (g 200
mL! de mL* de mL* de
H20) H20) H20)
(NaNO3) 5 30 55
(K2HPO,) 0,2 0,8 14

Os planejamentos foram definidos por
doze experimentos executados de forma
aleatoria, onde as duas variaveis independentes
variaram em um fatorial 32, sendo trés
experimentos realizados no ponto central,
conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3: Matriz do planejamento
experimental fatorial 32

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

Nota: N - Nitrato de sodio (NaNOs): F - Fosfato de
potassio (K2:HPQ.); Ponto Central (PC).

A significancia estatistica do modelo
ajustado aos dados experimentais foi avaliada
com o auxilio do Software Statistica pelo teste
F ao nivel de 10%. A qualidade do ajuste foi
verificada pelo coeficiente de determinagéo
(R?), pelo coeficiente de determinagéo

ajustado (R%just) € pela analise grafica dos
residuos: distribuicdo da probabilidade normal
dos residuos; residuos em funcéo dos valores
preditos; valores observados em funcdo dos
valores preditos e residuos em funcdo do
nimero do ensaio experimental. Os doze
experimentos foram realizados no modulo
experimental irradiado por LED vermelho, em
reatores de 500 mL durante dezesseis dias sob
iluminac&o de 110 umol m~2 s7%, pH inicial de
7,7, temperatura de 27 °C e bombeamento de
ar enriquecido com 3% de CO2 a uma vazdo de
1,4 L min™,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Concentracdo de biomassa

Em geral, os experimentos (E) limitados
nutricionalmente por nitrato de sédio (N) e
fosfato de potéssio (F) apresentaram menor
concentracdo de biomassa quando comparados
aos experimentos realizados em condigdes
repletas destes nutrientes ou em formulacdes
originais do meio mineral BG-11. A
concentracdo  de  biomassa  estimada
diariamente a partir da densidade Optica
durante dezesseis dias estd apresentada na

Figura 2.
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Nota: Entre parénteses estdo apresentadas as quantidades
(g) de nitrato de sodio (N) e fosfato de potassio (F) usadas
em cada experimento.

Figura 2: Concentracdo de
Desmodesmus  sp. com
nutricionais

biomassa de
diferentes  cargas

Pancha et al. (2014), -cultivaram
Scenedesmus sp. CCNM 1077 e constataram
reducdo de 30% do teor de biomassa apos 9
dias de privacdo de nitrato em comparacao
com o controle (32,01 mgLd?), indicando
que a falta de nitrogénio retardou a atividade
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metabolica e a divisdo celular por parte da
microalga. Goiris et al.,, (2015), também
observaram este efeito no rendimento final de
biomassa em culturas de Phaeodactylum
tricornutum, Tetraselmis suecica e Chlorella
vulgaris. Na cultura de P. tricornutum houve
queda na quantidade celular devido a limitacéo
de nitrogénio e fdsforo; na culturade T.
suecica 0 volume celular diminuiu em
resposta a limitacdo de ambos os elementos,
entretanto, a quantidade celular ndo foi
afetada; para a cultura de C. vulgaris, a
limitacdo de fdsforo ocasionou reducdo da
quantidade de células, enquanto a limitacdo de
nitrogénio resultou em diminui¢bes na
quantidade e no volume celular.

Teor lipidico

Células mantidas sob limitacdo de
nitrogénio extracelular tem a quantidade de
triacilglicerdis (TAGS) aumentada, todavia,
essa limitacdo ocasiona interrup¢do no
crescimento celular, de modo que, 0 aumento
da biomassa passa a depender do acumulo de
reservas intracelulares de nitrogénio (Johnson;
Alric, 2013). O fosforo se divide nas células
microalgais de diferentes formas, por exemplo,
0 polifosfato auxilia no crescimento celular
quando o meio fica desprovido de fosforo,
atuando como um elemento reserva e de fonte
de energia. A biomassa utilizada na analise de
lipideos foi coletada no décimo sexto dia de
cultivo e ao analisar a Figura 3 é possivel
verificar que o maior rendimento lipidico
pertenceu ao Experimento 1 (E.1 — N5, F0,2)
atingindo 43,86%, cuja formulacdo do meio se
constituiu dos niveis inferiores de N e F. Chu
et al. (2014) conduziram um estudo com
Scenedesmus obliquus avaliando o efeito do
fésforo na producdo de 6leo em condicGes de
estresse por deficiéncia de nitrogénio; a
produtividade lipidica de S. obliquus na
condicdo de nitrogénio deficiente e fdsforo
suficiente duplicou em comparagao com niveis
suficientes de ambos os nutrientes, atingindo
24,2 mgL'dl. Pozzobon et al. (2020)
cultivaram Desmodesmus sp. em meio B3N e
identificaram os acidos oleico e linoleico como
sendo os lipideos de armazenamento desta

cepa, pois, a deficiéncia de nitrogénio
favoreceu suas producoes.
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potéssio (F) usadas em cada experimento.

Figura 3: Concentracdo de biomassa e rendimento

lipidico de Desmodesmus sp. no décimo sexto dia

de cultivo para os doze experimentos realizados
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Efeitos da composicdo do meio de cultivo
sobre a producéo de lipideos

Os efeitos das variagbes nas
concentracdes de nitrato de sodio (N) e fosfato
de potassio (F) no meio BG-11 em relacdo a
producdo de lipideos foram estimados ao nivel
de 10%, levando em consideracdo a producéo
lipidica de Desmodesmus sp. no décimo sexto
dia de cultivo. A representatividade dos efeitos
significativos (p-valor <0,1) dentro da regido
experimental foi averiguada pela anélise de
variancia — ANOVA. A relevancia dos efeitos
significativos (p-valor <0,1) é apresentada na
Figura 4 pelo grafico de Pareto, apontando que
as variagdes das concentragdes dos elementos
nutricionais realizadas no presente estudo
mostraram-se favoraveis para a producdo de
lipideos da microalga Desmodesmus sp.. Nota-
se que o fator nitrato de sodio linear ((1)N(L))
foi o que apresentou maior interferéncia,
seguido pelo fator fosfato de potassio linear
((2)F(L)), indicando que as concentragdes de
ambos os nutrientes devem ser diminuidas.
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F(Q) l-:.3:9
1L;2Q :l-l 051
1Q:2L :l 1.046

p-valor=0,1

Figura 4: Pareto dos efeitos linear (L), quadratico
(Q) e de interagbes (L;Q) das variaveis N e F sobre
o rendimento lipidico da microalga Desmodesmus

sp.

A Tabela 4 apresenta a analise de
variancia (ANOVA) aplicada as fontes de
variacdo e ajuste do modelo aos dados
experimentais, o nitrato de sodio foi o maior
responsavel pelo aumento do rendimento
lipidico de acordo com o valor da soma dos
quadrados (SQ = 68), seguido pelo fosfato de
potassio (SQ = 36).

Tabela 1 — ANOVA dos fatores de variacao e
do modelo de regressao ajustado aos dados de
rendimento lipidico obtidos no cultivo de
Desmodesmus sp.

Fator G.L SQ QM Feaic p-
valor
(DN(L) 1 68,42 | 68,42 | 28,27 | 0,01
N(Q) 1 13,14 | 13,14 | 5,43 0,10
(2)F(L) 1 35,94 | 35,94 | 14,85 | 0,03
F(Q) 1 13,12 | 13,12 | 5,42 0,10
1L;2Q 1 2,67 2,67 | 1,10 0,37
1Q;2L 1 2,65 2,65 | 1,09 0,37
Regresséo | 6 135,97 | 22,66 | 12,67 0
Falta de 2 1,68 0,84 | 0,34 0,73
ajuste
Erro puro 3 7,25 2,41 - -
Residuo 5 8,94 1,78 - -
Total 11 | 14491 - - -

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

Durante o processo de ajuste do modelo
de regresséo, alguns efeitos ndo significativos
(p-valor <0,1) foram excluidos conforme o
critério de melhor coeficiente de determinacéo

ajustado (R%just), porém, alguns efeitos néo
significativos permaneceram, pois foram
fundamentais para descrever 0 processo.
Considerou-se apenas as simulagdes que
atendiam aos pressupostos: normalidade,
homoscedasticidade, independéncia e
aleatoriedade dos residuos para a avaliacdo da
qualidade do ajuste, considerando a boa
correlacdo entre os valores preditos e
observados, de acordo com o coeficiente de
determinacéo (R?).

O rendimento lipidico de Desmodesmus
sp. pode ser estimado pela Equacdo 3.

Yiipideos (%) = 48,94 — 0,34x; —
14,25x, + 6,32x3 3)

O modelo de regressdo foi validado

pelo teste F (Fcalc = 12,67) ao nivel de 10%.
Pela distribuicdo de F, o modelo apresentou
representatividade estatistica significativa (p-
valor = 0,006), segundo os graus de liberdade

da regressdao e do residuo do ajuste (Ftab

(90%:6:5) = 3,40). A variabilidade experimental
do rendimento lipidico obtida no décimo sexto
dia de cultivo foi bem representada pelo
modelo (R%just. = 0,87). A variabilidade dos
dados lipidicos que ndo pode ser explicada pela
regressao foi <1%, apresentando falta de ajuste
néo significativo (p-valor ~ 0,731). De acordo
com os dados obtidos no planejamento, o erro
devido as flutuacBes aleatdrias representou
8,29% (erro puro = 2,41).

O contorno de resposta ilustrado na
Figura 5 foi simulado pelo ajuste do modelo de
regressdo (Equacdo 3) variando-se as
concentracdes de N e F dentro da faixa de
experimentacao do planejamento experimental
fatorial 32. O maior rendimento lipidico da
microalga Desmodesmus sp. nas condigdes
experimentais realizadas, é predito em meio
BG-11 com aproximadamente 2 g de N e
aproximadamente 0,05 g de F.
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Figura 5: Contorno da resposta rendimento
lipidico (%) de Desmodesmus sp. obtida por
meio das variacdes de nitrato de sodio e
fosfato de potéssio

CONSIDERACOES FINAIS

A microalga Desmodesmus sp. foi
avaliada quanto ao seu crescimento em
biomassa e producéo de lipideos a partir do seu
cultivo em meio mineral BG-11 por dezesseis
dias em diferentes concentracbes e
combinagdes dos macronutrientes nitrato de
sodio e fosfato de potassio. Os resultados deste
estudo apontam que as alteracbes na
composicdo do meio causaram uma forte
disposicdo para produzir lipideos sob uma
acentuada falta de macronutrientes.
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