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RESUMO

Nos ultimos anos, a producdo de biodiesel atraiu a atengdo mundial devido a
consciéncia do esgotamento dos combustiveis fosseis, sendo a biomassa de
microalgas considerada uma matéria-prima promissora. Para otimizar o processo
de producao de biodiesel a partir desse recurso, a selegcédo da cepa e identificacéo
de suas condicbes de cultivo para maximizar a produtividade de lipidios e
aperfeicoar o perfil dos acidos graxos sdo necessérias. O presente estudo visa
analisar o efeito de trés concentracdes de deplecéo de nitrogénio (0.5, 0.25e 0.125
N) no crescimento, morfologia e composi¢cdo bioquimica da microalga nativa
Picocystis salinarum Lewin em dois meios de cultura (f/2 e J/1) como potencial fonte
de matéria-prima para o biodiesel. Os cultivos foram realizados em erlenmeyers,
em triplicata e sob condi¢@es fisico-quimicas controladas. Foram feitas as analises
de densidade celular, cinética de crescimento, massa seca, pigmentos
fotossintéticos, microscopia eletronica de transmissao (TEM) e determinacdo dos
teores de proteinas, carboidratos, lipideos e ésteres metilicos de acidos graxos
(FAME). A densidade celular e massa seca de P. salinarum diminuiu
proporcionalmente com deplecdo de nitrogénio no meio /2, sendo os maximos
valores de 13,1 x 10°%cel.mL* e 0,96 g.mL"! registrado no controle (1 N). No meio
J/1, a deplecédo nao influenciou nas medidas de crescimento, se registrou valores
de 20,8 x 10%cel.mL* e 0,89 g.mL™. A deplecéo de nitrogénio promoveu a formacéo
de corpos lipidicos e graos de amido como organelas de reserva, evidenciados pela
TEM. No tratamento 0.125 N do meio f/2, os corpos lipidicos apareceram de forma
marcante, enquanto no meio J/1 a presenca de corpos lipidicos e grédos de amido
aconteceram em conjunto. O conteudo de pigmentos também foi influenciado pela
deplecédo de nitrogénio, no meio /2 houve reducéo da clorofila a e b (0,24 e 0,14
ug.mL?) e aumento dos carotenoides (3,35 yg.mL') em relacdo inversamente
proporcional a concentracdo de nitrogénio testada. A deplecdo no meio J/1 nao
causou diferenca significativa nos pigmentos em relacédo ao controle. No meio f/2,
o teor de proteinas (2,9%) e carboidratos (31%) decresceram com a deplecao de
nitrogénio, o teor de lipideos (33,8%) foi elevado, chegando a ser a biomolécula
mais predominante (0.125 N). A deplecdo de nitrogénio no meio J/1 estimulou o
teor de lipideos (22,3%) e carboidratos (32%). No tratamento 0.5 N, em ambos os
meios de cultura, os acidos graxos saturados (SFA) foram os mais representativos
dos FAME, devido principalmente ao aumento do acido palmitico. Pela
concentracdo elevada de SFA nos tratamentos 0.5 N em ambos 0s meios de cultura
(996,08 ug.g*ms no meio f/2 e 959,09 pg.g*ms no meio J/1) e baixo nivel de acidos
graxos poliinsaturados (PUFA) (19,87 ug.g~*ms no meio f/2 e 0,37 ug.g™*ms no meio
J/1), a biomassa de P. salinarum mostrou-se ideal para uso na industria como fonte
de matéria-prima para a producao de biodiesel.

Palavras-chave: biomoléculas ¢ bicombustivel « microalga * nutrientes



ABSTRACT

In recent years, biodiesel production has attracted worldwide attention due to the
awareness of the depletion of fossil fuels, and microalgae biomass is considered a
promising raw material. To optimize the biodiesel production process from this
resource, the selection of the strain and identification of its cultivation conditions to
maximize lipid productivity and improving the fatty acid profile are necessary. The
present study aims to analyze the effect of three concentrations of nitrogen depletion
(0.5, 0.25 e 0.125 N) on the growth, morphology and biochemical composition of
native microalgae Picocystis salinarum Lewin in two culture media (f/2 and J/1) as
a potential source of raw material for biodiesel. Cultures were carried out in
erlenmeyers, in triplicate and under controlled physicochemical conditions. Analysis
of cell density, growth kinetics, dry mass, photosynthetic pigments, transmission
electron microscopy (TEM) and determination of protein, carbohydrate, lipid and
fatty acid methyl ester (FAME) contents were performed. The cell density and dry
mass of P. salinarum decreased proportionally with nitrogen depletion in the /2
medium, with the maximum values of 13,1 x 10%cel.mL* and 0,89 g.mL* were
registered in the control (1 N). In the J/1 medium, depletion didn’t influence growth
measures, registered values of 19,7 + 1,1 x 10%cel.mL! and 0,96 g.mL"*. Nitrogen
depletion promoted the formation of lipid bodies and starch grains as reserve
organelles evidenced by TEM. In the treatment of 0.125 N of the f/2 medium, the
lipid bodies appeared markedly, whereas in the J/1 medium the presence of lipid
bodies and starch grains occurred together. The content of pigments was also
influenced by nitrogen depletion, in f/2 medium there was reduction of chlorophyll a
and b (0,24 and 0,14 yg.mL™') and increased carotenoids (3,35 ug.mL™) in relation
inversely proportional to the concentration of nitrogen tested. Depletion in the J/1
medium didn’t cause significant difference in the pigments relative to the control. In
the f/2 medium, protein (2,9%) and carbohydrate (31%) content decreased with
nitrogen depletion, lipid content (33,8%) was elevated, becoming the most
predominant biomolecule (0.125 N). Nitrogen depletion in the J/1 medium stimulated
the lipid content (22.3%) and carbohydrates (32%). In the 0.5 N treatment, in both
culture media, saturated fatty acids (SFA) were the most representative of FAME,
mainly due to the increase of palmitic acid. By the high concentration of SFA in the
0.5 N treatments in both culture media (996,08 pg.g*ms in f/2 medium and 959,09
Mg.gtms in J/1 medium) and low level of polyunsaturated fatty acids (PUFA) (19,87
Mg.g'ms in f/2 medium and 0,37 pg.g'ms in J/1 medium), the biomass of P.
salinarum proved to be ideal for use in industry as a source of raw material for the
production of biodiesel.

Keywords: biomolecules ¢ biofuel « microalgae ¢ nutrients
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1. INTRODUCAO

O uso continuado de combustiveis derivados do petroleo é amplamente
reconhecido como insustentavel e tem sido considerado uma preocupacéo global
nesta década devido ao esgotamento de seus estoques e a enorme emissao de
gases do efeito estufa na atmosfera que contribuem as mudancas climaticas
(CHISTI, 2007; SHUBA,; KIFLE, 2018; TAN et al., 2018).

Diante deste cenério, ha uma necessidade constante de encontrar outras
alternativas aos produtos petroliferos (TANDON; JIN, 2017), de modo que o
biodiesel se tornou opcao em potencial para o diesel féssil, uma vez que é
renovavel e ecologicamente correto (RAWAT et al., 2013). Os biocombustiveis
proporcionam beneficios ambientais, ja que seu uso leva a reducao nas emissdes
prejudiciais de dioxido de carbono e a eliminagcdo das emissbes de oOxidos de
enxofre (SHUBA,; KIFLE, 2018).

O biodiesel pode ser derivado a partir de culturas alimentares; de sementes
oleaginosas comestiveis (girassol, palma, soja, coco), consideradas matérias-
primas de primeira geracdo (NAUTIYAL; SUBRAMANIAN; DASTIDAR, 2014). No
entanto, este combustivel alternativo derivado de culturas oleaginosas terrestres
podera causar escassez no suprimento de alimentos e desmatamento, se for
realizado em uma producéo massiva (TAN et al., 2018). Culturas ndo alimentares;
de sementes ndo comestiveis (pinhdo brabo, karanja, jojoba, mahua), residuos de
Oleos alimentares e gorduras animais, ganharam importancia nos ultimos anos
como matéria-prima de segunda geracado; ainda assim, estes ndo sao suficientes
para substituir completamente as necessidades atuais dos biocombustiveis
(NAUTIYAL; SUBRAMANIAN; DASTIDAR, 2014).

A biomassa de microalgas é considerada como a matéria-prima de terceira
geracdo para o biodiesel, oferecendo potencialmente maiores oportunidades a
longo prazo e € uma fonte promissora para uma grande variedade de subprodutos
derivados dela (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010; NAUTIYAL; SUBRAMANIAN;
DASTIDAR, 2014; TANDON; JIN, 2017; SHUBA; KIFLE, 2018).

As microalgas parecem ser a Unica fonte de biodiesel renovavel capaz de
atender a demanda global por combustiveis, devido a sua alta taxa de crescimento,
elevada eficiéncia fotossintética e capacidade de sintetizar um elevado teor de

lipidios em suas células como componentes de membrana e produtos de
16



armazenamento (CHISTI, 2007; DEMIRBAS; DEMIRBAS, 2011; CHEN et al., 2018;
TAN et al., 2018). O uso de microalgas para produzir biodiesel ndo compromete a
producdo de alimentos; portanto, a competicdo por terra aravel € reduzida, requer
menos agua em comparacdo com plantas cultivadas e produz numerosos
derivados bioldgicos de valor agregado com aplicacdes comerciais ndo apenas
exclusivas para biocombustiveis; mas também, produtos farmacéuticos, aditivos
alimentares, cosméticos, entre outros (DEMIRBAS; DEMIRBAS, 2011; TANDON;
JIN, 2017).

Para otimizar o processo de producéo de biodiesel a partir da biomassa de
microalgas, a bioprospecc¢édo € um passo vital na selecdo da cepa e identificacdo
de suas condi¢fes de cultivo para maximizar a produtividade de lipidios e melhorar
o perfil dos acidos graxos (DUONG et al., 2012; SAN PEDRO et al., 2013; RIZZA
et al., 2017).

Embora muitas cepas de microalgas ricas em lipidios ja tenham sido
estudadas, hd uma grande quantidade de espécies nativas em diferentes
ambientes inexplorados que podem ter um potencial ainda maior para a producéao
de biodiesel (REN et al.,, 2013; COBOS et al.,, 2017; RIZZA et al., 2017). As
microalgas nativas de ambientes aquaticos que apresentam condi¢des adversas
(alta ou baixa salinidade, pH ou nutrientes) ao serem adaptadas ao laboratério séo
favoraveis a apresentar rapido crescimento e gerar um alto teor de substancias de
reserva (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010; DUONG et al., 2012).

Com base em sua fisiologia, cepas de microalgas podem ser cultivadas tanto
em agua doce, quanto em agua marinha. Para evitar a competicdo com outras
culturas no uso de agua doce e contribuir significativamente na economia do
biodiesel que requer grandes quantidades de biomassa de microalgas (e, portanto,
elevadas quantidades de agua para o seu cultivo), a selecdo de uma cepa cultivavel
com base na agua do mar € obrigatoria (SAN PEDRO et al., 2013). Pelo que a
escolha da cepa é restrita a microalgas marinhas ou microalgas continentais que
toleram salinidade elevada (haldfilas).

Apés a eleicdo da cepa, em muitos casos sera necessario manipular sua
composicao bioquimica para elevar o teor lipidico, 0 que pode ser feito alterando
as condicdes de cultivo como luz, temperatura ou nutrientes (MARKOU;
ANGELIDAKI; GEORGAKAKIS, 2012). A deplec¢éo ou a privagdo total de nitrogénio
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€ considerada a maneira mais simples e eficaz de elevar o conteudo lipidico das
algas (DEMIRBAS; DEMIRBAS, 2011).

Existem diversos estudos na literatura que investigam o efeito das condi¢des
nutricionais do cultivo sobre a composi¢cdo bioquimica das microalgas e a sua
viabilidade no uso como matéria-prima com fins biotecnolégicos. O presente estudo
visa contribuir para o conhecimento dos aspectos fisiol6gicos (crescimento,
morfologia e composi¢ao bioquimica) da espécie nativa Picocystis salinarum sob
deplecdo de nitrogénio, utilizando um meio de cultura tipico para microalgas
marinhas (meio f/2) e outro especifico para microalgas haléfilas (meio J/1). Prop&e
se sugerir o uso de sua biomassa como potencial fonte de matéria-prima para a

producéo de biodiesel.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Nutricdo de microalgas

A necessidade de fornecer nutrientes minerais para as plantas e algas em
cultura é conhecida ha muito tempo. No entanto, até hoje novas formulacdes e
modificacdes de receitas conhecidas séo testadas, especialmente para espécies
de microalgas com potencial para aplicacdes biotecnoldgicas (GROBBELAAR,
2013).

Muitos estudos foram realizados para determinar as concentracfes 6timas de
nutrientes que atenda as necessidades de um grupo majoritario das algas. Vonshak
(1986) identificou os principais requisitos para o desenvolvimento de meios de
cultura para as microalgas: a salinidade (que é determinado pelo habitat de onde o
microorganismo é oriundo), a composicdo em termos dos principais componentes
idnicos como K*, Mg.*, Na*, Ca>*, SO4+? e CI, a fonte de nitrogénio, a fonte de
carbono ou CO2 ou HCO3™, o pH, os oligoelementos, o agente quelante como o
acido etilenodiminotetracético (EDTA) e as vitaminas.

Uma consideracao importante no cultivo de microalgas que visa alcancar altos
rendimentos € assegurar o suprimento adequado dos componentes supracitados.
Na verdade, os meios de cultura sdo formulados de tal forma que os nutrientes séo
fornecidos adequadamente para garantir que eles nunca se tornem o fator limitante
de crescimento. No entanto, deve ser lembrado que um excesso de nutrientes pode
ser toxico. Por outro lado, em aplicacdes especificas, 0s nutrientes séo
propositadamente fornecidos em concentracdes limitantes para a produgao de [3-
caroteno, carboidratos ou &cidos graxos em algumas espécies de microalgas
(GROBBELAAR, 2013).

2.2 Nitrogénio

O nitrogénio € um dos principais nutrientes necessarios para o crescimento
de microalgas. As mudancas na sua disponibilidade controlam a estrutura e
dindmica da comunidade fitoplancténica nos ecossistemas aquaticos (REYNOLDS,
2006).

Este elemento participa da composicao de biomoléculas essenciais, como 0s
acidos nucléicos (DNA, RNA), proteinas, enzimas, pigmentos (clorofilas) e
moléculas de transferéncia de energia como o trifosfato de adenosina (ATP) e

difosfato de adenosina (ADP). O teor de nitrogénio da biomassa de microalgas pode
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variar entre 1% a 10%, e ndo so varia entre diferentes grupos de microalgas, mas
também dentro da espécie dependendo da oferta e disponibilidade do elemento no
meio (GROBBELAAR, 2013).

As microalgas anabolizam o nitrogénio na forma inorganica como ions aménio
(NH4"), nitrato (NO3") ou nitrito (NO2"); mas também na forma orgénica, como a ureia
((NH2)2CO) (JUNEJA; CEBALLOS; MURTHY, 2013; MARKOU; VANDAMME;
MUYLAERT, 2014). O principal caminho para a assimila¢do do nitrogénio é através
do sistema enzimatico da glutamina sintetase, através do qual o glutamato reage
com o amobnio (energeticamente acionado pelo ATP) para formar o aminoacido
glutamina (MARKOU; VANDAMME; MUYLAERT, 2014).

Em escala laboratorial, o nitrato € a forma nitrogenada mais comumente
utilizada nos meios sintéticos para o cultivo de microalgas e cianobactérias, sendo
0s mais empregados o nitrato de sodio (NaNOs), e em menor proporg¢ao, o nitrato
de potassio (KNOs) (GROBBELAAR, 2013).

2.3 Deplecao de nutrientes

Em resposta a variabilidade ambiental e nutricional, as microalgas podem
sofrer uma série de aclimatacbes metabdlicas que, frequentemente, resultam em
variagbes na composicdo de suas macromoléculas como carboidratos, lipidios,
proteinas e pigmentos (CHIA et al., 2013). Portanto, sua composi¢cao bioquimica
pode ser manipulada em laboratério para aumentar a sintese e o acumulo de uma
determinada biomolécula a partir da induc&o de estresse nutricional (ORDOG et al.,
2012).

A deplecao e privacdo de nutrientes € uma das abordagens mais utilizadas
para direcionar vias metabdlicas para a sintese de lipidios em microalgas. Neste
cenario, as microalgas acumulam lipidios como principal meio de armazenamento
sob limitacdo de nutrientes quando a fonte de energia (luz) esta disponivel. Embora
tenha sido relatado que nutrientes inorganicos como fosforo e ferro canalizam o
fluxo metabdlico para a biossintese de lipideos, o nitrogénio é considerado o fator
limitante nutricional mais efetivo no desencadeamento de altos teores de 0leos
(COURCHESNE et al., 2009).

Spoehr e Milner (1949) foram os primeiros a mostrarem que a deficiéncia de

nitrogénio induz aumento significativo no teor de lipidios em uma microalga verde
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(Chlorella pyrenoidosa). Esses achados foram posteriormente estendidos para
outras espécies de microalgas.

2.4 Picocystis salinarum

Picocystis salinarum Lewin (Chlorophyta) é uma microalga haldfila
pertencente ao picoplancton (organismos que ndo excedam uma dimensao celular
de 3 um), ocorrente apenas em ambientes aquaticos continentais salinos. O género
forma uma linhagem filogenética separada, constituindo assim sua prépria classe,
Picocystophyceae (HEPPERLE; KRIENITZ; HOLLIBAUGH, 2001; GUILLOU et al.,
2004; KRIENITZ et al., 2012; DOS SANTOS et al., 2017).

P. salinarum é caracterizada por possuir um conjunto muito especifico de
pigmentos com um padrdo incomum de carotenoides, contendo a presenca de
pigmentos de outras linhagens de algas como diatoxantina e monadoxantina que
sdo geralmente encontradas em diatomaceas e criptofitas, respectivamente
(LEWIN et al., 2000; DOS SANTOS et al., 2017).

No ambiente e nos primeiros dias de cultivo em escala laboratorial, a grande
maioria das células sdo de morfotipo esférico ou ligeiramente ovais, com
aproximadamente 2-3 um de diametro. Cada célula tem um cloroplasto parietal,
geralmente em forma de taca e bilobado (Fig. la, 1b). A reproducdo é por
autosporulacdo gerando duas células filhas, e ndo ha evidéncia de reproducéo
sexual. No decorrer dos dias do seu cultivo no laboratério, em fase de senescéncia,
as células possuem um morfotipo trilobado com um diametro de 3-4 um. Os dois
lobos laterais contém partes do cloroplasto, enquanto o lobo central contém o
nacleo (Fig. 1b, 1c) (LEWIN et al., 2000; DOS SANTOS et al., 2017).
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Figura 1. Morfologia de Picocystis salinarum. a. Morfotipo esférico, b. Esquema do morfotipo
esférico (a esquerda) e do morfotipo trilobado (a direita). Abreviagdes: dictiossomo (d), nicleo (n),
mitocOndria (m), parede celular (cw), amido (s), cloroplasto (c). c. Morfotipo trilobado. Imagem
adaptada de Lewin et al. (2000) e Dos Santos et al. (2017).
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Poucos géneros possuem uma morfologia completamente diferente quando
cultivados em escala laboratorial, e que 0 mesmo (neste caso, o morfotipo trilobado)
constitua o carater fenotipico para a identificacdo do género (LEWIN et al., 2000;
DELGADO et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2017).

Devido a sua posicdo chave como produtor primario com alta taxa de
producdo nas cadeias alimentares de habitats salinos e sua plasticidade metabdlica
(KRIENITZ et al.,, 2012), estudos relatam a P. salinarum como uma espécie
potencial para uso biotecnolégico, como a biorremedia¢do de aguas poluidas por
metais pesados (BEN ALl et al., 2017) e por compostos intermediarios na producéo
de plasticos (BEN OUADA et al., 2018). Além disso, Wang et al. (2014) apontam o
uso de sua biomassa como potencial fonte de matéria-prima para a producédo de
biodiesel ao observar um aumento substancial nos corpos lipidicos durante o seu

cultivo sob limitagdo de nitrogénio.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito da deplecdo de nitrogénio no crescimento, morfologia e
composicdo bioquimica de Picocystis salinarum Lewin como matéria-prima

para a producéo de biodiesel.

3.2 Objetivos especificos
e Cultivar a microalga P. salinarum em dois meios de cultura e sob trés
diferentes concentracdes de deplecdo de nitrogénio.
e Determinar a densidade celular, cinética de crescimento e massa seca.
e Analisar as varia¢cdes morfologicas e estruturais.
e Caracterizar o teor dos pigmentos fotossintéticos, proteinas, carboidratos,
lipideos e perfil de acidos graxos.

e Discutir o potencial uso da biomassa na producao de biodiesel.

4. HIPOTESE

O cultivo da microalga Picocystis salinarum na menor concentracdo de
deplecéo de nitrogénio causara diminui¢cado do crescimento (densidade, parametros
cinéticos e massa seca), conteudo de pigmentos fotossintéticos, proteinas e
carboidratos; porém, aumento no teor de lipideos e sintese de acidos graxos

promissores para 0 seu Uso como matéria-prima na producao de biodiesel.

23



5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Cepa e condi¢des de cultivo

A cepa Picocystis salinarum USM 303650 foi obtida do Herbario do Museu de
Historia Natural “Javier Prado” da Universidade Nacional Mayor de San Marcos
(Lima, Peru). Os cultivos foram desenvolvidos no meio f/2 (GUILLARD, 1975) e no
meio modificado de Johnson (J/1) (BOROWITSKA, 1988), os quais foram
preparados com agua do mar (35 ppm NacCl) que foi previamente filtrada. O pH dos
meios de cultura foi corrigido para 8 e a esterilizagao foi feita por autolavagem (121
°C, 20 min). Os cultivos foram mantidos sob condi¢des controladas de temperatura
(29 = 1 °C), intensidade luminosa (47,25 ymol.m?.s) obtida por meio de lampadas
fluorescentes 40 W do tipo daylight, fotoperiodo (12: 12 h, claro: escuro) e aeracéo

constante.

Tabela 1. Composi¢cédo dos meios de cultura f/2 e J/1

Meio /2 Meio J/1
Componente (mg.LY)
NaNO3 75 -
NaH2PO4 - H20 5 -
NazSiOs 30 -
MgCl2 - 6H20 - 1500
MgSOa - 7H20 - 500
KNOs3 - 1000
FeCls - 6H20 31,5 2,44
Na:EDTA - 2H20 43,6 1,89
MnClz - 4H20 1,8 0,041
ZnS0O4 - TH20 0,22 -
CoClz - 6H20 0,1 0,051
CuSOs4 - 5H20 0,098 0,06
Na:MoOs4 - 2H20 0,063 -
KCI - 200
CaClz - 2H20 - 200
NaHCOs - 43
KH2PO4 - 35
HsBO3 - 0,61
(NH4)sM07024 - 4H20 - 0,38
ZnCl - 0,041
Tiamina - HCI (vitamina Bx) 0,01 -
Biotina (vitamina H) 0,005 -
Cianocobalamina (vitamina B12) 0,005 -
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5.2 Delineamento experimental

Foi testado a deplecdo de nitrogénio no cultivo de P. salinarum nos meios de
cultura f/2 e J/1. Considerando-se o controle como a concentragao original (100%)
do nitrogénio no meio f/2 (75 mg.L* NaNOs), foram manipuladas as concentragdes
de 50%, 25% e 12.5%, recebendo as denominagcbes 1 N, 0.5 N, 0.25 N e 0.125 N,
respectivamente. No meio J/1 (1000 mg.L* KNOs) foi avaliado também a deplecéo
de nitrogénio com o mesmo critério mencionado (Tab. 2).

Os cultivos foram realizados em erlenmeyers de 3 L, contendo 2,7 L do meio
de cultura e 0,3 L do inoculo (9,5 £+ 0,5 x 10° cel.mL™?) por um periodo de vinte dias,
para depois serem centrifugados e liofilizados para uso da biomassa na realizacéo
de diversos testes. Os tratamentos e controles foram realizados em triplicata (n =
3). Todas as manipulacdes dos cultivos foram feitas em camara de fluxo laminar
(Pachane PCR T3, Brasil).

Tabela 2. Fonte e concentracéo de nitrogénio das unidades experimentais

Fonte (mg.LY)

100% Nitrogénio (1 N)

Meio f/2 NaNOs 75

Meio J/1 KNOs 1000
50% Nitrogénio (0.5 N)

Meio f/2 NaNOs 37,5

Meio J/1 KNOs 500
25% Nitrogénio (0.25 N)

Meio f/2 NaNOs 18,75

Meio J/1 KNOs 250
12,5% Nitrogénio (0.125 N)

Meio /2 NaNOs 9,375

Meio J/1 KNOs 125

5.3 Analise de crescimento
5.3.1 Densidade celular e cinética de crescimento
Para a determinacdo da densidade celular (cel.mL?) das unidades
experimentais, aliquotas de 1 mL foram retiradas e fixadas com lugol acético 5% a
cada dois dias até o final do experimento. Contagens diretas em hemocitémetro
modificado Neubauer foram feitas em microscopio 6ptico (Olympus CX41, Japao).

A partir dos valores de densidade celular foram elaborados a curva e os parametros
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da cinética de crescimento (Tab. 3); a taxa de crescimento populacional (r),
duplicacdes por dia (k) e o tempo de duplicacdo (T2), segundo as equacdes
descritas por Wood, Everroad e Wingard (2005).

Tabela 3. Parametros cinéticos de crescimento

Taxa de crescimento

) Duplicacdes por dia (k) Tempo de duplicagéo (T2)
populacional (r)
Ln (Nt/ No) Logz (Nt/ No) 0.6931
r = ke —— =~ T2 =
At At r

No = densidade celular (cel.mL1) no inicio de um intervalo de tempo
Nt = densidade celular (cel.mL™) no final de um intervalo de tempo

At = intervalo de tempo (t: -to) em dias

5.3.2 Determinacdo da massa seca
A quantificacdo da massa seca foi realizada por gravimetria a cada intervalo
de quatro dias até o final do experimento. Foram filtradas amostras de 20 mL em
microfiltro de fibra de vidro GF-1 (Macherey Nagel, Alemanha); diametro 47 mm,
previamente secos em estufa a 60 °C e pesados. Apos filtragem, os filtros foram
mantidos em estufa a 60 °C até atingirem peso constante. A determinacdo da
biomassa seca (g.L!) se deu através da subtragdo da massa final pela massa inicial

do filtro, dividido pelo volume filtrado.

5.4 Morfologia e estrutura celular

5.4.1 Variacdo morfologica

No ato da contagem celular também foi registrado (cada quatro dias até o
final do experimento) se a constituicdo dos cultivos eram células pertencentes ao
morfotipo esférico (morfologia esférica, subesférica ou ovalada) ou ao morfotipo
trilobado. Para tal fim, o valor da densidade celular foi expresso como 100%, sendo
composta unicamente entre os dois morfotipos mencionados.

5.4.2 Microscopia eletrénica de transmissao (TEM)

Foi realizado seguindo a metodologia proposta por Spurr (1969) com algumas
modificacdes. Usou-se 0,05 mg de biomassa de microalgas, a qual foi lavada em
PBS na temperatura ambiente (x 25 °C). Posteriormente, usou-se um fixador
composto por glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato 0,1 M, que reagiu por 2 h
a temperatura ambiente para depois continuar com a reagao a 4 °C por 12 h. Em
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seguida foram realizadas trés lavagens consecutivas usando novamente tampao
cacodilato 0,1 M com tempo de reagdo de 10 min. A pés-fixacdo da amostra foi
realizada por 30 min a temperatura ambiente e no escuro, usando OsO4 1% em
tampéo cacodilato 0,1 M e KsFe(CN)s 1,25% (1:1).

Uma nova lavagem foi feita com tampé&o cacodilato 0,1 M por 10 min seguido
de duas lavagens com agua destilada por 10 min. O processo de desidratacdo da
amostra foi realizado com banhos de acetona 30%, 50%, 70% e 90% por 10 min, e
finalmente trés vezes em acetona 100% também por 10 min. Para a infiltracdo da
amostra em resina, misturou-se acetona 100% com epon (1:1) a temperatura
ambiente por 12 h. Apds terminado o tempo da infiltracéo, foi feito a inclusdo da
amostra em epon puro, também, a temperatura ambiente por 12 h. Para o
emblocamento, as amostras tratadas com o epon puro foram transferidas para
forminhas apropriadas que foram solidificadas em estufa a 60 °C por 48h.

Posteriormente os blocos foram cortados a 60 nm em ultramicrotomo
(PowerTome PT-XL, Estados Unidos), e os cortes fixados com acetato de uranila
5% por 30 min, lavados com agua destilada, fixados com citrato de chumbo 1% por
30 min e lavados com agua destilada. Os cortes fixados foram montados em grades
de malha n°400 revestidas com formvar (Ted Pella Inc., Estados Unidos). As
imagens foram obtidas com o microscopio eletrbnico de transmissdo JEM-1400
(JEOL, Brasil) operado a 120 kV com um filamento LaB6.

5.5 Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos

As concentracdes dos pigmentos clorofila a, clorofila b e carotenoides foram
determinadas por meio da espectrofotometria a cada quatro dias de intervalo até o
final do experimento. Aliquotas de 20 mL foram retiradas dos cultivos e filtradas em
microfiltro de fibra de vidro GF-1. A extracdo dos pigmentos se deu através da
maceracao dos microfiltros com o material retido, usando acetona 90% a frio. Apés
a maceracao, a solucdo foi acondicionada em tubos de centrifuga envoltos por
papel aluminio e armazenados a 4 °C por 24 h para depois ser levada a
centrifugacgéo e o sobrenadante lido em espectrofotdmetro (AquaMate Plus UV-VIS,
Thermo Scientific) nos comprimentos de onda indicados. Todo o processo foi
realizado na auséncia de luz.

Para a quantificacdo das concentracdes das clorofilas a e b (ug.L) foram

utilizadas as férmulas propostas por Jefrey e Humphrey (1975), e para estimar 0s

27



carotenoides totais foi utilizada a equacao desenvolvida por Strickland e Parsons
(1968).
Clorofila a (ug.mL™) = 11,85 x Aesanm— 1,54 X Aea7 nm— 0,08 X Ag30 nm
Clorofila b (ug.mL™1) = 21,03 X Aea7 nm— 5,43 X Aes4 nm— 2,66 X As30 nm
Carotenoides (ug.mL™t) = 7,60 X Aago nm— 3,0 A7zs0 nm— 1,49 X As10 nm— 2,0 X A750 nm

5.6 Determinacdo de proteinas hidrossolluveis

Foi aplicado o método descrito por Lowry et al. (1951). As amostras contendo
5 mg da biomassa liofilizada foram submetidas a hidrolise alcalina com 4 mL de
NaOH 1 N a 100 °C em banho-maria por 1 h. Apos esfriar, as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 30 min para a obtencédo do extrato alcalino. Uma
aliquota de 0,5 mL do extrato foi transferida para um tubo, onde adicionou-se 5 mL
de uma solugdo composta por Na.COs 2% em NaOH 0,1 N, CuSO4 0,5% e
KNaC4H406 1%, na proporcao 100:1:1, respectivamente. A mistura foi agitada em
vortex e deixada em repouso durante 10 min. Em seguida, acrescentou-se 0,5 mL
de solucdo de Folin-Ciocalteau em agua destilada na proporcao 1:1,
homogeneizado novamente em vortex e deixando repousar por 30 min para a
realizacao da leitura em espectrofotometro a 750 nm. A curva padrao foi elaborada
a partir de uma solucdo de albumina 300 pg.mL, realizando um gradiente de
concentracdo de 0 até 250 pug.mLL. O teor de proteinas (%) foi apresentado como

miligramas de proteinas por grama de biomassa seca.

5.7 Determinacdao de carboidratos soluveis

Foi determinado pelo método de Kochert (1978). Foram pesados 5 mg de
amostra liofilizada submetendo a hidrolise alcalina com 4 mL de NaOH 1 N, o qual
foi aquecido em banho-maria a 100 °C por 1 h. Apés esfriar a temperatura ambiente,
as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm durante 10 min. Retirou-se 0,5 mL do
extrato alcalino e foram transferidos para um tubo, adicionando-se 1 mL de NaOH
1 N e 0,05 mL de fenol 4%, seguindo de agitacdo em vortex. Apos esfriar em
temperatura ambiente por 30 min, foram acrescentados 2,5 mL de H>SOa
concentrado. A mistura foi deixada em repouso para esfriar e foi lida em
espectrofotdmetro a 485 nm. A curva padrao foi preparada a partir de uma solucéo
de glicose anidra 300 pug.mL™, realizando um gradiente de concentracédo de 0 até
250 pg.mLt. O teor de carboidratos (%) foi apresentado como miligramas de

carboidratos por grama de biomassa seca.
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5.8 Determinacdo de lipideos totais

Foi determinado usando o método descrito por Bligh e Dyer (1959). A
biomassa liofilizada foi transferida para um tubo onde foram adicionados 2 mL de
agua destilada para cada 0,5 g de biomassa, respeitando-se as propor¢des quando
em quantidades menores. A biomassa Uumida foi adicionado 7,5 mL de solugéo
cloroférmio: metanol (1:2), seguido de agitagdo em vortex por 2 min. Foi adicionado
2,5 mL de cloroférmio, sendo novamente agitado por 30 s e em seguida foi
adicionado 2,5 mL de agua destilada seguido de agitacdo em vortex por 30 s. A
biomassa foi separada por centrifugacéo a 3500 rpm por 8 min a 4 °C para depois
transferir a fase orgéanica para um Becker que foi levado a estufa a 30 °C para
secagem (evaporacdo dos reagentes) até atingir massa constante, restando
somente os lipideos totais na forma solida. O teor de lipideos (%) foi apresentado

em miligrama de lipideo por grama de biomassa seca.

5.9 Determinagéao do perfil de ésteres metilicos de acidos graxos (FAME)
Os acidos graxos foram determinados através da cromatografia liquida de

alta eficiéncia (HPLC) dos ésteres metilicos da biomassa de microalgas.

5.9.1 Transesterificacdo da biomassa microalgal

Foi realizado seguindo a metodologia proposta por Menezes et al. (2013) com
algumas modificacées. Em um tubo de ensaio pesou-se 200 mg da biomassa de
microalgas. A seguir, adicionaram-se 3 mL de solu¢do 0,5 M NaOH em metanol
seguido de aquecimento em banho-maria a 70 °C por 10 min. Resfriou-se o tubo
de ensaio em banho de gelo e adicionou-se 9 mL de uma mistura esterificante
composta por 2 g de NH4ClI, 60 mL de metanol e 3 mL de H>SO4 concentrado que
foi levado previamente a rotaevaporador a 150 rpm por 15 min.

Aqueceu-se, novamente, o tubo de ensaio em banho-maria a 70 °C por 10
min, resfriou-se em banho de gelo e adicionou-se 5 mL de heptano e 2 mL de agua
destilada. O tubo foi agitado em vortex por 30 s e se colocou em repousado a
temperatura ambiente até a separacao de fases. A fase heptanica foi coletada e
liofilizada por 48 h, para posteriormente ser analisada por cromatografia.

5.9.2 Analise cromatografica

A analise das amostras foi realizada em um sistema de cromatografia da série

Shimadzu CBM-20A (Japao), equipado com um desgaseificador de solventes DGU-

20AS, uma bomba quaternéaria de gradiente LC-20AT, um injetor automatico de
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amostras SIL-20AHT e um detector de arranjo de diodos SPD-M20A. A coluna
cromatografica utilizada foi uma coluna analitica Kinetex C18 (100 x 2,1 mm, 2,6
pum, 100 nm). O comprimento de onda de deteccéo foi de 210 nm. O volume de
injecdo para as analises foi de 50 uL da amostra e a vazéo da fase mdvel foi de
0,250 mL.min"%,

Em todas as andlises, a coluna permaneceu acondicionada a temperatura
constante de 37 °C utilizando um médulo aquecedor de coluna da Shimadzu. A
solucdo de H2O:TFA (99,9:0,1 v.v?) foi utilizada como fase mével A, enquanto a
fase B foi composta por acetonitrila. A vaz&o utilizada nas analises foi de 0,250
mL.mint. O perfil do gradiente iniciou-se com 70% da fase mével B. Entre 0 e 12
min aplicou-se um gradiente linear de acetonitrila variando a porcentagem da fase
moével B de 70 a 90%. Entre 12 e 32 min, o gradiente linear variou de 90 a 100%.

Entre 32 e 32,5 min, o gradiente retornou a condigéo inicial e manteve-se até
o re-equilibirio da coluna. Todas as solucdes preparadas para compor as fases
moéveis foram previamente filtradas e desgaseificadas por 15 min em banho de
ultrassom (Limpsonic, Brasil) antes de serem utilizadas.

5.9.3 Validacdo do método

Os ésteres foram dissolvidos em solucdo de acetonitrila e a solu¢do padréo
de 10 yg.mL™* foi estocada a -20 °C. A curva analitica foi obtida pela injecédo das
seguintes solucbes padrbes: Dodecanato (C12:0), Linolenato (C18:3), Miristato
(C14:0), Linoleato (C18:2), Palmitato (C16:0) e Oleato (C18:1) com concentracdes
entre 0,2 e 2,0 uyg.mL* (Anexo 1). Os dados foram processados utilizando o
software LCSolutions 2.1. O coeficiente de correlagéo, a inclinacéo e o intercepto
da curva padrédo, bem como a tabela de andlise de variancia e os respectivos erros
padrdes foram calculados para verificar a validacdo do modelo linear da equacéao

utilizada para padronizar o método de quantificacao.

5.10 Analise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguido
do teste de comparacdo de médias de Tukey (p < 0,05). A analise de componentes
principais (PCA) foi usada para determinar a relacdo entre todos os parametros
analisados. A ANOVA e o teste post hoc foram feitos usando o software SPSS 20.0
e a PCA foi feita com o software XLSTAT 2018.
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6. RESULTADOS

6.1 Densidade celular

A Fig. 2 apresenta as curvas de crescimento dos cultivos de Picocystis
salinarum submetidos a diferentes concentragdes de nitrogénio no meio /2. A
deplecéo de nitrogénio (0.5, 0.25 e 0.125 N) apresenta diferenga significativa (p <
0,05) na densidade celular a partir do 12° dia de cultivo. A partir deste periodo, a
concentracdo 1 N proporcionou os valores mais elevados de densidade celular até
o final do cultivo (atingindo até 13,1 x 10%cel.mL! no 20° dia), seguido dos
tratamentos 0.5, 0.25 e 0.125 N, respectivamente.

16

|l | e fl21N
14 v— fl205N
—=— f/20.25N
12 4 ©— f/20.125N

10 A

Densidade celular (10°cel. mL™)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tempo (dias)
Figura 2. Curvas de crescimento de Picocystis salinarum no meio f/2 com concentragdes de

deplecao de nitrogénio. Barras de erro representam o desvio padrédo (n = 3).

J4, as curvas de crescimento de P. salinarum com diferentes concentracfes
de nitrogénio no meio J/1 (Fig. 3) demonstraram que ao longo do periodo de cultivo
a densidade celular ndo variou significativamente (p > 0,05). Porém, do 16° dia em
diante, verificou-se que os tratamentos com maior deplec¢édo de nitrogénio (0.25 e
0.125 N) obtiveram uma densidade celular superior quando comparado com as
demais unidades experimentais (1 e 0.5 N), sendo os seus valores maximos
registrados no 20° dia de 19,7 + 1,1 x 10%el.mL'e 15,4 + 1,8 x 108cel.mL?,

respectivamente.
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Figura 3. Curvas de crescimento de Picocystis salinarum no meio J/1 com concentracdes de

deplecdo de nitrogénio. Barras de erro representam o desvio padréo (n = 3).

6.2 Cinética de crescimento
Os valores de taxa de crescimento (r), duplicacdes por dia (k) e tempo de
duplicagéo (T2) de P. salinarum nos meios de cultura f/2 e J/1 estdo apresentados
nas tabelas 4 e 5, respectivamente. No meio f/2 foi observado que nas maiores
concentragcfes de nitrogénio (1 e 0.5 N) obteve-se os maiores valores de r e kK,
seguido dos tratamentos 0.25 e 0,125 N respectivamente (Tab. 4). Em relacdo ao
T, os tratamentos com maior deplecao de nitrogénio (0.125 e 0.25 N) apresentaram

0S maiores valores para este parametro, seguido dos tratamentos 0.5 e 1 N que
foram estatisticamente iguais (p > 0,05).

Tabela 4. Parametros cinéticos de crescimento de Picocystis salinarum no meio f/2 com
concentracdes de deplecao de nitrogénio. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

r k T>

d? d? (d)
fl21N 0,134 £ 0,004 a 0,193 £ 0,005 a 5,183+0,146 b
f/20.5N 0,109 + 0,005 ab 0,157 + 0,007 ab 6,373+ 0,274 b
f/20.25 N 0,090 + 0,008 bc 0,130 + 0,011 bc 7,713 £ 0,643 ab
f/20.125 N 0,070 + 0,020 c 0,100 + 0,029 c 10,464 + 2,659 a

Para o meio J/1 (Tab. 5), todos os tratamentos de deplecao de nitrogénio (0.5,
0.25 e 0.125 N) proporcionaram os maiores valores de r e k em comparacado com o
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controle (1 N). Em contrapartida, o T foi maior nas duas maiores concentracoes (1
e 0.5N).

Tabela 5. Parametros cinéticos de crescimento de Picocystis salinarum no meio J/1 com
concentracdes de deplecéo de nitrogénio. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

r k T>
d? d? (d)
J/11N 0,130 + 0,008 b 0,188 +0,011 b 5,339 +0,304 a
J/10.5N 0,142 + 0,005 ab 0,205 + 0,008 ab 4,879 £ 0,176 ab
J/10.25N 0,156 + 0,003 a 0,211 £ 0,004 a 4,749 + 0,092 b
J/10.125 N 0,152 + 0,004 a 0,219 + 0,006 a 4,570+ 0,119 b

6.3 Massa seca
A Figura 4 e 5 mostram a variacdo da concentracdo da massa seca dos
cultivos de P. salinarum ao longo do tempo sob diferentes concentracdes de
nitrogénio nos meios testados. Observa-se que no 4° dia de cultivo no meio /2 (Fig.

4), a massa seca nao se diferenciou entre os tratamentos (p > 0,05).
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Figura 4. Massa seca de Picocystis salinarum no meio f/2 com concentracdes de deplecéo de

nitrogénio. Barras de erro representam o desvio padrdo (n = 3). Valores seguidos pela mesma
letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

No 8° dia, as trés concentracfes superiores de nitrogénio comegaram a

sobressair em relagdo a menor concentracdo, sendo que no 20° dia o maior valor
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de massa seca foi obtida em 1 N (0,96 g.L!) e 0.5 N (0,88 g.L ). Enquanto que os
tratamentos 0.25 e 0.125 N obtiveram 0,86 e 0,74 g.L™1, respectivamente (Fig. 4).

Entre 0 8° e 16° dia de cultivo, a massa seca dos tratamentos no meio J/1 nao
mostraram diferenca significativa entre si (p > 0,05). Entretanto, no final do cultivo
a concentracdo 1 N apresentou valor superior (0,89 g.L'') em comparacdo as
concentracdes 0.5 e 0.25 N (0,81 e 0,80 g.L! respectivamente), seguido do
tratamento 0.125 N que registrou valor de 0,76 g.L* (Fig. 5).
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Figura 5. Massa seca de Picocystis salinarum no meio J/1 com concentragdes de deplecédo de

nitrogénio. Barras de erro representam o desvio padrdo (n = 3). Valores seguidos pela mesma
letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

6.4 Morfologia e estrutura celular
As variac6es morfoldgicas de P. salinarum (Fig. 6) entre os morfotipos esférico
e trilobado durante o cultivo nos meios de cultura f/2 e J/1 estdo apresentadas nas
figuras 7 e 8, respectivamente. Em todos os dias de analise, o morfotipo esférico

foi predominante em todas as unidades experimentais de ambos meios de cultura.

No meio f/2, em todas as concentracées de nitrogénio testadas (Fig. 7),
prevaleceu o morfotipo esférico das células de P. salinarum, alcancando o valor
maximo de densidade celular percentual (91,75 + 0,25%) no 4° dia de cultivo.
Durante os demais dias, apesar da predominancia, houve diminuicdo deste

morfotipo em 1, 0.5 e 0.25 N. Em relacéo ao morfotipo trilobado, a densidade celular
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percentual alcangou seu valor maximo (30%) no 20° dia de cultivo no controle (1
N). Diferente dos demais tratamentos, a densidade celular percentual deste
morfotipo em 0.125 N diminuiu ao longo dos dias até alcancar 2% no 20° dia de

cultivo.

Nos cultivos realizados utilizando o meio J/1 (Fig. 8), também houve
predominancia do morfotipo esférico em todas as unidades experimentais em
comparacao com o trilobado. Entretanto, notou-se valores superiores do morfotipo
trilobado em relagcdo ao meio f/2, onde o maximo valor de densidade celular

percentual obtido (38%) ocorreu na concentracdo 1 N no 20° dia.

Figura 6. Morfologia celular de Picocystis salinarum. a. Morfotipo trilobado exibindo um gréo de
amido (organela esférica refringente) por cada lobo do cloroplasto. b. Morfotipo esférico (células
subesférica e ovalada). c. Célula esférica em transicdo a forma trilobada. d,e. Células sob
deplecao de nitrogénio. As pontas das setas indicam corpos lipidicos. Escala =5 pum.
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A microscopia eletrénica de transmissao (TEM) revelou que as células de P.
salinarum sob diferentes concentracbes de deplecdo de nitrogénio sofreram
mudancas morfoldgicas e estruturais. No meio f/2, observou-se que a maioria das
células do controle (1 N) mostraram o cloroplasto como a organela que cobria a
maior parte do citoplasma (Fig. 9a). Porém, nos tratamentos de deplecdo de
nitrogénio essa organela diminuiu até quase se tornar imperceptivel. Além disso,
apareceram organelas armazenadoras de sustancias de reserva (Fig. 9b, 9c, 9d)
como grdos de amido (carboidratos) e corpos lipidicos (lipideos) em diferentes
nameros e tamanhos nos tratamentos 0.5, 0.25 e 0.125 N, respectivamente.

Essa tendéncia foi observada também na TEM das células de P. salinarum no
meio J/1 (Fig. 10), onde a maior parte das células em 1 N (Fig. 10a) e 0.5 N (Fig.
10b) possuiam o cloroplasto como a organela mais proeminente no citoplasma.
Entretanto nos tratamentos com maior deplecéo; 0.25 N (Fig. 10c) e 0.125 N (Fig.

10d), apareceram as duas organelas de reserva ja mencionadas.
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Figura 9. Microscopia eletronica de transmissédo de Picocystis salinarum no meio f/2 com

diferentes concentracdes de nitrogénio. a. Célula sob condi¢des normais exibindo cloroplasto
periférico. b, ¢, d. Células sob deple¢éo de nitrogénio exibindo diferentes nimeros e tamanhos de
corpos lipidicos e graos de amido. Simbolos: cloroplasto (C), corpo lipidico (L), grdo de amido (*).

Escala = 0,5 pm.
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Figura 10. Microscopia eletrdnica de transmisséo de Picocystis salinarum no meio J/1 com

diferentes concentracdes de nitrogénio. a, b. Célula sob condi¢cdes normais exibindo cloroplasto
periférico em forma de taca. c, d. Células sob deplecao de nitrogénio exibindo diferente tamanho
de corpos lipidicos e cloroplasto em forma de ta¢a contendo graos de amido. Simbolos:
cloroplasto (C), nacleo (N), corpo lipidico (L), grédo de amido (*). Escala = 0,5 pm.
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6.5 Pigmentos fotossintéticos

Os valores das concentragBes dos pigmentos cloroplastidicos (clorofila a,
clorofila b e carotenoides) estao apresentados na Fig. 11 (meio /2) e Fig. 12 (meio
J/1). No 8° dia de cultivo no meio /2, as maiores concentragdes de clorofila a de P.
salinarum foram encontradas no controle (1 N) e no tratamento 0.5 N (Fig. 11a). A
partir do 12° dia observa-se um notério aumento deste pigmento em 1 N (2,73
ug.mL1), cuja concentracéo foi mantida superior até o final do cultivo em relagdo
aos tratamentos 0.5, 0.25 e 0.125 N, respectivamente.

Essa tendéncia foi encontrada também para a clorofila b, onde a partir do 12°
dia, o valor do pigmento supracitado aumentou consideravelmente em 1 N. Porém,
foi a partir do 16° dia que a concentracdo de clorofila b (0,92 pg.mL™?) obteve
diferenca significativa em relacdo aos tratamentos 0.5, 0.25 e 0.125 N,
respectivamente.

A concentracdo de carotenoides (Fig. 11c) apresentou comportamento
contrario ao das clorofilas a e b, aumentando proporcionalmente com a deplecéo
de nitrogénio e com o tempo do cultivo. A partir do 12° dia de cultivo o tratamento
0.125 N apresentou diferenca significativa (p > 0,05) na concentracdo de
carotenoides em relacdo aos demais tratamentos (0.25 e 0.5 N) e ao controle,
respectivamente, com maximo valor registrado no 20° dia (3,35 pug.mL™).

As concentracdes dos pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides)
para os diferentes tratamentos e controle no meio J/1 (Fig. 12) ndo apresentaram
diferencia significativa (p < 0,05) ao longo dos dias de cultivo. As maiores
concentragfes dos pigmentos supracitados foram registradas no 20° dia de cultivo
em 1 N, onde, a clorofila a correspondeu a 2,28 pug.mL™, clorofila b 0,88 pg.mL? e

carotenoides 1,78 pg.mL™.
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Figura 11. Conteudo de pigmentos fotossintéticos de Picocystis salinarum no meio f/2 com
concentracdes de deplecao de nitrogénio. Barras de erro representam o desvio padrao (n = 3).

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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concentracdes de deplecao de nitrogénio. Barras de erro representam o desvio padrao (n = 3).

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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6.6 Proteinas hidrossolluveis, carboidratos e lipideos totais

Os valores obtidos nas andlises do teor final de biomoléculas (proteinas

hidrossoluveis, carboidratos e lipideos totais) dos cultivos de P. salinarum sobre

deplecéo de nitrogénio nos meios f/2 e J/1 estdo representados nas figuras 13 e

14, respectivame
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Figura 13. Teor de proteinas, carboidratos e lipideos de Picocystis salinarum no meio f/2 com

concentracdes de deplecao de nitrogénio. Barras de erro representam o desvio padréo (n = 3).
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Figura 14. Teor de proteinas, carboidratos e lipideos de Picocystis salinarum no meio J/1 com

concentracdes de deplecao de nitrogénio. Barras de erro representam o desvio padrao (n = 3).
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Da mesma forma que nos testes anteriores, foi realizado a analise de variancia
(ANOVA) independentemente para cada biomolécula. O ANOVA seguido do teste
de Tukey demonstrou haver diferencas significativas (p < 0,05) entre os teores de
proteinas para as concentra¢des de nitrogénio no meio f/2, com valores maximos
de135%em1Ne 14 %emO0.5Neomenor29%em0.125 N. No caso do meio
J/1, o teor de proteinas em todos os tratamentos ndo apresentou diferenca
significativa (p > 0,05), com valor médio de 26,6 + 1,3%.

Com relagéo aos teores de carboidratos no meio f/2, o teste de Tukey formou
dois grupos com resultados estatisticamente diferentes (p < 0,05). O controle (1 N)
e o tratamento 0.5 N apresentaram maior teor, cujo valor médio foi 43,35 + 0,25%
de carboidratos. Os demais tratamentos (0.25 e 0.125 N) apresentaram valor médio
inferior (32,75 + 1,75%) desta biomolécula. Em contrapartida, no meio J/1 o maior
teor de carboidratos foi observado no tratamento 0.125 N (32%) e o menor no 1 N
(12,6%).

Para os teores de lipideos no meio /2, o maior valor (33,8%) foi obtido no
tratamento 0.125 N segundo o teste de Tukey (p < 0,05). Resultado semelhante foi
encontrado no meio J/1, onde o tratamento 0.25 N proporcionou maior teor (22,3%)
desta biomolécula, seguido das concentracdes 0.25 e 0.5 N (20 + 0,1%) e o controle
(17,1%).

6.7 Perfil de ésteres metilicos de acidos graxos (FAME)

A composicdo dos FAME de P. salinarum com diferentes deplecbes de
nitrogénio nos meios f/2 e J/1 estéo listados nas tabelas 6 e 7, respectivamente. Os
acidos graxos foram classificados como acidos graxos saturados (SFA) e
insaturados (UFA). Os SFA detectados foram o acido laurico (C12:0), miristico
(C14:0) e palmitico (C16:0). Os UFA foram divididos em monoinsaturado (MUFA),
como o &cido oleico (C18:1), e poliinsaturados (PUFA), como o acido linoleico
(C18:2) e linolénico (C18:3).

No controle do meio /2, P. salinarum produziu principalmente o acido laurico
(274,01 pg.g*ms). Mas, nos tratamentos com deplecédo de nitrogénio o valor desse
acido graxo diminuiu ou nédo foi sintetizado. Em relacdo ao acido palmitico, houve
aumento em todos os tratamentos, sendo o &cido de maior ocorréncia dentre os
SFA (com valor maximo de 923,95 pg.gtms em 0.5 N). Em consequéncia de sua

predominéancia, os SFA foram superiores aos UFA. Nos tratamentos 0.25, 0.125 N
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e controle (1 N), a ocorréncia do acido oleico apresentou valores consideraveis
(175,31 £ 78, 93 pg.g*ms) dentro dos UFA, enquanto o &cido linolénico (PUFA) foi

0 acido que menos se expressou, hdo ultrapassando os 1,64 pug.g*ms (Tab. 6).

Tabela 6. Perfil de ésteres metilicos de acidos graxos (ug.g™*ms) da biomassa de Picocystis
salinarum no meio f/2 com concentracfes de deplecdo de nitrogénio. Valores seguidos pela

mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05). Abreviagdes: ndo

detectado (-), ndo quantificado (n.q.).

1N 05N 0.25N 0.125N
Laurico (C12:0) 274,01 a - 53,53¢ 157,83 Db
Miristico (C14:0) 59,15b 72,13 ab 79,65 a 28,99 c
Palmitico (C16:0) 59,24d 92395a 721,96b 300,49 c
Oleico (C18:1) 111,32 b 0,6lc 254,24a 96,38 b
Linoleico (C18:2) 16,99 a 19,87 a 18,07 a n.g.
Linolénico (C18:3) 0,92 a n.g. 164a n.g.
SFA 392,40c 996,08a 855,15a 487,31b
UFA 129,23 b 20,48c 273,95a 96,38 b
MUFA 111,32 b 0,6lc 254,24a 96,38 b
PUFA 1791 a 19,87 a 19,70 a n.g.

Da mesma forma, dos SFA de P. salinarum no meio J/1 (Tab. 7) o acido

palmitico foi mais sintetizado no tratamento 0.5 N (859,21 pg.g*ms) seguido pelo

controle (295,67 pg.g'ms). Entretanto, nos tratamentos 0.25 e 0.125 N ocorreu

consideravel diminuicdo desse acido (1,825 + 0,675 pg.g'ms).

Tabela 7. Perfil de ésteres metilicos de acidos graxos (ug.g*ms) da biomassa de Picocystis
salinarum no meio J/1 com concentracdes de deplegdo de nitrogénio. Valores seguidos pela

mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05). Abreviac¢des: ndo

detectado (-), ndo quantificado (n.q.).

1N 0.5N 0.25N 0.125N
Laurico (C12:0) - 19,74 c 36,06 b 132,31a
Miristico (C14:0) 18,81 b 80,14 a 1,23 c 1,73 c
Palmitico (C16:0) 295,67b 859,21 a 1,15¢c 250c
Oleico (C18:1) 42,21 ¢c 2,19d 76,25b 440,07 a
Linoleico (C18:2) 16,02 a 0,37 ¢ 0,19¢c 9,92 b
Linolénico (C18:3) n.qg. n.qg. n.qg. 0,17 a
SFA 314,48b 959,09 a 38,44d 136,54 c
UFA 58,23 b 2,56 ¢ 76,44b 450,16 a
MUFA 4221 c 2,19d 76,25b 440,07 a
PUFA 16,02 a 0,37 c 0,19c¢c 10,09 b

45



Em relacdo ao acido laurico, os tratamentos supracitados apresentaram
valores elevados (84,185 + 48,125 pg.g*ms) tornando-se o maior contribuinte dos
SFA. Embora seja um valor relevante dentro dos SFA, os UFA se mostraram
superiores ao total de FAME. Em contrapartida, no tratamento 0.5 N e controle, a

presenca dos SFA se mostrou superior em relagdo aos UFA em detrimento da
ocorréncia elevada do acido

palmitico (295,67 e 859,21 pg.g'ms,
respectivamente). Dentro dos UFA, o teor de MUFA (&cido oleico) foi superior aos
PUFA em todas as unidades experimentais (Tab. 7).

6.8 Anélise de componentes principais (PCA)

Para a realizacado dos PCA em ambos meios de cultura foram utilizados todos
0s parametros quantitativos analisados. No caso das analises que envolveram
registros durante todo o periodo de cultivo (densidade celular, massa seca,

pigmentos fotossintéticos e variagdo morfolégica), foram considerados s o0s
valores obtidos no ultimo dia de analise (20° dia).
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Figura 15. Analise de componentes principais (PCA) de Picocystis salinarum no meio f/2 com
concentracdes de deplecao de nitrogénio. Parametros agrupados no mesmo eixo ortogonal estao

positivamente correlacionados, enquanto aqueles em eixos opostos tém uma correla¢éo negativa.
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Figura 16. Andlise de componentes principais (PCA) de Picocystis salinarum no meio J/1 com

concentractes de deplecdo de nitrogénio. Pardmetros agrupados no mesmo eixo ortogonal estdo

positivamente correlacionados, enquanto aqueles em eixos opostos tém uma correlacdo negativa.

A PCA permitiu revelar a existéncia ou ndo de relacdes entre os parametros

medidos e seus agrupamentos entre o controle e os tratamentos. Os parametros

gue se encontram agrupados no mesmo eixo ortogonal estdo positivamente

correlacionados, enquanto aqueles que estdo em eixos opostos tém uma

correlacdo negativa.
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7. DISCUSSAO

7.1 Efeito da deplecdo de nitrogénio na densidade celular, cinética de
crescimento e massa seca
Uma das consequéncias da privagao ou limitagdo de nutrientes no cultivo de
microalgas é a possivel diminuicdo da densidade celular, taxas de crescimento e
producdo de biomassa (MARKOU; ANGELIDAKI; GEORGAKAKIS, 2012,
SHARMA; SCHUHMANN; SCHENK, 2012). A deplecé&o ou a privagéo de nitrogénio
(-N) afeta principalmente a capacidade de fotossintese das células e resulta em
uma reducéo das variaveis supracitadas (ORDOG et al., 2012).

Neste estudo, a densidade celular de Picocystis salinarum no meio /2
apresentou notavel variacdo entre os tratamentos de deplecédo de nitrogénio (0.5,
0.25 e 0.125 N), evidenciando uma correlagdo negativa entre densidade celular
(cel.mL?) e concentracdo de nitrogénio (NaNOs). Tal fato é corroborado com os
resultados de cultivo da microalga Chlorella zofingiensis que obteve valor maximo
de 1,8 x 108 cel.mL™%, mas sob -N s6 atingiu 0,53 x 108 cel.mL™* (ZHU et al., 2014).

N&o obstante, a deplecdo de nitrogénio (KNO3) no meio J/1 ndo afetou
significativamente a densidade celular de P. salinarum. Da mesma forma, Chen et
al. (2011) nao observaram diferencas significativas na densidade celular, quando a
concentracdo de nitrogénio (KNOgs) foi de 1 ou 0,5 g.L'! em cultivos da microalga

halofila Dunaliella tertiolecta.

De acordo com os resultados da densidade celular de P. salinarum no meio
f/2, era esperado que a taxa de crescimento (r) e as duplicacdes por dia (k) fossem
diretamente proporcionais a concentracao de nitrogénio, e o tempo de duplicacao
(T2) fosse inversamente proporcional. Na microalga verde Scenedesmus
guadricauda, encontraram-se essas mesmas relacdes mencionadas quando os
parametros cinéticos de crescimento (r= 0,33 d*, k= 0,47 d* e T2 = 2,09 d) foram
observados sob presenca de nitrogénio (+N), e variaram para valores de r= 0,14 d’
1 k= 0,20 d! e T,= 4,93 d em -N (ANAND; ARUMUGAM, 2015). Fato similar
aconteceu em C. vulgaris, a taxa de crescimento foi diminuindo a medida que a
concentracao de nitrogénio também diminuia (ILLMAN; SCRAGG; SHALES, 2010).

Essa tendéncia nédo foi observada em P. salinarum sob concentracdes de

deplecédo de nitrogénio (0.5, 0.25 e 0.125 N) no meio J/1. Ao contrario, nesses
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tratamentos a r e k foram superiores do controle (1 N) e o T2 maior no tratamento
0.5Neem1l1N.

Em relagdo & massa seca de P. salinarum no meio f/2, essa variavel
respondeu proporcionalmente ao aumento da concentragéo de nitrogénio. Fato que
corrobora com outros resultados como os de Sathasivam et al. (2018) que
verificaram que o controle (1 g.L* KNOs) de cultivos de D. salina também
mostraram relacdo do aumento de massa seca com o enriquecimento do meio por
nitrogénio, comparado aos tratamentos com deplecéo (0,75, 0,5 e 0,25 g.L " KNOs).
Ordog et al. (2012) também encontraram menor massa seca em C. minutissima
sob deplecao de nitrogénio (0,05 g.Lt KNOs). Em S. quadricauda, o rendimento de
massa seca aumentou de 0,06 g.L* em -N para 1,39 g.L? em +N (ANAND;
ARUMUGAM, 2015). Porém, essa tendéncia n&o foi observada em P. salinarum
cultivada no meio J/1, onde ndo houve variacao significativa da massa seca nos

tratamentos com deplecao de nitrogénio.

Os resultados de crescimento (densidade celular, cinética de crescimento e
massa seca) de P. salinarum sob as concentracfes de deplecdo de nitrogénio
testadas (37,5, 18,75 e 9,375 mg.L"* NaNO3) no meio /2, sustentam o fornecimento
desse elemento em concentracdes adequadas (75 mg.L™* NaNOs) no meio de
cultura para o correto metabolismo das microalgas. Diante do exposto, 0s
resultados da deplec¢édo de nitrogénio no meio J/1 (500, 250, 125 mg.L* KNO3) em
P. salinarum detalham que determinadas espécies de microalgas podem ter
requerimentos nutricionais simples e nao precisam de concentracdes elevadas de
nutrientes inorganicos para seu crescimento e desenvolvimento. Esse fato explica
porque os parametros de crescimento ndo variaram significativamente entre as
concentracfes de nitrogénio aplicadas. No cultivo de microalgas, é importante
determinar as concentracdes adequadas dos principais macronutrientes para

estabelecer uma economia na formulacdo dos meios de cultura.

7.2 Efeito da deplecao de nitrogénio na morfologia e estrutura celular
A limitacdo de nutrientes nas microalgas causa ndo apenas alteracées no
crescimento, mas também influencia na morfologia e estrutura celular (MARKOU;
ANGELIDAKI; GEORGAKAKIS, 2012). A variacdo entre o volume e a morfologia
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da célula é tida como uma consequéncia proporcional ao suprimento de nitrogénio
no meio (YOUNG; BEARDALL, 2003; SHARMA; SCHUHMANN; SCHENK, 2012).

As células de P. salinarum em ambos os meios de cultura sempre estiveram
compostas principalmente pelo morfotipo esférico, ao contrario do que foi visto no
morfotipo trilobado, onde, no decorrer dos dias de cultivo sob a deplecéo de
nitrogénio houve diminuicdo deste morfotipo. Possivelmente, isto seja uma
estratégia de crescimento da espécie, que sob estresse nutricional deixa de gerar

os dois lobos adicionais que exigem um maior gasto energetico.

Da mesma forma, as células de Chlamydomonas reinhardtii com formato
elipsoide (correspondendo a morfologia normal) foram gradualmente substituidas
por formas celulares esféricas maiores na -N, produto da aparicdo de corpos
lipidicos citosolicos que causaram o aumento do volume celular (DEAN et al., 2010;
SIAUT et al., 2011; CAKMAK, 2012; MSANNE et al., 2012). A formacao de corpos
lipidicos e aumento no tamanho das células em condi¢cdes de deplecdo ou -N
também foi observada em outras microalgas verdes como Acutodesmus dimorphus
(CHOKSHI et al., 2017), Chlorella zofingiensis (ZHU et al., 2014), Coccomyxa sp.
(MSANNE et al., 2012), Dunaliella tertiolecta (CHEN et al., 2011; CAKMAK, 2019),
Nannochloropsis oceanica (JIA et al., 2015), Scenedesmus subspicatus (DEAN et
al. 2010) e Tetraselmis sp. (LIM et al., 2017).

Fenotipicamente, as células sob -N possuem aparéncia amarelada como
resultado de uma reducédo acentuada no conteudo de clorofila em comparag¢do com
aquelas que cresceram em +N (DEAN et al., 2010; SIAUT et al., 2011; CAKMAK,
2012; MSANNE et al., 2012). Fato que é corroborado em P. salinarum nos

tratamentos de deplecdo do meio f/2 (Anexo 2).

A visualizacdo das estruturas celulares (corpo lipidico e grdo de amido) nos
cultivos com deplecdo de nitrogénio em P. salinarum foram nitidamente
identificadas na microscopia eletrénica de transmissédo (TEM). Nos meios de cultura
utilizados observou-se que existe uma relacdo inversamente proporcional da
concentracdo de nitrogénio e a formacao de corpos lipidicos. Tais estruturas néo
foram identificadas no controle, porém, foram visualizadas em uma ou duas

unidades por célula nos tratamentos 0.5 e 0.25 N, chegando a ser a organela mais
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proeminente no tratamento com maior deplecao (0.125 N), favorecendo o aumento

do volume celular.

O corpo lipidico é a principal estrutura de armazenamento de lipidios neutros
nas células eucarioticas, e evidéncias crescentes mostram seu envolvimento em
outros processos celulares como homeostase lipidica e sinalizacdo de
comunicacdes entre outras organelas. Os corpos lipidicos surgem em resposta a
necessidades celulares especificas e 0 seu nimero por célula varia dependendo
do estagio de desenvolvimento e condi¢Bes de crescimento (GOOLD et al., 2014).
E proposto que os lipideos séo sintetizados e empacotados inicialmente no plastidio
e depois transportados para o citoplasma, no qual formam o corpo lipidico
(ELTGROTH; WATWOOD; WOLFE, 2005).

Um grande acumulo de goticulas lipidicas pode ser desencadeado pela
auséncia de nutrientes (N, Fe, S, P), alta luminosidade, hipoxia ou aumento da
salinidade. Entre os varios fatores mencionados, o melhor estudado € a resposta
da —N, onde o corpo lipidico funciona como fonte de armazenamento de carbono
sob condi¢bes adversas, visando a formacdo de um reservatério rico em energia
guando as condicdes ideais de crescimento se restabelecerem (RODOLFI et al.
2009; GOOLD et al., 2014; ROOPNARAIN; GRAY; SYM, 2014).

Tanto o nimero quanto o tamanho dos corpos lipidicos podem aumentar a
medida que o estresse se prolonga, o processo é acompanhado pela degradacéo
dos lipidios da membrana e a desorganizacdo ou ruptura da grana do tilacoide
(SIAUT et al., 2011; GOOLD et al.,, 2014; ROOPNARAIN; GRAY; SYM, 2014).
Como constatado no presente estudo, onde as células sob deplecéo de nitrogénio
no meio f/2 ndo foi observada a presenca do cloroplasto, e no meio J/1 onde essa

organela mostrou volume reduzido.

Da mesma forma, em Chlamydomonas reinhardtii um Gnico plastidio em
formato de taca ocupou mais de dois tercos do volume celular total quando
cultivado em +N, onde nem gréos de amido e corpos lipidicos foram detectados. A
aparicdo e acumulo dessas organelas, bem como a reducdo das membranas

plastidiais foram marcantes nas células sob —N (SIAUT et al., 2011).
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Quanto a presenca de graos de amido foi elevada nas células de P. salinarum
no tratamento 0.5 N no meio f/2. J& nos outros tratamentos com deplecédo (0.25 e
0.125 N) o conteudo diminuiu até ndo ser observavel. No meio J/1, foram
observados numerosos gréaos de amido contidos em um cloroplasto parietal em
forma de taca (0.25 N), mas no tratamento 0.125 N o cloroplasto foi reduzido e os

graos de amido diminuiram.

Os carboidratos estédo armazenados nos cloroplastos na forma de graos de
amido e é a principal forma de reserva energética da maioria das microalgas verdes.
Zhu et al. (2014) observaram em Chlorella zofingiensis aumento dos gréos de
amido tanto em tamanho como abundancia apds os primeiros dias sob -N,
enquanto os corpos lipidicos ndo se alteraram. No 6° dia de cultivo, as células
aumentaram de tamanho devido a presenca de corpos lipidicos no lugar de
granulos de amido; além disso, a fuséo de pequenos corpos lipidicos foi observada

para formar outros maiores.

Ito et al. (2013) informaram que em condi¢des de -N, os granulos de amido
podem se fundir, e Mizuno et al. (2013) sugerem que o amido é convertido em
lipideo sob —N. Esta observacdo sugere que o fluxo de carbono do amido deve
fornecer uma parte dos precursores necessarios para a sintese lipidica. Essas
informacdes confirmam a presenca de um unico e grande corpo lipidico nas células
de P. salinarum sob a maxima deplecéo testada (0.125 N), pode ser produto do
armazenamento de lipidios que provavelmente tornou-se maior ao utilizar a fonte

de carbono proveniente dos gréos de amido ao longo do periodo do cultivo.

7.3 Efeito da deplecao de nitrogénio nos pigmentos fotossintéticos
Como a clorofila € um composto de nitrogénio facilmente acessivel, ela pode
ser usada como reserva de nitrogénio intracelular para dar continuidade ao
crescimento e desenvolvimento das microalgas. Em casos em que o nitrogénio
venha a ser escasso ou esgotado (LI etal., 2008), podera ocorrer perda progressiva
de certas funcbes plastidicas, tal como, a diminuicdo da sintese de clorofila em

aumento de outros pigmentos como os carotenoides (MSANNE et al., 2012).

No presente estudo, a deplecdo de nitrogénio afetou negativamente o teor de
clorofila a e b de P. salinarum no meio f/2. No controle, a clorofila a tornou-se

abundante em todos os tratamentos a partir do 12° dia, chegando a demonstrar
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uma reducao substancial em relacdo ao tratamento com a maior deplecdo de
nitrogénio (0.125 N) no dltimo dia de analise, quando o teor de clorofila caiu para
91,2%. Situacao semelhante ocorreu para o teor de clorofila b, onde esta foi maior
a partir do 16° dia. Em consequéncia, a maior diferenca também foi encontrada
entre o controle e o tratamento 0.125 N, reduzindo para 84% deste pigmento. Ao
contrario, no meio J/1 a deplecdo de nitrogénio ndo afetou a concentracdo de
clorofila a (a partir do 16° dia) e clorofila b (a partir do 8° dia).

Pancha et al. (2014) aplicaram um gradiente de nitrato (NaNO3) variando de
0 a 247 mg.mL! no meio de cultura para Scenedesmus sp. Constataram que o teor
da clorofila a e b atingiu 1,89 e 0,87 yg.mL* (-N) comparado a 7,03 e 4,20 yg.mL*
(+N), respectivamente. As concentragbes de clorofila a e b em Chlorella
minutissima sob deplecéo de nitrogénio (7 mg.L* KNQOgz) foram significativamente
menores em comparacdo ao controle (700 mg.L* KNO3) (ORDOG et al., 2012). A
espécie Chlorella zofingiensis mostrou uma forte degradacao da clorofila sob —N
em apenas um dia de cultivo (ZHU et al., 2014). Em cultivos de Dunaliella salina, o
teor de clorofila a foi maior no controle (1 g.L* KNO3) seguido dos tratamentos com
deplegdo 0,75, 0,25 e 0,50 g.L! KNOs, respectivamente (SATHASIVAM et al.,
2018).

Em relacdo aos carotenoides, a deplecdo de nitrogénio no meio f/2 afetou
positivamente a concentragcdo em P. salinarum, onde o tratamento com maior
deplecéo de nitrogénio (0.125 N) obteve-se maiores valores a partir do 12° dia,
registrando seu aumento maximo no 20° dia, quando o valor de carotenoides foi
sete vezes maior comparado ao controle. O contrario foi observado no meio J/1,
guando todos os tratamentos com deplecéo de nitrogénio (a partir do 12° até o final

do cultivo) ndo mostraram diferencia significativa na sua concentracao.

O teor de carotenoides (160,5 uyg.mL*) em Dunaliella salina sob deplecédo de
nitrogénio (0,25 g.L* KNOgz) apresentou maiores concentracdes quando comparado
com outros tratamentos (0,5, 0,75 e 1 g.L"* KNOgz), bem como o teor minimo (99,43
ug.mL?) foi notado no tratamento com maior concentracéo de nitrogénio (1 g.L*
KNO3) (SATHASIVAM et al.,, 2018). De forma semelhante, o teor de clorofila

diminuiu e o teor de carotenoides aumentou rapidamente sob -N nas microalgas
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marinhas Chlamydomonas reinhardtii (CAKMAK et al., 2012) e Dunaliella tertiolecta
(YOUNG; BEARDALL, 2003).

A persisténcia ou o0 aumento de carotenoides em relacdo a clorofila durante a
deplecdo do nitrogénio pode refletir os custos diferenciais do nitrogénio na
producdo desses pigmentos. Essa ocorréncia pode estar relacionada a
reorganizacao do aparato fotossintético para maximizar a eficiéncia de absorgéo de
espectros especificos de luz sob situacdes de estresse nutricional (YOUNG;
BEARDALL, 2003). A deplecdo ou a -N nas microalgas verdes provoca a
diminuic@o na clorofila a e b, e aumento nos carotenoides; este fato é observavel
pela mudanca na cor do cultivo de verde para amarelo durante o periodo de

crescimento, como foi anteriormente descrito.

7.4 Efeito da deplecao de nitrogénio nas proteinas, carboidratos e lipideos
Sendo o nitrogénio o elemento essencial na participacdo da sintese proteica,
a deficiéncia deste diminuira drasticamente sua biossintese, afetando muitas
funcdes celulares como inibicdo do ciclo do &cido citrico, deterioracdo da
fotossintese e diminuicdo drastica da divisdo celular devido as insuficientes
proteinas do centro reacional do fotossistema e do transporte fotossintético de
elétrons. Em situacdo de —N, vias metabdlicas alternativas para a fixacdo de
carbono inorganico, como a sintese de carboidratos ou lipideos, sdo ativadas
(DENG; FEI; LI, 2011; MSANNE et al., 2012; PANCHA et al., 2014).

Os resultados do presente estudo demonstraram que a diminuicdo da
concentracdo do nitrogénio no meio f/2 (de 75 a 9,375 mg.L* NaNOs) resultou em
diminuicdo no teor de proteinas, observando uma reducao de até 78,5% em relacéo
ao controle e a maxima deplecao testada (1 e 0.125 N). A deplecéo do nitrogénio
no meio J/1 (de 1000 a 125 mg.Lt KNOs) ndo afetou a concentracéo de proteinas,
possivelmente porque embora houvesse decréscimo na concentracdo de nitrato
nos tratamentos, ainda eram significativamente elevadas em relacdo as
concentracbes de nitrogénio testadas no meio f/2 onde sim foi significativa a

deplecédo do nitrogénio.

A concentragcdo de proteinas na microalga marinha Chlamydomonas
reinhardtii, diminuiu em 18% em resposta a -N (DEAN et al., 2010), podendo

diminuir drasticamente para 74% — 82% (CAKMAK et al., 2012; MSANNE et al.,
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2012). Em Nannochloropsis oceanica, a -N causou reducao de até trés vezes (de
38% para 9,5%) (JIA et al., 2015). Nas microalgas continentais nativas
Acutodesmus obliquus, Ankistrodesmus sp. e Chlorella lewinii o teor de proteinas
em +N reduziram de 12,8% para 9,7%, de 14,5% para 10,5% e de 31,2% para
14,2%, respectivamente sob -N (COBOS et al., 2017).

A producdo de carboidratos tem dois propdsitos principais nas microalgas:
componentes estruturais de parede celular e reserva (MARKOU; ANGELIDAKI;
GEORGAKAKIS, 2012). Na auséncia de nitrogénio, o carbono gerado pela
fotossintese pode entrar na sintese de moléculas de armazenamento como o amido

(carboidratos) e/ou corpos oleosos (lipidios) (MSANNE et al., 2012).

O teor de carboidratos constituiu a maior fragdo das biomoléculas de P.
salinarum nos meios mais enriquecidos de nitrogénio (1 e 0.5 N) do meio /2. Seu
contetudo foi afetado negativamente pela deplecdo de nitrogénio apenas nos
tratamentos 0.25 e 0.125 N, até deixar de ser a principal biomolécula no tratamento
com maior deplecdo. Essa tendéncia ndo foi encontrada no meio J/1, onde os
resultados indicam que a diminui¢cdo do fornecimento do nitrogénio aumenta o teor

de carboidratos.

Estudos relacionados ao acumulo de carboidratos em cultivos com -N relatam
gue em Chlorella vulgaris essa biomolécula representou 41% da biomassa total
(DRAGONE et al., 2011), 35% em T. subcordiformis (JI et al., 2011; YAO et al.,
2012) e 57% na microalga nativa Desmodesmus sp. (RIZZA et al., 2017). Cobos et
al. (2017) também encontraram aumento no teor de carboidratos sob —N, de 44,3%
para 49,6% em Acutodesmus obliquus, de 30,3% para 34,6% em Ankistrodesmus
sp. e em Chlorella lewinii de 24,6% para 48,3%. Em certas espécies; como
Chlamydomonas reinhardtii, 0 aumento no nivel de carboidratos pode ser rapido e
imediato, podendo alcancar até 80% (SIAUT et al., 2011; CAKMAK et al., 2012;
MSANNE et al., 2012).

Sob +N, os lipidios tém funcao principalmente estrutural das membranas
(ORDOG et al., 2012). Em geral, sob limitagdo nutricional, o fluxo de carbono
fotossintético muda de maneiras diferentes para canalizar a energia metabdlica em

Varios compostos ricos em energia, como os lipidios, em detrimento de uma taxa
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de crescimento reduzida (SIAUT et al.,, 2011; JUNEJA; CEBALLOS; MURTHY,
2013).

Os lipideos séo produtos de armazenamento preferidos pelas microalgas sob
varias condi¢fes de estresse, porque sdo de natureza hidr6foba, tém estados muito
reduzidos, sdo empacotados eficientemente na célula e podem ser utilizados
nestas condi¢des adversas para a sua sobrevivéncia e posterior proliferacao celular
(COURCHESNE et al., 2009). Como ja foi mencionado, sob deplecédo ou -N o0s
lipideos sdo armazenados em forma de corpo lipidico; o qual pode atingir a ser a
organela mais proeminente na célula, fazendo das microalgas um dos recursos
biolégicos promissores para a producéo de biocombustiveis (MSANNE et al., 2012;
CHOKSHI et al., 2017).

A deplecéo de nitrogénio em ambos 0os meios de cultura causou aumento no
teor de lipidios de P. salinarum. No meio f/2, o aumento chegou a 59,4% (0.125 N)
em relacéo ao controle (1 N), tornando os lipideos a principal biomolécula. No meio
J/1, o aumento foi de 30,4% (0,125 N) mas ndo chegou a ser a biomolécula mais
representativa. Estes resultados sugerem que, dependendo da concentracéo e do
tipo de nitrato fornecido, P. salinarum sintetiza uma determinada biomolécula para

enfrentar a deplecdo de nitrogénio e continuar com o seu desenvolvimento.

A deplecéo de nitrogénio (diminuicdo de 75% do nitrato no meio de cultura)
em Nannochloropsis oceanica aumentou os teores de lipidios de 7,9% para
15,31%, e em Chlorellla vulgaris de 5,9 para 16,41% (CONVERTI et al., 2009). A -
N incrementou o teor lipidico em trés cepas de Chlorella, constatando que C.
emersonii, C. minutissima e C. vulgaris mostraram aumento de lipidios na ordem
de 63%, 56% e 40% do seu teor de biomoléculas, respectivamente (ILLMAN;
SCRAGG; SHALES, 2000). Ordog et al. (2012) também constataram altos teores

lipidicos (40% e 46%) em duas cepas de C. minutissima sob —N.

Entretanto, em Chlorella lewinii ocorreu aumento do teor lipidico de 9,5% para
13,2%, Acutodesmus obliguus de 15,2% para 18,8% e Ankistrodesmus sp. de
23,7% a 39,5% (COBOS et al., 2017). Na diatomacea Chaetoceros muelleri e na
cloroficea D. salina o teor de lipideos alcancaram valores de 46% e 54%,
respectivamente, em -N (GAO; YANG; WANG, 2013).
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7.5 Efeito da deplecéo de nitrogénio no perfil de ésteres metilicos de &cidos
graxos (FAME)

As microalgas cultivadas em +N geralmente tém em sua constituicdo de
FAME principalmente os &cidos graxos poliinsaturados (PUFA), indicando o
envolvimento dos &cidos graxos nos componentes da membrana. Como
demonstrado na microalga continental Chlorella zofingiensis (ZHU et al., 2014) e
na microalga marinha Chlamydomonas reinhardtii (MSANNE et al., 2012), nesses
microorganismos, a membrana é principalmente constituida por acido palmitidonico
(C16:4) e &cido linolénico (C18:3).

Em contraste, a deplecdo ou —N estimula a producdo de acidos graxos
saturados (SFA) como o acido palmitico (C16:0) e acidos graxos monoinsaturados
(MUFA) como o éacido oleico (C18:1). Como constatado nas microalgas verdes
Chlorella vulgaris e Nannochloropsis oculata, fazendo desses organismos potentes
alternativas para o biodiesel (CONVERTI et al., 2009). Resultado semelhante
registrou-se na diatomacea Phaeodactylum tricornutum (YODSUWAN;
SAWAYAMA; SIRISANSANEEYAKUL, 2017) e nas microalgas marinhas
Chlamydomonas reinhardtii (MSANNE et al., 2012), D. salina (LV et al., 2016), D.
tertiolecta (CHEN et al. 2011) e Tetraselmis sp. (LIM et al., 2017).

A diminuicdo de PUFA; principalmente &cido linolénico (C18:3), também é
uma caracteristica da -N (LIM et al., 2017). A biomassa de Coccomyxa sp. em +N
era abundante em acidos pertencentes a PUFA, em particular linoleico e linolénico,
ao contrario, sob -N mostrou aumento no acido oleico (MUFA) (MSANNE et al.,
2012). Alguns FAME séo sintetizados exclusivamente em +N, como acido esteérico
(C18:0), eicosadienoico (C20:2) e araquidonico (C20:4). Enquanto outros ndo séo
encontrados sob -N, como o &cido oleico (C18:1), observado em D. salina (LV et
al., 2016).

No presente estudo, a deplecdo de nitrogénio influenciou positivamente a
concentracdo dos SFA com destaque ao aumento do &cido palmitico em P.
salinarum em todos os tratamentos no meio f/2, alcancando maximo valor em 0.5
N e em 0.5 N no meio J/1. J& a presenca do &cido linolénico (PUFA) em ambos os
meios de cultura foi minima ou nem quantificada pela sua baixa concentracao.

Diante do exposto, confirma-se que as células das microalgas tendem a diminuir o
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grau de insaturacdo dos acidos graxos em resposta ao déficit de nitrogénio (ZHU
et al., 2014). Embora em algumas microalgas o oposto tenha sido observado, em
S. quadricauda o principal componente foi o acido oleico sob +N e foi
substancialmente reduzido sob -N (ANAND; ARUMUGAM, 2015).

7.6 Potencial uso da biomassa de microalgas como matéria-prima para a
producéao de biodiesel
Nos ultimos anos, a producao de biodiesel atraiu a atencdo mundial devido a
consciéncia no esgotamento dos combustiveis fésseis, sendo o biodiesel a partir
da biomassa de microalgas uma alternativa promissora (CHEN et al., 2018).

As dificuldades na producéo de biodiesel a partir das microalgas nao estédo na
tecnologia de extracdo dos acidos graxos, mas sim em identificar uma cepa com
alto conteudo dessa biomolécula e uma rapida taxa de crescimento (DEMIRBAS;
DEMIRBAS, 2011). O perfil de FAME tem papel importante na qualidade do
biodiesel, uma vez que determina a viscosidade, lubricidade, insaturacéo total
(valor de iodo), densidade, estabilidade oxidativa, indice de cetano (indicador de
gualidade de ignicao), propriedade de fluxo a frio e valor calorifico (CHISTI, 2007;
FRANCISCO et al., 2010; CHEN et al., 2018).

Os FAME das microalgas diferem das plantas superiores por serem muito
ricos em PUFA com quatro ou mais ligacdes duplas, que sdo mais suscetiveis a
oxidacdo durante o armazenamento, e isso reduz sua aceitabilidade para uso em
biodiesel (CHISTI, 2007; DEMIRBAS; DEMIRBAS, 2011). Porém, alguns lipideos
vegetais potenciais para o biodiesel também enfrentam esse problema, como o 6leo
de canola que possui alto teor de acido oleico (MUFA) e contém grandes

guantidades de acido linoleico e linolénico (PUFA).

Quando a concentracdo de PUFA é alta, a taxa de emissdao de nitratos e
nitritos do biodiesel aumenta. Por outro lado, quando os SFA séo elevados resultam
em menor indice de cetano e aumenta a estabilidade do biodiesel produzido, ja que
0s SFA sdo mais resistentes a auto-oxidacao. Portanto, espera-se que o nivel de
saturacdo de lipidios seja alto para seu uso na producdo de biocombustiveis
(KNOTHE, 2005; SHARMA et al., 2012).
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No presente estudo, os resultados mostraram que a deple¢éo de nitrogénio
influenciou no FAME de P. salinarum. A diminui¢do no teor total de PUFA resultou
no teor reduzido de &cido linolénico nos tratamentos 0.5 e 0.125 N no meio f/2, e
da diminuicdo do &cido linoleico em todos os tratamentos de deplec¢éo no meio J/1.
No meio f/2, o FAME revelou aumento na composicdo de SFA em todos os
tratamentos de deplecdo, mas, os MUFA foram s6 acrescentados no tratamento
0.25 N. No meio J/1, os SFA aumentaram sé no tratamento 0.5 N e pelo contrario
0 MUFA aumentou s6 nos tratamentos 0.25 e 0.125 N.

De acordo com os requisitos das Normas Europeias EN 14213 e EN 14214
gue limitam o teor do &cido linolénico a concentra¢cées minimas no biodiesel (inferior
a 12% do total do FAME) para uso em veiculos automotores (KNOTHE, 2006;
CHISTI, 2007), os FAME de P. salinarum possuem caracteristicas apropriadas para

uso como matéria-prima na producéo de biodiesel.

O biodiesel composto de uma mistura com alta porcentagem de SFA e MUFA,
como foi encontrado no tratamento 0.5 N em ambos os meios de cultura, é ideal
por oferecer maior rendimento energético, estabilidade oxidativa superior e maior
indice de cetano, mas, é propenso a solidificar a baixa temperatura (KNOTHE,
2006). Por outro lado, um biodiesel com altos niveis de PUFA pode reduzir essas
caracteristicas e afetar negativamente a estabilidade oxidativa, uma vez que as

taxas de oxidacdo de C18:2 e C18:3 sdo maiores quando comparadas as de C18:1.

Desta forma, os FAME da microalga P. salinarum, principalmente nos
tratamentos 0.5 N em ambos os meios de cultura, por apresentar elevados
rendimentos de lipideos e adequada composicdo de acidos graxos, demonstra

capacidade potencial como fonte de matéria-prima para a producéo de biodiesel.

7.7 Considerac0es finais sobre a deplecdo de nitrogénio
A analise de componentes principais (PCA) permitiu obter um panorama geral
dos acontecimentos dos efeitos da deplecdo de nitrogénio no crescimento,
morfologia e composicdo bioquimica de P. salinarum. O cultivo desta microalga
nativa em ambos os meios de cultura (1 N) possui caracteristicas esperadas nas
microalgas verdes, como 0 seu crescimento acompanhado de altos conteudos de
clorofila a e b, e teores elevados de proteinas e particularmente nesta espécie a

presenca do morfotipo trilobado (Fig. 15, 16).
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No meio f/2, as méximas deplecdes (0.25 e 0.125 N) estimularam a forma
esférica das células tornam-se maioritariamente esféricas, inibicdo da massa seca,
da taxa de crescimento e das duplicaces por dia, porém, tempo de duplicacédo
prolongado. A biomassa de microalgas contém trés componentes principais:
carboidratos, proteinas e lipidios. Sabendo-se que para constituir matéria-prima de
biodiesel, esta deve ser rica em &cidos graxos, uma microalga com um teor de
proteinas muito alto e baixo teor de lipidios ndo seria Gtil como matéria-prima para

biocombustiveis.

A presenca de altos teores de carotenoides, lipideos e acido graxo oleico de
P. salinarum sob deplecéo de nitrogénio pela metade (0.5 N), foi acompanhada de
acidos graxos miristico e palmitico. Da mesma forma nas maximas deplecdes (0.25
e 0.125 N) no meio J/1, a morfologia esférica foi caracteristica e acompanhada de
altos teores de lipideos. Mas, o teor de carboidratos também foi maior nestes

tratamentos e associada a presenca dos acidos laurico e oleico, enquanto o

tratamento 0.5 N dominou o conteudo dos acidos palmitico e miristico.

As diferencas encontradas na constituicdo bioquimica de P. salinarum em
ambos os meios de cultura, evidenciam a importancia do aporte essencial do
nitrogénio, tanto em sua forma como em sua proporcdo no meio de cultura.
Conforme documentado no presente trabalho, a deplecdo ou a —N em culturas de
microalgas constitui eficiente estratégia para estimular a sintese de lipideos e de
acidos graxos, fazendo da sua biomassa uma fonte alternativa de matéria-prima

para a producéo de biodiesel.

Assim como na deplecdo de macronutrientes como o nitrogénio, o cultivo de
certas espécies de microalgas em meios de cultura sob deplecédo ou privagédo de
outros elementos como o enxofre, também pode causar consideravel acumulo de
lipideos (CAKMAK, 2012; YAO et al.,, 2012). Porém, isso deve ser estudado
aprofundadamente, pois ha poucas espécies que tém uma relacéo direta entre a

produtividade lipidica e o déficit de um micronutriente.

Outra alternativa na promocéo de biomassa esta no uso de fitohorménios,
esta poderia ser uma estratégia promissora no cultivo de microalgas para melhorar
o potencial de producéo de lipideos sem uma perda substancial de biomassa para
a geracao de biocombustiveis (BABU et al., 2017; RENUKA et al., 2018; YU et al.,
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2018). H& ainda a possibilidade de estimular a producdo de biomassa em meio
enriquecido de nitrogénio seguido de transferéncia das células a um meio deficiente
de nitrogénio, promovendo assim a producao de 4cidos graxos (SAN PEDRO et al.,
2013).

De qualquer modo, sdo procedimentos custosos que acabam onerando a
producéo de biomassa em larga escala. Por enquanto, o cultivo de microalgas em
meios de cultura com deple¢édo ou -N continua sendo a estratégia mais eficaz e
econbmica para a producdao de lipideos e acidos graxos potenciais na producao de
biodiesel. Ndo se esquecendo da necessidade de buscar por cepas capazes de
manter o crescimento 6timo sob condic6es de deplecdo de nitrogénio, e que ao

mesmo tempo, produzam acidos graxos de alta qualidade.
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8. CONCLUSOES

¢ O cultivo de P. salinarum sob deple¢ao de nitrogénio corrobora a importancia
de estabelecer a concentracdo dos principais macronutrientes para obter elevado
teor de uma determinada biomolécula.

e A densidade celular, cinética de crescimento e massa seca de Picocystis
salinarum apresentaram maximos valores no controle (1 N) do meio /2. Em relagéo
ao meio J/1, a deplecdo ndo causou diferencas em relagéo ao controle.

e A deplecédo de nitrogénio promoveu a formacéo de corpos lipidicos e graos
de amido como organelas de reserva. Na maior deplecéo de nitrogénio no meio f/2,
0s corpos lipidicos apareceram de forma marcante, enquanto no meio J/1 a
presenca de corpos lipidicos e graos de amido aconteceram em conjunto.

e O conteudo de pigmentos fotossintéticos também foi influenciado pela
deplecédo de nitrogénio. No meio f/2, o teor de clorofila a e b diminuiu e os
carotenoides aumentaram. A deplecéo de nitrogénio no meio J/1 néo influenciou no
teor desses pigmentos.

e No meio f/2, o teor de proteinas e carboidratos foram afetados pela deplecéo
de nitrogénio. J4, o teor de lipideos foi estimulado, chegando a ser a biomolécula
predominante em 0.125 N. No meio J/1, a deplecao de nitrogénio promoveu tanto
o teor de lipideos como dos carboidratos que apareceram como as biomoléculas
mais representativas em todos os tratamentos (0.5, 0.25, 0.125 N).

e No tratamento 0.5 N, em ambos os meios de cultura, os acidos graxos
saturados (SFA) foram os mais representativos entre os ésteres metilicos de acidos
graxos (FAME), devido ao aumento do acido palmitico. Principalmente, pela
concentracdo elevada dos SFA e baixo nivel dos PUFA, o FAME de P. salinarum
no tratamento 0.5 N de ambos os meios de cultura mostrou-se ideal para uso na
industria como fonte de matéria-prima para a producao de biodiesel.

¢ A relacdo entre a concentracéo de nitrogénio e as mudancas morfolégicas,
estruturais e composicdo bioquimica da espécie nativa haléfila P. salinarum em
cultivo é inédito na literatura, ndo havendo outros registros para microscopia
eletrbnica de transmissado, valores de proteinas, carboidratos e lipideos totais,
assim como a descricdo do seu perfil de acidos graxos nos tratamentos

empregados.
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ANEXOS

Anexo 1. Perfil cromatogréfico da solugdo com os ésteres padréo.
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Anexo 2. Aspecto da coloracao dos cultivos de Picocystis salinarum nos meios de

cultura f/2 e J/1 com concentra¢cdes de deplecéo de nitrogénio ao dia 20.
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