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O crescente interesse no estudo do cultivo de microalgas tem sido realizado visando a producdo de biomassa
tanto para uso na elaboracdo de alimentos quanto para a obtencdo de compostos bioativos e medicinais com
alto valor no mercado mundial. Estes sdo empregados especialmente no desenvolvimento de alimentos
funcionais, por suas propriedades nutricionais e farmacéuticas. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
concentragéo das fontes de carbono (glicose, CsH120s) € nitrogénio (N-NOs) no crescimento heterotréfico e na
produtmdade lipidica da microalga Chlorella homosphaera. O planejamento fatorial fracionario utilizado foi do
tipo 3?0 qual totaliza 9 combinagbes, das quais foram utilizadas apenas 5 comblnagoes sendo uma delas em
trlpllcata Os fatores de estudo foram as concentragbes de glicose (5, 10 e 15 g.L” ) e de N-NO; (82,5; 165 e
247,5 mg.L’ ) e as respostas analisadas foram as concentragdes de lipideos totais e de biomassa. O cultivo
realizado com 54 L de glicose e 247,5 mg. L' de N- N03 foi o que apresentou maior produgcédo de biomassa
(1,22 g.L ) e maior produtividade lipidica (13,07 mg. L'.d ), com predominancia dos acidos graxos palmitico
(C16:0 - 23,6 %p/p) e linoléico (C18:1n9 - 22,4 %p/p). A interacdo entre a concentracao de glicose e de N-NOs
influenciou significativamente as respostas concentracdo de lipideos totais e a concentragdo maxima de
biomassa. A microalga em estudo produziu a maior concentragdo de lipideos quando cultivada com a menor
concentragéo de glicose associada a maior concentragao de nitrogénio do planejamento experimental, o que é
muito promissor para a industria.

Palavras-chave: Chlorella homosphaera, 6leo de microalga, glicose, nitrogénio, batelada alimentada.

Pires Ferreira, Shana; Jorge Alberto Vieira Costa (2017) Lipid content and Chlorella homosphaera biomass
grown under heterotrophic conditions and different carbon and nitrogen concentrations. Rev. Fac. Agron. Vol
116 (1): 19-28.

The increasing interest in the study of microalgae cultivation has been oriented to biomass production in order to
use it in food preparation, as well as in bioactive compounds with high medicinal value in the world markets. They
are especially used in functional food development, owing to their nutritional and pharmaceutical properties. The
aim of this study was to evaluate the effect of different concentrations of the carbon source (glucose) and nitrogen
source (N-NO3) in heterotrophic growth and lipid productivity of microalga Chlorella homosphaera. The fractional
factorial design used was of type 3 which offers 9 combinations, only 5 were used and one of them in triplicate.
The factors were glucose (5, 10 and 15 g.L 1) and N-NOs (82.5; 165 and 247.5 mg.L ) concentratlons and the
response varlables were the total lipid and the biomass concentratlons The treatment with 5 g. L" of glucose and
247.5 mg L™ of N-NOs showed the highest biomass yield (1.22 g.L” ) and the highest lipid productivity (13.07
mg. L'd ), predominantly composed of palmitic (C16:0 - 23.6 %w/w) and linoleic (C18:1n9 - 22.4 %w/w) fatty
acids. The interaction between the concentration of glucose and N-NO3 concentration influenced significantly the
responses of total lipids and the maximum concentration of biomass. The microalga studied produced a higher
concentration of lipids when grown with the lowest concentration of glucose associated with a higher
concentration of nitrogen experimental design, which is very promising at the industrial.
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INTRODUGAO

O acumulo de lipideos pelas microalgas a fim de
fornecer recursos alternativos na obtengdo de matéria
oleosa é uma area de pesquisa que estda chamando
atengdo para produgdo de biodiesel, bem como para
obtencdo de acidos graxos poli-insaturados para
nutricio humana, devido a sua alta eficiéncia de
producdo e menor demanda de terras agricolas
(Heredia-Arroyo et al., 2010).

Nas microalgas, o armazenamento de material oleoso
ocorre no meio intracelular, e a concentragcéo varia de
acordo com a cepa e condi¢gdes de crescimento. Ha
muitos fatores nutricionais e ambientais que controlam
o crescimento celular e a biossintese de bioprodutos,
como por exemplo de lipideos (Heredia-Arroyo et al.,
2010; Huang et al., 2010). Dentre estes fatores estao as
fontes de carbono inorgénico e organico (Morais &
Costa, 2007; Perez-Garcia et al., 2011), concentragbes
de nitrogénio (Aslan & Kapdan, 2006), salinidade
(Alyabyev et al., 2007), temperatura, pH, velocidade de
agitagdo, oxigénio dissolvido (Heredia-Arroyo et al.,
2010), etc. Além destes, a relagdo C/N também é
importante pois influencia no conteudo lipidico
armazenado nas células microalgais (Heredia-Arroyo et
al., 2010).

Uma alternativa para aumentar a produtividade lipidica
e de biomassa é o cultivo heterotréfico, no qual é
realizado na auséncia de luz e por isso torna-se
necessario a utilizagdo de compostos organicos, como
fonte de carbono e energia, para o crescimento celular
dentre outras fungdes celulares (Perez-Garcia et al.,
2011). Este aumento drastico de lipideos e de
biomassa € importante para diminuir o custo de
producdo em relagdo aos cultivos autotréficos. Por este
motivo, a selegcdo de cepas de microalgas e otimizagao
de seus crescimentos para produgédo de biomassa e de
lipideos, por meio do cultivo heterotréfico tém
despertado interesse de varios pesquisadores (Liang et
al., 2009; Perez-Garcia et al., 2011; Isleten-Hosoglu et
al., 2012).

As fontes de carbono s&o os elementos mais
importantes no cultivo heterotréfico de microalgas para
produgdo de lipideos. Segundo Wu et al., (1994) a
microalga Chlorella protothecoides quando cultivada de
modo heterotréfico utilizando acetato, glicose ou outros
compostos organicos como fonte de carbono, produziu
elevada concentracédo de biomassa, bem como de
lipideos. Além disso, microalgas heterotroficas podem
utilizar outras fontes de carbono tal como etanol,
glicerol e frutose dependendo da espécie (Yokochi et
al., 1998). Além do carbono, o nitrogénio é
quantitativamente o elemento mais importante que
contribui para a matéria seca de células de microalgas,
o que representa de 1 a 10 % do peso seco. Isso exclui
as diatomaceas, onde o silicio desempenha papel mais
importante do que o nitrogénio (Martin-Jezequel et al.,
2000). Segundo Richmond (2004) as microalgas
tendem a fazer reservas de energia, tal como o
acumulo de lipideos, quando encontram-se em meio
com limitagdo da fonte nitrogenada, com excegdo da
microalga Dunaniella (Borowitzka e Borowitzka, 1988).
Conforme mencionam estes autores, a auséncia e/ou
limitagdo de nitrogénio no meio de cultivo propicia a
obtencdo de lipideos neutros. Além disso, os valores
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limitantes de nitrogénio variam de acordo com género,
espécie e até mesmo cepa de microalga.

De acordo com Wu et al. (1994), algumas espécies de
Chlorella tém a capacidade de crescer em ambiente
fotoautotrofico ou heterotréfico, como por exemplo, a
Chlorella protothecoides. Xu et al. (2006) cultivaram
esta microalga nos dois modos, autotréfico e
heterotroéfico, e o conteudo de lipideos foi de 14,57 % e
55,20 %, respectivamente.

Os resultados de diferentes pesquisadores desde 2006
até a atualidade mostram que o cultivo heterotréfico
propicia maior acumulo de lipideos nas células de
microalgas quando comparados com os cultivos
realizados na presenca de luz. No entanto, deve-se
alterar as condi¢bes de cultivo quando deseja-se obter
maior concentracdo de acidos graxos saturados, para
producdo de biodiesel, ou de acidos graxos poli-
insaturados, quando a intengdo ¢ utiliza-los em
alimentos funcionais. Sabendo-se que a microalga do
género Chlorella (Div. Chlorophyta) € excelente
produtora de lipideos quando se trata de cultivo em
modo heterotréfico e tem sido extensivamente estudada
mostrando grande potencial para a producdo de
lipideos (Liang et al., 2009; Shen et al., 2010; O’Grady
& Morgan, 2011), decidiu-se escolher a microalga
Chlorella homosphaera do banco de cepas do
Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG) para
realizar o estudo.

Tendo-se em vista que, em cultivos realizados na
auséncia de luz, a fonte de carbono é determinante
para o desenvolvimento da microalga e consequente
producdo de bioprodutos e a redugdo da fonte
nitrogenada influencia na produgdo de lipideos, o
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
concentragdo das fontes de carbono (glicose) e de
nitrogénio (N-NOs) no crescimento de biomassa e na
produtividade lipidica da microalga  Chlorella
homosphaera em condi¢des heterotroficas.

MATERIAL E METODOS

Micro-organismo e meio de cultivo

A microalga utilizada neste estudo foi Mychonastes
homosphaera (Krienitz et al., 2011; Costa et al., 2006),
pertencente a Colegdo de culturas do Laboratério de
Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG) registrada com o nome, sinénimo, de
Chlorella homosphaera. A microalga foi mantida e
cultivada em Meio BG11 (Rippka et al., 1979).

Condigoes de cultivo

Anteriormente a realizagado dos experimentos, o indculo
foi colocado em estufa termostatizada a 30 °C com
fotoperiodo de 12 h claro/escuro, iluminancia de 2500
lux fornecida por ldmpadas fluorescentes de 40 W tipo
luz do dia e circulagcdo de ar estéril, para aumentar a
concentragdo celular. Posteriormente, foi realizado
acompanhamento em microscopio a fim de constatar se
havia somente a microalga de interesse para os
cultivos. Logo a seguir, as microalgas foram adaptadas
a condigdo dos experimentos. O término da adaptagao
foi considerado o momento em que a microalga
consumiu totalmente a glicose, o que variou conforme
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concentracdo da fonte de carbono. A adaptagédo dos
ensaios realizados com 5, 10 e 15 g.L'1 de glicose
chegaram ao fim em 1, 2 e 3 dias, respectivamente.
Sendo assim, os experimentos foram iniciados logo
apos o periodo de adaptagao da microalga a glicose em
que a microalga foi cultivada nas concentracdes de
glicose e nitrogénio selecionadas.

Delineamento experimental

Para o estudo foi realizado um Planejamento Fatorial
Fracionario 3%, totalizando nove combinagdes possiveis,
porém realizou-se cinco combinag¢des onde uma delas
fez-se trés repeticbes As variaveis estudadas foram
concentragdo de glicose (Xi) (5, 10 e 15 g.L'1) e
concentracéo de N-NO3 (X2) (82,5; 165 e 247,5 mg.L'1),
conforme mostra a Tabela 1. As respostas analisadas
foram concentragdo de lipideos totais e concentragéo
celular maxima (Xmax). Os niveis propostos para cada
variavel foram baseados em ensaios preliminares
(dados ndo mostrados). Assumido que a normalidade e
homogeneidade de variancias foram verificados, o teste
estatistico foi seguido por analise de regressédo e
ANOVA. Posteriormente, foi possivel calcular os
modelos codificados (Equagbes 1 e 2) que descrevem
as superficies de resposta da concentragdo de lipideos
totais (Figura 2) e da concentragdo maxima de
biomassa (Figura 3). O efeito das variaveis estudadas
sobre as respostas foi analisado estatisticamente com
nivel de significancia de 90 % (p=<0,10).

(1) Lipideos totais = 8,53 + 1,33. Xz — 1,25.X41.X2
(2) Biomassa maxima = 0,85 — 0,16.X1.X2

Os cultivos foram realizados em modo heterotréfico
utilizando glicose como fonte de carbono e energia. A
adigado de glicose aos cultivos foi realizada diariamente
em modo batelada alimentada na proporgao de 1/10 da
concentragéo total de glicose (conforme delineamento
experimental) durante 10 dias de experimento. Os
cultivos foram realizados em agitador orbital
(INNOVA®44, USA) a 150 rpm e 30 °C utilizando
biorreatores fechados de 2 L com volume util de 1,6 L.
A concentragao inicial da biomassa foi 0,15 g.L'1. Ao
final dos cultivos, as amostras foram centrifugadas e
posteriormente liofilizadas.

Determinagées analiticas

A amostragem dos cultivos foi realizada a cada 24 h.
Amostras foram coletadas assepticamente para
determinacao da concentragéo celular, obtida por meio
da anadlise de densidade otica a 670 nm em
espectrofotdbmetro (Femto Plus 700, Brasil) com auxilio
de curva de calibragao pré-determinada.

A concentragdo de glicose foi determinada no meio de
cultivo a cada 24 h utlizando kit enzimatico
colorimétrico  (Doles, Brasil), com leitura em
absorvancia a 510 nm e conversdo a concentragao de
glicose por curva de calibragao.
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O pH das culturas foi determinado diariamente
utilizando pHmetro digital (Quimis Q400HM, Brasil).

A concentragdo de nitrogénio foi determinada
diariamente no meio de cultivo utilizando método
colorimétrico proposto por Cataldo et al., (1975).

Quantificacdo de lipideos totais e perfil de acidos
graxos

Para a quantificacdo de lipideos totais foi utilizada a
metodologia proposta por Folch et al. (1957) com etapa
prévia de rompimento da parede celular através de
banho ultrassénico. A fragdo lipidica foi esterificada
para obtengdo dos metil ésteres dos acidos graxos,
segundo metodologia adaptada de Metcalfe et al.
(1966).

A determinagdo de acidos graxos foi realizada em
Cromatografo Gasoso Varian 3400CX, equipado com
detector de ionizagdo de chama e coluna ZB-WAX com
30 m de comprimento, 0,32 mm de diametro interno e
0,25 pm de filme. O gas de arraste foi hidrogénio a 0,5
mL.min”". As temperaturas do injetor e do detector
foram 250 e 300 °C, respectivamente. A temperatura
inicial da coluna foi 40 °C aumentando 6 °C.min™" até
100 °C permanecendo 1 min, apés a 160 °C
permanecendo 5 min e a 230 °C permanecendo 10 min.
Os acidos graxos foram identificados pela comparagao
dos tempos de retengdo com padrdes de acidos graxos
(Sigma Supelco; Belle-fonte, EUA) e quantificados por
normalizagéo de areas.

Produtividade lipidica

A produtividade lipidica dos diferentes ensaios foi
calculada levando-se em consideragdo a concentragao
celular de cada experimento, concentragao de lipideos
do inéculo de onde partiram os experimentos e ao final
dos 10 dias de cultivo, e o tempo de cultivo.

A produtividade lipidica foi calculada através da
Equacéo 3.
X, -X,
3 P=———
(3) t, —t
s 0
Onde:

Xf = concentragdo celular final * concentrag&o lipidica
inicial (mgip. L);

Xl. = concentragao celular inicial * concentragao
lipidica final (mgip. L™);

tf = tempo final (d'1);

t, = tempo inicial @".

Fatores de conversao

O célculo dos fatores de conversdo Ypsst (glicose em
lipideos), Ypss2 (nitrogénio em lipideos), Yxs1 (glicose
em biomassa) e Yxsz (nitrogénio em biomassa) foi
realizado com base nas Equagbes 4 e 5,
respectivamente.
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Onde:
P-= produto, no caso, lipideos;
S = substrato. S, = glicose e S, = nitrogénio;

X = biomassa.

A concentragdo celular inicial de lipideos (PO), foi

considerada aquela obtida do indéculo de C.
homosphaera, de onde partiram os experimentos do
delineamento experimental. A quantificagdo dos
lipideos totais do indculo foi realizada mediante
metodologia proposta por Folch et al. (1957), obtendo-
se um valor de 3,17 %p/p.

A concentragao inicial de glicose (s, ) foi considerada

igual a concentracdo total de glicose adicionada no
cultivo (5, 10 ou 15 g.L'1), mesmo que a adicdo de
glicose tenha sido realizada em batelada alimentada na
proporgéo de 1/10 da concentragao total.

RESULTADOS

A microalga C. homosphaera apresentou
comportamento diferenciado com relagdo a produgao
de biomassa e consumo de glicose e nitrogénio nos
diferentes ensaios. A Figura 1 mostra as curvas de
crescimento da microalga Chlorella homosphaera em
fungdo da concentragdo de nitrogénio e glicose
consumida ao longo dos 10 dias de cultivo, nos
diferentes experimentos realizados. A microalga
consumiu toda a glicose nos ensaios 1, 3, 5, 6 e 7 do
planejamento experimental, os quais correspondem a
menor concentracdo de glicose (5 g.L'1) adicionada
(ensaios 1 e 3) e a concentragao intermediaria (10 g.L'1)
(ensaios 5, 6 e 7). O consumo total de nitrogénio do
meio de cultivo foi observado somente no 3° dia de
experimento dos ensaios 5,6 e 7.

Nota-se, para os ensaios 1, 3, 5,6 e 7, que a microalga
foi se multiplicando a medida em que foi consumida a
glicose. O maior crescimento celular (1,22 g.L'1) € maior
conteudo lipidico (11,70 %p/p) foram observados no
ensaio 3 (Tabela 1), quando a microalga utilizou como
substrato a menor concentragdo de glicose testada (5
g.L'1). A microalga consumiu 64 % do nitrogénio e 100
% da glicose disponibilizados para manter suas fungdes
celulares e crescer.

Os ensaios 1, 2, 3 e 4 apresentaram nitrogénio
disponivel para a microalga C. homosphaera até o
décimo dia de cultivo, porém em concentragdes
diferentes. No ensaio 1 é possivel notar que a medida
em que a microalga consome nitrogénio sua
concentragdo celular aumenta, porém, a concentragao
de lipideos ao final deste ensaio foi de 5,94 %p/p
(Tabela 1), a menor de todos os ensaios do
planejamento fatorial.
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No terceiro dia de experimento, quando a microalga C.
homosphaera foi cultivada nas condigbes dos ensaios
5, 6 e 7, a concentra?éo de biomassa foi de
aproximadamente 0,40 g.L~ (Figura 1). Posteriormente,
a microalga continuou se multiplicando (fase
exponencial), atingindo 0,77 g.L'1, mostrando um
incremento de 0,37 g.L'1 apos cessar a fonte de
nitrogénio.

Os ensaios 2 e 4 apresentaram fase estacionaria de
crescimento celular e acimulo de glicose no meio de
cultivo a partir do 4° e 3° dias, respectivamente. O
crescimento celular maximo foi de 0,93 e 0,77 g.L'1
(Tabela 1) com consumo de nitrogénio de 61 e 49 % e
producdo de lipideos de 9,54 e 9,70 %p/p (Tabela 1)
para os ensaios 2 e 4, respectivamente.

A Tabela 2 apresenta os fatores de conversdo de
substrato em produto (Yps) e de substrato em célula
(Yxis). Da andlise da referida tabela & possivel verificar
que a conversao de glicose em lipideos ocorreu no
experimento 3 (Yps1 = 0,0261). Com relagdo ao
substrato nitrogénio, a maior conversdo deste em
lipideos deu-se nos experimentos 2 (Ypis2 = 1,6459) e 4
(YP/52= 1,1838).

No experimento 2, além da maior conversdo de
nitrogénio em lipideo observa-se também a maior
conversao de nitrogénio em biomassa (Yxs2 = 15,29).
No experimento 3, além de haver a maior converséo de
glicose em lipideos também ha maior conversdo de
glicose em biomassa (Yx/s1= 0,21).

Nos experimentos 2 e 4, o substrato glicose nao foi
consumido completamente pela microalga C.
homosphaera. O mesmo ¢é observado nos
experimentos 1, 2, 3 e 4 com relagdo ao substrato
nitrogénio.

A Tabela 3 apresenta o perfil cromatografico da
microalga C. homosphaera cultivada na condicdo de
menor concentragdo da fonte de carbono e maior
concentragdo da fonte de nitrogénio. Neste perfil é
possivel verificar que o acido palmitico (C16:0),
apareceu em maior concentracao (23,6 %p/p) dentre os
acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-
insaturados. Dentre os acidos graxos monoinsaturados,
o acido oléico (C18:1n9), apareceu na concentragao de
22,4 %plp.

Os acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa,

acido cis-5,8,11,14,17-eicosapentaendico (C20:5n3)
(EPA, C20:5n3) e acido cis-4,7,10,13,16,19-
docosahexaendico  (C22:6n3)  (DHA, C22:6n3)

apareceram em menores concentragdes, 0,4 e 0,3
%p/p, respectivamente.

Analisando-se os dados de concentragdo de lipideos
totais segundo metodologia estatistica (Tabela 4), foi
possivel verificar que houve efeito significativo (p<0,10)
da variavel concentragdo de N-NOs e de sua interagédo
com a concentracdo de glicose. A interacdo entre as
variaveis foi considerada significativa (p=0,1022), uma
vez que o valor de p estd muito perto do limite de
aceitagdo, se distanciando apenas na terceira casa
decimal.

No calculo da analise de variancia (ANOVA) dos
resultados obtidos para a concentragdo de lipideos
totais os parametros estatisticamente nao significativos
foram incorporados aos residuos. Além disso, com
excecdo da concentragcdo de (glicose, as outras
variaveis foram significativas a um nivel de confianga
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Tabela 1. Concentragdo maxima de biomassa, concentragdo de lipideos totais e produtividade lipidica.

. Glicose N-NO3  Xmax Lipideos Produtmdade L|p|d|ca
Bxperiment L") (mgl’) (@L)  (%plp) (mg.L"d")
1 5 82,5 0,75  5,94%1,04 3,98
2 15 82,5 0,93  9,54%1,09 8,40
3 5 2475 1,22 11,1040,46 13,07
4 15 2475 0,77  9,70+0,39 6,99
5 10 165,0 0,74  7,76+0,19 5,27
6 10 165,0 0,81 7,24+0,35 5,03
7 10 165,0 0,75  8,43%+1,24 5,85

Tabela 2. Fatores de conversao calculados para os diferentes experimentos do planejamento fatorial. Referéncias: Yp/s1:
fator de converséo de glicose em lipideos; Ypsso: fator de conversédo de nitrogénio em lipideos; Yxss1: fator de conversao
de glicose em biomassa; Yxsso- fator de conversao de nitrogénio em biomassa; S1. concentragdo de glicose (g.L ) Sa:
concentragéo de nitrogénio (9.L ! ).

. Fatores de Converséo
Experimento

Yepist Yris2 Yxis1 Yxis2
1 0,0079 0,7949 0,12 12,00
2 0,0082 1,6459 0,08 15,29
3 0,0261 0,9331 0,21 7,64
4 0,0073 1,1838 0,07 10,51
5 0,0052 0,6420 0,06 7,20
6 0,0050 0,6053 0,06 7,35
7 0,0058 0,7041 0,06 7,23

Tabe/a 3. Perfil cromatogréfico (%p/p) da microalga Chlorella homosphaera cultivada com 5 g.L”" de glicose e 247,5
mgL de N-NOs (Experimento 3). Referéncias: AG: Acidos graxos; n3: 4cido graxo w3; n6: 4cido graxo w6; n9: &cido
graxo w9; *: ndo detectado.

AG Concentragéo (%p/p) AG Concentragéo (%p/p)
C12:0 2,5 C18:3n6 0,4
C14:0 1,6 C18:3n3 0,3
C14:1 0,9 C20:1n9 0,6
C15:0 1,7 C20:5 *
C15:1 0,8 C20:3n6 *
C16:0 23,6 C20:3n3 *
C16:1 8,1 C20:4n6 0,2
C17:0 1,6 C22:2 0,2
C17:1 * C20:5n3 0,4
C18:0 2,4 C24:0 0,2

C18:1n9 22,4 C24:1n9 0,6
C18:2n6 16,9 C22:6n3 0,3
C20:0 14,6

de 90 % (p=0,07). O valor do Fcaiculado (Fca=5,73) para
regressao foi maior que 0 Fiapelado (Ftab=4,32). O modelo
possw um percentual de variacdo explicado de 80 %
(R) A Figura 2 apresenta a superficie de resposta
onde é possivel verificar as melhores condi¢cdes de
concentragao de glicose e concentragdo de N-NO3; que
proporcionam o maior teor de lipideos totais.

Os valores de concentragdo maxima de biomassa
obtidos no planejamento  experimental foram
analisados, obtendo-se os resultados da Tabela 5. A
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partir dos dados foi possivel verificar que houve efeito
significativo (p<0,10) apenas da interagéo das variaveis
concentragédo de glicose e concentragdo de N-NO3 na
resposta concentracdo maxima de biomassa.

No calculo da analise de variancia (ANOVA) dos
resultados obtidos para a concentragdo maxima de
biomassa os parametros estatisticamente nao
significativos foram incorporados aos residuos. Além
disso, somente a interagdo entre as duas variaveis
estudadas (concentragdo de glicose e concentragédo de
N-NO3) foi significativa a um nivel de confianca de 90 %
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(p=0,06). O valor do Fcaiculado (Fca=5,90) para regresséo
foi maior que 0 Fiabelado (Ftab=4,06). O modelo possui um
percentual de variagdo explicado de 77 % (R2). A
Figura 3 apresenta a superficie de resposta onde é
possivel verificar as melhores condigdes de
concentracéo de glicose e concentragao de N-NOs que
proporcionam a maior concentracdo de biomassa em
que a microalga Chlorella homosphaera produziu maior
concentragao de biomassa, com valores préximos de
1,14. L", nas extremidades da superficie.

Tabela 4. Coeficientes de regressdo e desvio padrdo
para a concentragdo de //p/deos totais. Referéncias: Xi:
concentragao de glicose (g.L ) X2: concentragao de N-
NO3z (mg.L ) variaveis estatisticamente significativas
(90 % de confianga).

L Coeficientes .
Variavel de Regress&o Desvio  1(3) p
Média* 8,53 0,40 21,07 0,0002
X4 0,55 0,54 1,02 0,3806
X2 1,33 0,54 2,48 0,0888*
X1 . X2 -1,25 0,54 -2,33 0,1022*

IR IRy

AR SOFRAL PP

Figura 2. Superficie de resposta da concentragdo de
lipideos totais em relagdo as variaveis estudadas,
concentragéo de glicose e concentragdo de N-NOs,

Tabela 5. Coeficientes de regressdo e desvio padrdo
para a concentragdo max:ma de biomassa. Xi:
concentragao de glicose (g.L ) X>: concentragdo de N-

NO3 (mg.L” ) variaveis estatisticamente significativas
(90 % de confianga).
. Coeficientes .
Variavel de Regressao Desvio  1(3) p
Média* 0,85 0,04 19,10 0,0003
X4 -0,07 0,06 -1,14  0,3361
X2 0,08 0,06 1,31 0,2809
X1 . X2 -0,16 0,06 -2,67 0,0759*
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Figura 3. Superficie de resposta da concentracéo
maxima de biomassa em relagdo as variaveis

estudadas concentragdo de glicose e concentragdo de
N-NO:s.

DISCUSSAO

A (glicose é a fonte de carbono mais comumente
utilizada para cultivos heterotréficos de microalgas,
como é o caso de muitas outras espécies microbianas.
Elevadas taxas de crescimento e respiracdo sao
obtidas quando utiliza-se a glicose como substrato
(Perez-Garcia et al., 2011).

Apesar da alimentagcdo de glicose ter sido realizada
diariamente na propor¢éo de 1/10 da concentracdo total
de cada ensaio do planejamento experimental, é
possivel verificar que nos ensaios 2 e 4 a microalga néo
conseguiu consumir toda a glicose. Isto indica que a
concentragéo diaria adicionada (equivalente a 1,5 g.L )
foi elevada para esta espécie de Chlorella podendo ter
ocasionado a saturagcdo da célula microalgal. Sendo
assim, estes ensaios ficaram mais susceptiveis a
contaminagdo por outros micro-organismos, uma vez
que desde o primeiro dia de cultivo houve o acumulo de
glicose no meio e sua concentragcdo aumentou até o
décimo dia de cultivo. Porém, isto ndo quer dizer que
tais ensaios estavam contaminados por bactérias ou
fungos e sim que havia maior probabilidade de
contaminagao por micro-organismos nao fotossintéticos
em funcdo da disponibilidade de glicose no meio de
cultivo.

Sabe-se que o carbono € o elemento necessario em
maiores concentragbes para microalgas, e que sua
elevada demanda decorre do fato de que o carbono
constitui-se no componente mais importante de todas
as substancias organicas sintetizadas pelas células, tal
como os lipideos. No entanto, nossos resultados
mostram que as maiores concentragoes de lipideos
foram encontradas nos ensaios 2 $15 g. L de glicose),
3(5ag L de glicose) e 4 (15 g.L* de glicose). Nesse
sentido, é possivel verificar que a maior concentragao
de lipideos ndo depende somente da utilizacdo da
maior concentragdo de glicose no cultivo da microalga
em estudo, mas sim da interagdo das concentragbes de
glicose e de nitrogénio. Esses resultados podem ser
observados na Figura 1 e sdo comprovados
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estatisticamente, conforme mostram as Tabela 4 e
Figura 2.

Os resultados mostrados na Figura 1, também indicam
que a microalga obteve fase exponencial quando
consumiu maior concentragdo de nitrogénio. Além
disso, observa-se que a maior concentragao de lipideos
e de biomassa ocorreu no cultivo 3, que contlnha a
maior concentracdo de N-NOs; (247,5 mg.L ) e que a
microalga ndo consumiu totalmente o nitrogénio
disponivel. Tal fato pode ter ocorrido em fungido da
quantidade insuficiente de glicose no meio de cultivo,
que em determinado momento acabou impedindo a
microalga de se multiplicar e consequentemente, de
usar a fonte nitrogenada. Essa peculiaridade esta
relacionada especificamente as quantidades de glicose
e nitrogénio utilizadas em tal experimento.

A maior produgédo de lipideos e menor multiplicagdo
celular normalmente estdo intimamente ligados a
limitagdo da fonte de nitrogénio, quando se trata de
cultivo heterotrofico descontinuo. Isto foi observado nos
estudos com outras espécies de Chlorella (Xu et al.,
2006; Liu et al., 2008; Hsieh & Wu, 2009; Perez-Garcia
et al., 2011; Isleten-Hosoglu et al., 2012; Wang et al.,
2012), ao passo que no nosso estudo, com a Chlorella
homosphaera (experimento 3), isto ndo foi observado.
Tao pouco foi observado nos experimentos 5, 6 e 7,
nos quais a fonte nitrogenada se esgotou no 3° dia de
cultivo. Ademais, nesses trés experimentos (5, 6 e 7),
nota-se que a microalga conseguiu manter suas
funcbes e apresentar multiplicagdo celular até pelo
menos o oitavo ou nono dia. Este resultado n&o era
esperado, uma vez que sabe-se que a limitagdo da
fonte nitrogenada é diretamente proporcional a redugao
da multiplicagéo celular, em cultivo na auséncia de luz.
Porém, acredita-se que essa cepa estudada seja capaz
de manter intracelularmente reserva de nitrogénio.
Ainda analisando-se a limitagdo da fonte nitrogenada
no meio de cultivo, quando faz-se uma comparagéo
entre os experimentos 2 e 3 os resultados justificam
que a reducdo de N-NO3; no meio de cultlvo resulta em
menor crescimento celular (0,93 g.L ) 0 que ja era
esperado. No entanto, o conteudo lipidico foi reduzido
(9,54 %p/p), o que pode estar associado, em particular,
a espécie de Chlorella utilizada no estudo, ja que
normalmente esta condicéo levaria a um aumento da
concentragao lipidica.

A produtividade lipidica méaxima dos diferentes ensaios
realizados neste trabalho com a microalga Chlorella
homosphaera cultlvada em modo heterotréfico foi de
13,07 mg. L".d" . Song et al., (2013), realizou estudo em
modo autotrofico com Chlorella vulgar/s e obteve
produtividade lipidica maxima de 7,96 mg. L".d". Coma
mesma espécie microalgal sendo o cultivo realizado
também na presenga de luz, porém com modificagdes
nas variaveis do cultivo, Lee et al., (2010) obtlveram
produtividade lipidica maxima de 11 1 mgL d' Ja
Chen et al, (2013)  cultivando Chlore/la
autotroficamente obteve produtividade lipidica maxima
de 12,2 mg. L".d” para Chlorella emersonii
CCAP211/11N e de 42,1 mg. L".d” para Chlorella sp.
F&M-M48. Os valores maximos de produtividade
lipidica dos cultivos autotréficos sdo menores que o
valor maximo obtido nesse estudo, com excegao do
cultivo da microalga Chlorella sp. F&M-M48.
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No que diz respeito aos fatores de conversdo de
substrato em produto, no experimento 2, é possivel
observar que 1 g de nitrogénio produz 1,6459 g de
lipideos e 15,29 g de biomassa. Além disso, indicam
que a limitagdo de nitrogénio no meio de cultivo (0,066
g.L ) estimulou a produgéo de lipideos (9,54 %p/p),
como ja era esperado. No entanto, ndo se esperaria
que a microalga se multiplicasse 520 %, uma vez que a
restricdo de algum nutriente do meio de cultivo restringe
também seu crescimento, apesar de estressar a
microalga e estimular a biossintese de bioprodutos de
alto valor agregado. Ja no experimento 3, verifica-se
que 1 g de glicose (substrato) produziu 0,0261 g de
lipideos e 0,21 g de biomassa. Esse resultado ndo era
esperado uma vez que nesse experimento (3) a
microalga C. homosphaera foi cultivada com a maior
concentracdo de nitrogénio no meio de cultivo e, que
normalmente ndo se esperaria maior concentragao
lipidica. Porém, era esperado a maior concentragédo
celular, como de fato ocorreu.

Estudos com a microalga Chlorella, porém de diferentes
espécies, tal como a Chlorella saccharophila (Isleten-
Hosoglu et al., 2012) e Chlorella kessleri (Wang et al.,
2012), cultivadas em modo heterotrofico, encontraram-
se elevadas concentragdes de acidos graxos. O acido
palmitico (C16:0), o qual é o precursor dos demais
acidos graxos saturados e insaturados (Nelson & Cox,
2011) foi produzido por estas microalgas em uma
concentracdo de 24,2 %p/p e 304 %p/p,
respectivamente. O &cido graxo oléico (C18:1n9), n
qual é o precursor dos acidos graxos da familia @9 e é
insaturado por uma insaturase A" para formar o acido
linoléico (C18:2 w6), que por sua vez origina os &cidos
graxos a-linolénico e ¥-linolénico, formando assim, os
demais acidos graxos poli-insaturados  foram
produzidos em uma porcentagem de 32,2 %p/p e 20,96
%p/p, respectivamente. Em nosso estudo encontramos
valores de 23,6 %p/p de acido palmitico (C16:0), o qual
€ 0,6 %p/p e 6,86 %p/p inferior aos encontrados para
as espécies C. saccharophila e C. kessleri,
respectivamente. Ja o acido graxo oléico (C18:1n9)
apareceu na concentracdo de 22,4 %p/p, sendo 9,8
%p/p inferior ao do estudo realizado com a microalga C.
saccharophila e 1,44 %pl/p superior a concentragao
encontrada quando cultivaram C. kessleri.

As menores concentragdes de EPA (0,4%) e DHA
(0,3%) indicam que a microalga C homosphaera
cultivada na auséncia de luz com 5 g. L" e 247,5 mg. L
de N-NO3 ndo consegue produzir elevada concentragao
destes acidos graxos (EPA e DHA), que séo
importantes na prevengado de uma série de doencgas
cardiovasculares (Adarme-Vega et al.,, 2012). Porém,
esta condicdo de cultivo propiciou elevada
concentragéo do acido graxo essencial linoléico (C18:2
w6; 16,9 %p/p), que ndo é produzido pelo organismo
humano e deve ser obtido através da dieta.

A maior concentragdo de lipidios (11,1 %p/p) obtida
utilizando-se 247,5 mg. L" de N-NOse 5 g. L' de glicose
(Figura 2) ndo era esperada, uma vez que se esperaria
obter maior teor de lipideos quando a microalga fosse
cultivada na menor concentragdo da fonte de
nitrogénio. O resultado apresentado na Figura 3 sugere
que a limitagdo de nitrogénio no meio de cultivo (82,5
mg.L ) é compensada pela malor concentragcdo da
fonte de carbono (glicose, 15 g.L’ ) no meio, na maior
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concentracdo de biomassa. Além disso, € possivel
obter a mesma concentragao celular quando se utiliza a
concentragao padrao da fonte de nitrogénio do meio
(247,5 mg L ) e restringe-se a concentracao de glicose
(5g.L7).

As microalgas sao micro-organismos fotoautotréficos e
quando submetidos a condicdo de estresse (que no
cultivo heterotréfico corresponde a auséncia de luz e
possivel restricdo de algum nutriente) sdo estimulados
a produzirem maiores concentragdes de um metabdlito
especifico. Neste estudo em particular, o estresse
celular que propiciou maior produgdo de lipideos foi o
cultivo realizado na auséncia de luz, porém com
interacdo das concentragbes de glicose e nitrogénio,
ndo podendo associar apenas a limitagdo isolada de
glicose ou de nitrogénio.

Contudo, é possivel verificar que quando passamos a
concentragéo de N- NO3 do nivel -1 (82,5 mg.L ) para o
nivel +1 (247,5 mg.L ) foi observado um efeito positivo
de 2,66 % na resposta concentracéo de lipideos totais.
Ja a interagdo das variaveis de estudo apresentou um
efeito negativo de 2,49 % na resposta concentragéo de
lipideos totais quando o estudo foi reallzado com a
menor concentracdo de glicose (5 gL ) e menor
concentragéo de N-NOs3 (82,5 mg.L” )

A interagdo entre as varidveis estudadas apresentou
um efeito negativo de 0,31 % quando o cultivo foi
reallzado utilizando menor concentragcdo de glicose (5
gL ) e menor concentragdo de N-NO; (82,5 mg.L” )
Sendo assim, as concentra¢gdes mais baixas das duas
variaveis de  estudo, conforme  delineamento
experimental, ndo favoreceram o crescimento celular
tdo pouco a produtividade lipidica. Isto ocorreu devido a
condigdo experimental estudada que foi a mais branda
em relagdo a concentragao das variaveis de estudo.

CONCLUSAO

O cultivo da mlcroalga Chilorella homosphaera realizado
com 5 g. L' de glicose e  247,5 mg. L' de N-NO;
apresentou maior producdo de biomassa e maior
produtividade lipidica, com predominancia dos acidos
graxos palmitico (C16:0) e linoléico (C18:1n9). A
interac&o entre concentragao de glicose e concentragao
de N-NOs influenciou significativamente a concentragao
de lipideos totais e a concentragdo maxima de
biomassa. Esta espécie de Chlorella produziu maior
concentracdo de lipideos e de biomassa quando
utilizou-se a menor concentragéo de glicose (5 gL )e a
maior concentragcao de N-NOs3 (247,5 mg.L ) Porém, a
menor produtividade lipidica foi obtida quando no
cultlvo manteve-se a menor concentragdo de glicose (5
gL ) e reduziu- se em um tergco a concentragdo de N-
NOs; (82,5 mg.L ). Sendo assim, a utilizagdo de
quantidades menores de glicose nos cultivos é
importante pois diminuem as chances de contaminagéo
por micro-organismos indesejados, tem-se menores
custos de producdo de biomassa e de lipideos que
podem ser utilizados na elaboracdo de alimentos
funcionais e produgdo de biodiesel, porém nem sempre
€ viavel.
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