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RESUMO 
 
MACHADO, Mariana Fonseca, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, agosto de 2014. 
Caracterização fisiológica e metabólica de diatomáceas cultivadas sob diferentes 
concentrações de silício e nitrogênio. Orientador: Adriano Nunes Nesi. 
Coorientadores: Márcio Arêdes Martins e Wagner Luiz Araújo. 
 
 
A crescente busca por fontes altenativas de energia impulsiona as pesquisas ligadas a 

cadeia produtiva de biocombustíveis. Neste contexto, as microalgas podem ser 

utilizadas como fonte de biomassa alternativa às plantas terrestres. Entre os grupos de 

microalgas encontrados na natureza as diatomáceas têm recebido grande atenção devido 

ao acúmulo de lipídeos neutros e produção de lipídeos raros que muitas espécies deste 

grupo apresentam. Estudos recentes com diatomáceas têm demonstrado que estresses 

causados por deficiência nutricional podem estimular a biossíntese de lipídeos. O 

nitrogênio é um dos principais nutrientes cuja disponibilidade esta relacionada com a 

biossíntese de lipídeos em microalgas. Entretanto, apesar dos efeitos positivos dessa 

limitação, os mecanismos que levam a reprogramação metabólica em face de limitação 

de N promovendo a biossíntese de lipídeos ainda são muito pouco conhecidos em 

diatomáceas. Assim, com intuito de estudar o comportamento de diatomáceas foi 

realizado um experimento utilizando duas cepas de diatomáceas do gênero Nitzschia sp. 

BR006 e BR022, cultivadas em meios com 0, 5, 26 e 107 mM de N utilizado no meio 

BG11, comumente utilizado no cultivo de microalgas. Após a instalação do 

experimento uma caracterização detalhada de parâmetros fisiológicos e análise 

metabolômica e lipidômica foi realizada nas fases de adaptação, logaritimica e 

estacionária. Posteriormente, análises multivariadas revelaram que diferenças 

metabólicas e fisiológicas entre as duas cepas. As maiores alterações foram encontradas 

entre o tratamento controle (107 mM de N) e no sem N para cada cepa. Nas células 

cultivadas sem N (0 mM de N) foram observadas diminuição da taxa de crescimento e 

das taxas fotossintéticas para ambas cepas, sendo que em BR006 foram encontradas 
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mais alterações. Foi constatado a diminuição de aminoácidos de cadeia ramificada, 

leucina, isoleucina e valina, quando o cultivos foi realizado na ausência de N, assim 

como o aumento dos intermediários da via glicolítica e de intermediário do ciclo TCA. 

No metabolismo de lipídeos pode-se observar aumento de TAGs e diminuição dos 

lipídeos de membrana como MGDGs e DGDGs nos cultivos sem N. Deve-se ressaltar 

no entanto, que as alterações foram menos pronunciadas em BR022, evidenciando que 

esta cepa faz melhor reaproveitamento do N em situações de deficiência. Em um 

segundo experimento, objetivando o desenvolvimento de meios alternativos a base de 

água residuária da indústria petrolífera, duas cepas de diatomáceas, Cyclotella sp. 

BR021 e Nitzschia sp. BR022, foram cultivadas emmeios com diferentes concentrações 

de ureia e silicato de sódio. Para encontrar as concentrações de uréia e silicato 

necessárias para maior crescimento  e produção de lipídeos utilizou-se um delineamento 

composto central rotacional (DCCR). Obeservou-se que o silicato de sódio foi 

importante para o crescimento das duas cepas, sendo que em maiores concentrações 

deste nutriente foram obtidas as maiores quantidades de biomassa seca. Quanto a 

produção de lipídeos verificou-se diferentes respostas entre as duas cepas testadas. A 

BR021 apresentou maior produção de lipídeos em menores doses de N associadas a 

altas doses de silicato. Enquanto que BR022 não apresentou diferença significativa com 

as doses de ureia utilizadas e baixas doses de silicato estimularam o acúmulo de 

lipídeos. Tomados em conjunto podemos concluir que estresses nutricionais podem ser 

uma forma importante para estimular acúmulo de lipídeos, que são a matéria prima para 

produção de biodiesel. Ao mesmo tempo, os experimentos realizados sugerem que a 

água residuária pode ser utilizada como uma fonte viável de nutrientes para o cultivo de 

diatomáceas em escala industrial. Além de reduzir o custo a utilização de água de 

efluentes permite e dando um destino ecologicamente correto ao rejeito. 
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ABSTRACT 
 
MACHADO, Mariana Fonseca, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, August, 2014. 
Metabolic and physiological characterization of diatoms cultured under different 
silicon and nitrogen concentration. Adivisor: Adriano Nunes Nesi. Co-Advisors: 
Márcio Arêdes Martins and Wagner Luiz Araújo. 
 
 
Increasing search for energy source drives research related to biofuels production chain. 

In this context, microalgae are an alternative to terrestrial plant biomass source. 

Between microalgae groups found in nature diatoms have received great attention due 

to accumulation of neutral lipids present in many species. Recent studies have shown 

thar diatoms stresses caused by nutritional deficiency stimulate lipids biosynthesis. 

Nitrogen is one of more important nutrient whose availability is related to the lipids 

biosynthesis in microalgae. However, despite positive impact of this limitation, 

mechanisms that lead to metabolic reprogramming in nitrogen starvation promoting 

lipids biosynthesis of are still poorly understood in diatoms. Thus, in order to study 

diatoms behavior an experiment was performed using two diatoms strains, Nitzschia sp. 

BR006 and Nitzschia sp. BR022, grown in media with 0, 5, 26 and 107 mM of nitrogen 

used in BG11 medium, commonly used in microalgae cultivation. After experiment a 

detailed characterization of physiological parameters, metabolomics and lipidomics 

analysis was performed on adaptation, logarithmic and stationary growth phase. 

Thereafter, multivariate analysis revealed that metabolic and physiological differences 

between two strains. The biggest changes were found between control treatment (100 

mM N) and no nitrogen treatment for each strain. Growth rate and photosynthetic rates 

in starvation (0 mM N) decreased for both strains, and in BR006 more changes were 

found. The decrease branched chain amino acids leucine, isoleucine and valine was 

found when  strains was conducted in nitrogen absence, as well as increase of glycolytic 

pathway and TCA cycle intermediate. In lipid metabolism was observed an increase in 

TAG and decreased I membrane lipids as MGDGs and DGDGs in nitrogen starvation (0 
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mM de N). However, it should be noted that changes were less pronounced in BR022, 

indicating that this strain does best nitrogen recycling in deficiency situations. In a 

second experiment, aimed to developing alternative wastewater medium two diatoms 

strains, Cyclotella sp. BR021 and Nitzschia sp. BR022, with different concentrations of 

urea and sodium silicate were cultured. Order to find urea and silicate concentrations 

necessary for growth and lipids production used a rotatable central composite design 

(RCCD). It was observed that sodium silicate was important for growth of both strains 

and in higher nutrient concentration larger quantities of dry biomass were obtained. As 

lipids production found were different responses between the two strains tested. Strain 

BR021 showed higher lipids production in lower nitrogen levels associated with high 

silicate concentration. While BR022 showed no significant difference in urea levels low 

silicate concentration stimulated lipid accumulation. Taken together we can conclude 

that nutritional stress may be an important way to stimulate accumulation of lipids, 

which are feedstock for biodiesel production. At same time, experiments suggest that 

wastewater can be used as a viable source of nutrients for diatoms cultivation in an 

industrial scale. Besides reducing cultivation cost use of wastewater allows a correct 

ecologically destination reject. 
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INTRODUÇÃO GERAL 
 
 
A quantidade de CO2 liberado por processos industriais e utilização de 

combustíveis fósseis tem aumentado. Uma vez que não tem ocorrido um aumento 

equivalente no sequestro de carbono, são observados aumentos dos níveis deste gás na 

atmosfera. Estima-se que o CO2 liberado em um ano de consumo de combustíveis 

fósseis está acima de quatrocentas vezes a quantidade de carbono que pode ser fixado 

via produtividade primária (Fields et al., 2014). O aumento da produtividade primária 

juntamente com a diminuição do consumo de combustíveis fósseis pode amenizar a 

elevação dos níveis de CO2. Assim, torna-se cada vez mais necessária a utilização de 

combustíveis de fontes renováveis. 

Dentre as fontes de matéria-prima para produção de biocombustíveis, as plantas 

vasculares tem sido as mais utilizadas (Yamabhai et al., 2014; Goldemberg, 2013). 

Apesar de ser uma fonte alternativa importante, existe a competição com o mercado 

alimentício, uma vez que necessitam de terras agriculturáveis (Chisti, 2007; Singh et al., 

2011). Uma alternativa a utilização de plantas é o uso de microalgas para geração de 

biomassa. As microalgas tem elevada taxa fotossintética e consomem menos energia 

para seu crescimento do que as plantas o que permite que elas tenham um saldo final 

maior em carbono fixado por grama de biomassa (Chisti, 2007, Li et al., 2008). Esses 

microorganismos ainda possuem a vantagem de não competirem por terras 

agriculturáveis e poderem ser cultivados em águas residuárias, muitas vezes descartadas 

de forma incorreta no meio ambiente (Cai et al., 2013). Assim, a utilização de águas 

residuárias como meio de cultura para microalgas além de reduzir os custos de produção 

http://link.springer.com/search?facet-author=%22Jos%C3%A9+Goldemberg%22
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dos meios de cultura, reduz a quantidade nutrientes liberados no meio ambiente (Devi et 

al., 2012; Pittman  et  al., 2011; Chinnasamy et al., 2010). 

Dos vários grupos de microalgas existentes os phylum Bacillariophyta 

(diatomáceas) e Chlorophyta (algas verdes) ganham atenção devido ao elevado número 

de espécies estudas. Estes microorganismos são eucariontes fototróficos que utilizam 

carbono inorgânico (como o CO2) e energia solar para realizar fotossíntese e gerar 

energia química que supram as necessidades de seu crescimento (Chisti, 2007). 

As diatomáceas são um importante grupo no fitoplâncton, presentes tanto em 

água doce quanto em salgada, dominando em regiões ricas em nutrientes. Nos oceanos 

elas contrinuem com cerca de 40 % da produtividade primária (Field et al., 1998; Nelson 

et al., 1995). A presença delas é de crucial importância no sistema marinho, do ponto de 

vista ecológico (Allen et al., 2006). Além de sua flexibilidade ecológica, elas tem um 

papel importante na ciclagem de carbono, nitrogênio (N), fósforo (P), sílício (Si), ferro 

(Fe), além de elementos traço (Ashworth et a., 2013; Allen et al., 2006). 

A elevada multiplicação celular de diatomáceas (florações) geralmente ocorrem 

em regiões em que as fontes de N são variáveis. Esses microorganismo possuem uma 

variedade de transportadores e enzimas (Allen et al., 2005, Armbrust et a., 2004) 

podendo utilizar tanto formas inorgânicas (NO3
-, NH4

+) como orgânicas (ureia, 

aminoácidos) como fonte de N para o crescimento. 

Pertencente ao grupo heterokontophyta, as diatomáceas apresentam diferenças 

evolucionárias do grupo das plantas. Organismos pertencentes aos grupos das plantas, 

Chlorophyta, Rhodophyta e Glaucophyta são organismos derivados de um evento de 

endossimbiose primária, no qual um organismo eucarionte e não fotossintético adiquiriu 
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cloroplasto engolfando uma cianobactéria, organismo procarionte (Armbrust et al., 

2010; Bowler et al., 2008; Armbrust et al., 2004). Enquanto isso, as diatomáceas 

derivaram de um evento de endossimbiose secundária, em que um eucarionte não 

fotossintetizante adiquiriu um cloroplasto engolfando um eucarionte fotossintetizante, 

provavelmente uma Rhodophyta. Cada evento de endossimbiose levou a novas 

combinações de genes derivados dos hospedeiros e dos embossimbiontes (Falkowski et 

al., 2004; Armbrust et al., 2004). 

Devido aos diferentes eventos que acompanharam a evolução das diatomáceas, 

os processos metabólicos encontrados nelas se diferenciaram das demais microalgas. 

Como exemplo, elas possuem o ciclo da ureia completo (Figura 1) (Allen et al., 2011; 

Armbrust et al., 2004). Esta rota metabólica foi previamente descrita somente em 

metazoários, sendo ela utilizada para eliminar excretas do sistema na forma uréia 

(Mommsen e Walsh, 1989). Nas diatomáceas, no entanto, esta rota funciona como um 

reaproveitamento de N, uma vez que elas possuem a enzima urease ativa e podem 

crescer utilizando a ureia como única fonte de N, caso necessário (Armbrust et al., 

2004). 

As diatomáceas acumulam principalmente crisolaminarina (1,3–ȕ-glicano) e 

triacilagliceróis como produtos de reservas, variando entre espécies a proporção destes 

componentes na célula (Armbrust et al., 2004; Yang et al., 2013). O acúmulo destas 

reservas também pode alterar devido a fatores ecofisiológicos, acumulando mais ou 

menos lipídeos e carboidratos (Palmucci et al., 2011). Alterações no metabolismo das 

diatomáceas podem ocorrer quando as células são submetidas a estresses causados por 

alterações no pH (Hervé et al., 2012), na temperatura (Chalifour e Juneau, 2011; Fukao 

http://www.sciencemag.org/search?author1=Paul+G.+Falkowski&sortspec=date&submit=Submit


4 

 

et al., 2012), na salinidade (Cheng et al., 2013), na disponibilidade de nutrientes (Fieldas 

et al., 2014), dentre outros (Moll et al., 2014; Chen et al., 2014). Em adição, estresses 

nutricionais causados pelo desbalanço de nutrientes como Fe (Allen et al., 2008), P 

(Yang et al., 2014), Si (Mock et al., 2008; Chaffin et al., 2011) e N (Frada et al., 2013) 

também têm proporcionado alterações em rotas metabólicas que alteram a biossíntese de 

lipídeos.  

 
Figura 1. Representação esquemática simplificada das rotas do metabolismo de 
diatomáceas. Na figura observa-se a glicólise que acontece no citossol, o ciclo TCA e o 
ciclo da uréia que ocorrem na mitocôndria. No cloroplasto são visualizados a 
maquinaria fotossintética e a síntese de ácidos graxos. No retículo endoplasmático (RE) 
os ácidos graxos dão prosseguimento à síntese de lipídeos. Neste mesmo compartimento 
acontece a síntese de crisolaminarina. Na região próxima a membrana celular está 
localizada a membrana depositora de sílica (SDV), responsável pela síntese da parece 
celular. Abreviaturas: PGA, ácido-3-fosfoglicérico; PGAL, 3-fofosfoglicetaro; Ala, 
alanina; Cys, cisteína; Trp, triptofano; Gly, glicina; Thr, treonina; Ser, serina; Leu, 
leucina; Val, valina; Isso, isoleucina; TCA, ciclo dos ácidos tricarboxílicos; Asp, 
aspartato; Asn, asparagina; OAA, oxaloacetato; MAG, monoacilglicerol; DAG, 
diacilglicerol; TAG, triacilglicerol, DGTS=diacilgliceriltrimetilhomoserina; 
MGDG=monogalactosildiacilglicerol; DGTS, diacilgliceriltrimetilhomoserina. 
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Estudos realizados com diatomáceas cultivadas em diferentes níveis de N têm 

sugerido que a ausência deste nutriente no meio de cultura promove o acúmulo de 

lipídeos de reserva e redução nas taxas de crescimento por meio de uma reprogramação 

metabólica (Yang, 2013). Na maioria dos casos a síntese de aminoácidos é diminuída e 

o metabolismo do carbono é direcionado para a síntese de lipídeos, em geral, 

triacilgliceróis (TAG) ou crisolaminarina (Palmucci et al., 2011). 

Neste contexto, este trabalho buscou investigar aspectos metabólicos de 

diatomáceas submetidas a diferentes níveis de N, observando a relação entre 

fotossíntese, crescimento e metabolismo. Uma vez caracterizado o comportamento 

dessas diatomáceas, foi verificada a capacidade destes microorganismos crescerem em 

água residuária de refinaria de petróleo, sob diferentes concentrações de N e Si. 
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Capitulo I - Caracterização fisiológica e metabólica de cepas de diatomáceas 
cultivadas sob diferentes níveis de nitrogênio 

 

Resumo 
 

As microalgas podem ser utilizadas como fonte de biomassa alternativa às plantas 

terrestres. Entre os grupos de microalgas encontrados na natureza, as diatomáceas têm 

recebido grande atenção, devido ao acúmulo de lipídeos neutros e produção de lipídeos 

raros que muitas espécies deste grupo apresentam. Estudos recentes com diatomáceas 

têm demonstrado que estresses causados por deficiência nutricional podem estimular a 

biossíntese de lipídeos. O nitrogênio é um dos principais nutrientes cuja disponibilidade 

esta relacionada com a biossíntese de lipídeos em microalgas. Entretanto, apesar dos 

efeitos positivos dessa limitação, os mecanismos que levam a reprogramação metabólica 

em resposta a limitação de N, promovendo a biossíntese de lipídeos, ainda são muito 

pouco conhecidos em diatomáceas. Assim, com intuito de investigar o comportamento 

de diatomáceas um experimento utilizando duas cepas de diatomáceas do gênero 

Nitzschia BR006 e BR022, cultivadas em meios com 0, 5, 26 e 107 mM do N utilizado 

no meio BG11, comumente utilizado no cultivo de microalgas. Após a instalação do 

experimento uma caracterização detalhada de parâmetros fisiológicos e análise 

metabolômica e lipidômica foi realizada nas fases de adaptação (LAG), logaritimica 

(LOG) e estacionária (STA). Posteriormente, análises multivariadas revelaram que 

diferenças metabólicas e fisiológicas entre as duas cepas. Na fase LOG foram 

encontradas as maiores correlações entre metabólitos, crescimento e fotossíntese para as 

duas cepas. As maiores alterações foram encontradas entre o tratamento controle (107 
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mM de N) e no sem N para cada cepa. Nas células cultivadas sem N (0 mM) foram 

observadas diminuição da taxa de crescimento e das taxas fotossintéticas para ambas 

cepas, sendo que em BR006 foram encontradas mais alterações. Foi constatado a 

diminuição de aminoácidos de cadeia ramificada, leucina, isoleucina e valina, quando o 

cultivo foi realizado na ausência de N, assim como foi observado aumento dos 

intermediários da via glicolítica e de intermediários do ciclo TCA. Em relação ao 

metabolismo de lipídeos pode-se observar aumento de TAGs e diminuição dos lipídeos 

de membrana como MGDGs e DGDGs nos cultivos sem N. Deve-se ressaltar no 

entanto, que as alterações foram menos pronunciadas em BR022, evidenciando que esta 

cepa faz melhor reaproveitamento do N em situações de deficiência. Associando todos 

os dados, conclui-se que as duas cepas reprogramaram o metabolismo quando cultivadas 

na ausência de N, diminuindo as taxas fotossintéticas, ativando a via glicolítica e ciclo 

dos ácidos tricarboxílicos. Ademais, foi observado o acúmulo de lipídeos de reserva e 

diminuição dos lipídeos de membrana do tilacóide. De modo geral, pode-se concluir que 

na ausência de nitrogênia existe uma reprogramação no metabolismo das cepas de 

diatomáceas. Além disso, esta alteração que ocorre no metabolismo acontece de forma 

diferente entre as cepas estudadas, sendo que BR006 mais sensível a limitação 

nitrogenada, enquanto que BR022 parece ter melhor regulação da homeostase durante o 

estresse.  
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Chapter I - Physiological and Metabolic characterization of diatoms strains grown 
under different nitrogen levels 

Abstract 
 

Microalgae can be used as a biomass alternative source to terrestrial plants. Between 

groups of microalgae found in nature diatoms have received great attention due to 

accumulation of neutral lipids and rare lipids production. Recent studies have shown 

that stresses caused by nutritional deficiency in diatoms stimulates lipids biosynthesis. 

Nitrogen is a major nutrient whose availability is related to lipids biosynthesis in 

microalgae. However, despite  positive impact of this limitation, mechanisms that lead 

to metabolic reprogramming in nitrogen limitation promoting lipids biosynthesis are still 

understudied in diatoms. Thus, in order to study diatoms behavior experiment using two 

Nitzschia strains BR006 and BR022, grown in media with 0, 5, 25 and 100% of nitrate 

used in BG11 medium, commonly used in microalgae cultivation. After the experiment, 

it was a detailed characterization of physiological parameters, metabolomics and 

lipidomics analysis was performed on stages of adaptation (LAG), logarithmic (LOG) 

and stationary (STA). Thereafter, multivariate analysis revealed that metabolic and 

physiological differences between two diatoms strains. LOG phase had highest 

correlations between metabolites, growth and photosynthesis for the two strains were 

found. Biggest changes were found between control treatment (100% N) and treatment 

with nitrogen for each strain. In cells grown without nitrogen (0% N) were observed 

growth and photosynthetic rate decreased for both strains, and in BR006 more changes 

were found. The decrease in branched chain amino acids, leucine, isoleucine and valine 

was found when strains was conducted in absence of nitrogen, as well as the increase of 
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intermediates of glycolytic pathway and the TCA cycle intermediate was observed. In 

lipid metabolism it was observed a TAGs increase and decreased in lipids membrane as 

MGDGs and DGDGs in cultures without nitrogen. However, it should be noted that 

changes were less pronounced in BR022, indicating that this strain does best recycling 

of nitrogen deficiency situations. Combining all data, it was possible to conclude that 

two strains metabolism were reprogrammed when cultured in medium without nitrogen, 

decreasing photosynthetic rates, activating glycolytic pathway and citric acid cycle. 

Moreover, lipid reserves accumulation and thylakoid membrane lipids reduction was 

observed. In general, it can be concluded that in N starvation there is a reprogramming 

of diatoms strains metabolism. In addition, this alteration in metabolism occurs 

differently among the strains studied, wich BR006 more sensitive to nitrogen limitation, 

while BR022 seems has better regulation of homeostasis during stress. 
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Capitulo I - Caracterização fisiológica e metabólica de duas cepas de Nitzschia  
cultivadas sob diferentes níveis de nitrogênio 

 

1. Introdução 

O interesse nos combustíveis renováveis tem aumentado nos últimos anos devido 

a instabilidade do preço do petróleo e as alterações climáticas causadas pelo aumento 

dos gases na atmosfera, levando ao efeito estufa (Ahmad et al., 2011). Dentre os 

biocombustíveis existentes no mercado, o biodiesel tem se mostrado promissor por 

apresentar características físico-químicas semelhantes as do diesel, o que facilita sua 

mistura ou mesmo substituição ao combustível de petróleo (Knoth et al., 2005), como já 

é realizado em grandes centros urbanos em todo mundo. 

Como fonte de óleo, para a produção de biocombustíveis, o cultivo de 

microalgas têm se mostrado como uma estratégia competitiva, quando comparadas as 

espécies vegetais oleaginosas, tradicionalmente utilizadas para a produção de energia. 

Sua eficiência fotossintética acoplada a um rápido crescimento e produção de biomassa 

em curto intervalo de tempo (Feng et al., 2011), tornam esses organismos interessantes 

fontes de lipídeos para a produção de biocombustíveis (Chisti, 2007; Li et al., 2008; 

Mata et al., 2010). 

Dentre os diferentes grupos de microalgas, as diatomáceas (phyllum 

Bacillariophyta) têm-se destacado como promissoras fontes de óleo, uma vez que 

acumulam carbono principalmente na forma de lipídeos (Nurachman et al., 2012; Obata 

et al., 2013). Em adição, acredita-se que as diatomáceas representem uma das classes 

com maior produtividade primária oceânica, sendo responsáveis por cerca de 40% da 

produtividade primária dos oceanos (Field et al., 1998; Nelson et al., 1995).  
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Os lipídeos são os metabólitos mais abundantes nas diatomáceas, sendo 

compostos por lipídeos neutros, polares e traços de esterol (Chen, 2012). Dentre estes, 

os lipídeos neutros representam a classe mais abundante, podendo representar 60 % dos 

lipídeos totais de uma célula. Nesta classe, encontram-se os triacilgliceróis (TAGs), 

diacilgliceróis (DAGs) e monoacilgliceróis (MAGs) (Chen, 2012). 

O conteúdo total e os tipos de lipídeos podem variar de acordo com a espécie, 

condições ambientais, estado nutricional e, bem como, o estádio de desenvolvimento da 

microalga (Graham et al., 2011; Chen, 2012; Hildebrand et al., 2012; Su et al., 2013). 

Os TAGs em algumas diatomáceas, por exemplo, apresentam um acúmulo pronunciado 

durante a fase estacionária em comparação com as demais fases de crescimento (Su et 

al., 2013). Isto  sugere que a biossíntese de lipídeos de reserva em microalgas possa ser 

regulada diferencialmente nas diferentes fases de crescimento (Graham et al., 2011; Su 

et al., 2013).  

A disponibilidade de nutrientes é outro fator que interfere na produção e 

acúmulo de lipídeos (Lombardi e Wangersky, 1991; Obata et al., 2013). Chaffin et al. 

(2011) relataram que o teor lipídico encontrado em Fragilaria capucina pode ser 

alterado conforme as doses de silício (Si) e nitrogênio (N) utilizadas no meio de cultura. 

Em Talassiosira pseudonana o teor lipídico aumentou  1,4 vezes quando estas células 

foram transferidas do meio repleto de N para meio sem N durante quatro dias (Jiang et 

al., β01β). No trabalho de Adams e Bugbee (β01γ), foi relatado que a produç̃o de 

lipídeos totais aumentou 50 % em Chaetoceros gracilis quando cultivada com baixa 

concentraç̃o de Si. Acredita-se que estímulos a maiores acúmulos de lipídeos são 

produzidos quando as células são privadas destes elementos. No entanto, apesar dos 
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claros efeitos dos estresses nutricionais sobre a produção lipídica total, a regulação das 

rotas de biossíntese de lipídeos em células de microalgas em respostas a condições de 

estresse ainda não foram estudadas em detalhes (Obata et al., 2013). 

A síntese lipídica acontece primariamente no cloroplasto produzindo ácidos 

graxos de dezesseis e dezoito carbonos. Esses compostos são os precursores de outros 

tipos lipídicos, como os lipídeos de membrana e também lipídeos neutros que s̃o 

usados como fonte de reserva (Hu et al., 2008). O próximo passo na rota de síntese 

lipídica é a produç̃o de Acetil coenzimaA (AcCoA). Este metabólito também está 

relacionado ao ciclo dos ácidos tricarboxílicos (ciclo TCA), sendo responsável pela 

geraç̃o de intermediários para a síntese de proteínas (Frada et al., β01γ; Guerra et al., 

2013). No entanto, sob condições de deficiência de N o comportamento desta rota 

metabólica pode favorecer a síntese de lipídeos, e principalmente acúmulo de TAGs 

(Yang et al., 2013; Obata et al., 2013). 

A habilidade de acumular TAGs faz com que as diatomáceas sejam visadas para 

a indústria de biocombustíveis. Os TAGs são utilizados na produção do biodiesel, por 

meio de uma reação denominada transesterificação (Popovich et al., 2012), que ocorre 

entre esse lipídeo e um álcool de cadeia curta (Schuchardt et al., 1998) formando ésteres 

metílicos de ácidos graxos (FAMEs), o principal componente do biodiesel. 

Além dos lipídeos neutros, s̃o encontrados lipídeos ño polares que s̃o 

componentes estruturais das membranas das células, como os glicosilglicerídeos 

monogalactosildiacilglicerol (MGDG) e digalactosildiacilglicerol (DGDG) presentes nas 

membranas do cloroplasto (Guschina e Harwood, β01γ). Em situaç̃es de limitaç̃o de 

nutrientes (ex., N) foi observado a mobilização de MGDG e DGDG (Yang et al., 2013) 
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com consequente aumento dos TAGs, a partir da degradação das membranas dos 

tilacóides (Yang et al., 2013). 

A compreensão do metabolismo de lipídeos e seu papel na ecologia de 

microalgas são essenciais para estratégias de cultivo que objetivam potencializar o uso 

de microalgas para produção de biocombustíveis. Pouco se conhece acerca do 

comportamento das diatomáceas relacionando metabólitos (tanto metabólitos primários 

como lipídeos) e parâmetros fisiológicos durante limitação por N. Informações sobre 

como extensão ocorre acúmulo de reserva nas fases de crescimento e como estresse por 

limitação nitrogenada age no metabolismo são necessárias para entender o sucesso 

ecológico destas microalgas. Desta forma, neste trabalho investigaram-se alterações 

metabólicas e sua relação com a fotossíntese e crescimento celular decorrentes da 

limitação de N, com ênfase ao metabolismo de lipídeos das cepas de diatomáceas 

BR006 e BR022. 

 

2. Materiais e Métodos 

 

2.1. Obtenção, seleção e manutenção das cepas  
 

As amostras de água foram coletas em diferentes lagoas artificiais do município de 

Viçosa – MG, e também da Universidade Federal de Viçosa (UFV), utilizando-se rede 

de fitoplâncton com abertura de malha igual a 20 µm, em arrastes verticais e horizontais, 

sendo as mesmas acondicionadas em frascos de vidro com tampas herméticas. Também 

foram coletados substratos em que poderiam haver espécies perifíticas. O material foi 
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levado para laboratório de Ficolologia da UFV e enriquecido com meio BG11 

(Andersen, 2005) com adição de 0,6 g L-1 silicato sódio. 

O isolamento das cepas foi realizado aplicando-se os métodos de micropipetagem 

e diluição (Lourenço, 2006), cuja finalidade é a obtenção de culturas monoespecíficas. 

A identificação de gêneros foi baseada em caracteres morfológicos de acordo com a 

chave de identificação (Bicudo e Menezes, 2006; Shubert, 2003 e  Huber-Pestalozzi, 

1983).  

As duas cepas que apresentaram maiores taxas de crescimento e adaptação as 

condições de cultivo artificial foram selecionadas para este trabalho (Nitzschia sp. 

BR006 e BR022). As culturas foram mantidas em meio BG11, em sala de cultivo em 

mesa de agitação orbital, sob condições fotoautotróficas de crescimento, temperatura de 

24 ± 2 ºC, fotoperíodo de 16:8 h de luz:escuro e irradiância média de 100 µmol fóton m-

2 s-1. 

2.2. Condições de cultivo e tratamentos aplicados 
 

Para realizar os experimentos foram feitos cultivos em batelada a partir de 

culturas em fase estacionária. As diatomáceas foram cultivadas em Erlenmeyers, com 

capacidade de 250 mL em sala de cultivo sob as condições mencionadas no item 

anterior. O experimento foi conduzido até o final da fase estacionária, que ocorreu 15 

dias após o início do cultivo. Antes da adição das doses de N (na forma de nitrato de 

sódio) os cultivos foram centrifugados e o precipitado lavado com meio sem N, e 

ressuspendidos em meio BG11 com adição de 0,6 g L-1 Na2SiO3, sem N por 12 horas 

antes do início do experimento (Liu et al., 2013).  
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Para investigar os efeitos das diferentes concentrações de N, quatro tratamentos 

foram delineados, com diferentes concentrações iniciais de NaNO3 em relação a 

concentração de nitrato presente no meio BG11. Foram elas: sem N (0 % em relaação ao 

meio BG11); 5 mM (5 % em relaação ao meio BG11), 26 mM (25 % em relaação ao 

meio  BG11); 107 mM (100 % em relaação ao meio BG11). Além disso, foram 

adicionados macro e micronutrientes baseados nas concentrações do meio de cultura 

BG11 (Andersen, 2005), com adição de  0,6 g L-1 de Na2SiO3 , dose estabelecida em 

experimentos preliminares.  

 

2.3. Coleta de amostras e análises bioquímicas 
 

Para avaliar as diferenças entre as fases de crescimento foram estabelecidos 

pontos nas curvas de crescimentos de cada tratamento para cada uma das cepas que 

determinassem as fases de adaptação (LAG), logarítmica (LOG) e estacionária (STA). A 

partir destes dados foram estabelecidos dias para realizar as coletas para análises de 

crescimento, fisiológicas e de metabolismo primário  e de lipídeos (Tabela 1). 

 
Tabela 1 – Períodos em que foram realizadas as coletas para análises de 

fotossíntese e para análise de metabólitos nas três fases de crescimento  e nas quatro 
condições de cultivo  

 
Fase de crescimento 

Período da coleta (horas a partir do início do cultivo) 

Concentração de N (mM) 

0  5 26 107 
LAG 12 12 12 12 
LOG 48 48 48 72 
STA 72 120 144 144 

 
Deve-se salientar que nos experiementos preliminares foi observado que os 

tratamentos sem N (0 mM N) não tiveram um padrão de crescimento com fases bem 



20 

 

definidas. Desta forma, optou-se por denominar por fases LAG, LOG e STA fazendo 

referência a horas passadas a partir do período sem N na cultura (Tabela 1). 

 

2.4. Análises de crescimento 
 

O monitoramento das fases de crescimento foi realizado diariamente a partir de 

contagem do número de células em câmara de Neubauer utilizando um microscópio 

Olympus, com a qual curvas de crescimento para cada cultivo foram construídas (Figura 

1). A partir dos dados obtidos nas curvas de crescimento foram calculadas as taxas 

específicas de crescimento (µ) para cada fase, por meio das equações 1, 2 e 3. Para isso, 

foram ajustadas regressões lineares e não lineares logísticas para cada tratamento 

utilizando o software R (Fox e Weisberg, 2010). O modelo que apresentou melhor ajuste 

foi escolhido para fazer o cálculo da curva. Para as fases de crescimento LOG e STA foi 

utilizada a equação 1. 

                                       µ =  ሺ���ଶ−���ଵሻ�ଶ−�ଵ                                                              (1) 

em que,  

µ é a taxa de crescimento, x1 é o número de células, x2 é o número de células no 

final, T1 é o tempo inicial e T2 é o tempo final. 

A fase LAG foi calculada conforme Monod (1949), em que calcula-se uma 

constante que é definida como tempo LAG (Ti). Ti é definida como a diferença do 

tempo observado (tr) quando a cultura alcança certa densidade celular (xr) que deve ser 

escolhido dentro da fase exponencial, e o tempo “ideal” no qual a mesma densidade 

celular será alcançada (ti), tendo como base a taxa de crescimento exponencial 

prevalescesse desde o início do crescimento, sem nenhum tempo LAG Ti = tr – ti, ou: 
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                                                �� = �� −  ����−�� �଴µ                                           (2) 

A constante definida é apenas significativa quando as culturas a serem 

comparadas possuirem a mesma taxa de crescimento exponencial. Uma definição mais 

geral de uma constante LAG deve ser baseada em taxas fisiológicas do que em tempo 

absoluto. Desta forma, outra constante pode ser chamada crescimento LAG (L) e pode 

ser definida como, 

                                                   � = ��. µ                                                          (3) 

2.5. Análises fisiológicas  
 

Coletas de amostras (2 mL) de cultivo nas fases de crescimento LAG, LOG e 

STA. A partir destas amostras foram realizadas medidas de evolução de oxigênio em 

eletrodo de oxigênio do tipo Clark (Oxy-Lab, Hansatech). As amostras permaneceram 

20 minutos em ambiente escuro para remover efeitos residuais de exposição a luz. As 

curvas de luz foram feitas a paritr das intensidades luminosas 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 

150, 200, 250, 300, 400, 500 µmol fóntons m-2 s-1, que foram sendo alteradas a cada 2 

minutos. A temperatura foi mantida a 25 ºC e utilizou-se luz vermelha (LED vermelho 

com 650 ± 25 nm). Os valores obtidos foram normalizadas por número de células. As 

curvas de luz geradas foram ajustadas conforme modelo de hipérbole não retangular 

(Henley, 1993). A partir dos dados gerados pela curva de luz foram estimados os 

parâmetros respiração no escuro (Rdark) e taxa de assimilação máxima (Amax). 

2.6. Análises metabólicas 
 
 

A fim de avaliar as respostas geradas pelo estresse nutricional nestas 

diatomáceas foram coletadas amostras nas diferentes fases de crescimento para análises 
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de perfil metabólico. Para isso, amostras de cultivo de diatomáceas foram rapidamente 

filtradas em membrana de nitrocelulose, com porosidade de 0,45 µm, e rapidamente 

acondicionadas em tubos criogênicos e congeladas em N líquido. As amostras foram 

armazenadas em ultrafreezer até o momento da extração.  

A extração dos metabólitos foi realizada conforme protocolo estabelecido por 

Giavalisco et al. (2011) e adaptado por Bromke et al. (2013). Posteriormente a extração, 

amostras da fase polar foram secas em centrifuga a vácuo e na sequência derivatizadas 

antes da injeção em um cromatógrafo a gás acoplado a um espectrômetro de massa (CG-

TOF-EM; Leco3 TOF Pegasus), exatamente como descrito por Lisec et al. (2006). 

Os cromatogramas gerados pelo CG-TOF-EM foram exportados do programa 

Leco ChromaTof (versão 3.25) para o programa R. A identificação e quantificação dos 

metabólitos foi realizada conforme descrito por Cuadros Inostroza et al. (2009). Os 

valores relativos de cada metabólito foram calculados dividindo a intensidade do pico 

referente ao metabólito pela intensidade do pico do padrão interno (Ribitol). O resultado 

foi divido pelo número de células em cada amostra e então dividido pela mediana da 

fase LAG.  

Para a análise de metabólitos da fase apolar utilizou-se cromatografia liquida 

acoplada a um espectrômetro de massa (LC-EM; Thermo-Fisher, Alemanha) conforme 

descrito por Giavalisco et al. (2011). Os cromatogramas e os espectros de massa foram 

analisados exatamente como descrito por Giavalisco et al. (2011). Os dados foram 

normalizados por número de células da amostra e a mediana da fase LAG 

correspondente ao metabólito. 
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2.7. Análise estatística 

 
O experimento foi realizado em delineamento blocos casualizados (DIC), sendo 

realizadas 4 repetições para cada tratamento.  

A fim de fazer uma observação do comportamento geral dos dados, foi realizada 

análise de componentes principais (PCA) (Worley and  Powers, 2013), e para uma 

melhor separação entre os grupo foi feita uma análise de projeções ortogonais de 

estruturas latentes (OPLS e O2PLS; Szymanski et al., 2014; Tapp e Kemsley, 2009) 

com todos os dados de metabólitos primários e de lipídeos. Para estas análises foi 

utilizado o software R. 

Para metabólitos que foram analisados separadamente assim como parâmetros de 

crescimento e fotossíntese foi realizada análise de variância (ANOVA) e teste t, fazendo 

comparações dentro de cada fase de crescimento com o controle da respectiva fase (107 

mM de N). 

Além disso, para observar as relações existentes entre todos os parâmetros 

analisados (dados de crescimentos, fotossintéticos, metabolismo primário e metabolismo 

secundário) foram realizadas matrizes correlações de Pearson com probabilidade de 5 

%, utilizando o programa GraphPad Prism, versão 5.00 para Windows (Microsoft), 

GraphPad Software, San Diego, Califórnia, USA. 

 

3. Resultados 

 

3.1. Análises Fisiológicas 
 

Acompanhando as fases de crescimento para cada cepa nos diferentes 

tratamentos pode-se observar diferenças no número de células nas concentrações de N e 
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entre as diatomáceas BR006 e BR022 (Figura 1). A cepa BR006 teve um aumento de 8 

vezes no número de células no tratamento repleto de N (107 mM) enquanto a cepa 

BR022 teve um aumento de 6 vezes no mesmo tratamento em relação ao tratamento sem 

N. Na curva de crescimento da BR022 observou-se uma queda entre o momento de 

inoculação e as 12 horas seguintes, sendo o crescimento reestabelecido após as 24 horas, 

exceto para as células cultivadas com 0 mM de N que mantiveram seu número. 

 

Figura 1. Curvas de crescimento das cepas (A) BR006 e (B)  BR022 cultivadas em 
diferentes concentrações de nitrato de sódio, 0, 5, 26 e 107 mM em relação ao meio 
BG11.  

 
Uma vez que a privaç̃o de nutrientes pode causar danos no aparato 

fotossintético, foram realizadas análises para verificar a atividade fotossintética das 

cepas nos diferentes tratamentos. A cepa BR006 apresentou maior número de células, 

sendo também constatado maiores valores de taxa fotossintética desta cepa, chegando a 

produzir 2,8 nmol O2 cel-1 no tratamento de 107 mM de N (Figura 2C). Para BR006 

houve uma tendência de aumento das taxas fotossintéticas nas fases LAG e LOG 

aumentos nas doses de N. Já para a cepa BR022 a fotossíntese não diferiu entre as 

concentrações de N de 5, 26 e 107 mM na fase LAG e LOG. Entretanto, como esperado, 
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a ausência de N foi o único tratamento no qual foram observadas diferenças, sendo que 

nos demais tratamentos a cepa manteve a mesma taxa fotossinética (0,8 nmol O2 cel-1) 

(Figura 2D). As duas cepas apresentaram menores taxas fotossintéticas na fase 

estacionária em relação a fase LOG com 107 mM de N. Na fase LOG, quando 

comparamos os tratamento de 107 mM e de 0 mM de N para cada uma das cepas é 

possível notar que enquanto BR006 teve uma redução de 24 vezes na taxa fotossintética, 

em BR022 a redução foi de 7 vezes (Figuras 2C e 2D). Na concentração de 5 e 26 mM 

de N foram observadas maiores taxas fotossintéticas na fase STA comparando-se com 

os resultados para 100 mM de N na mesma fase. Um possível explicação para tal fato 

pode ser o autosombreamento causado pelo aumento do número de células no 

tratamentos de 107 mM. 

Outra forma de avaliar as respostas das células a limitação de N é por meio da 

taxa de crescimento. Na cepa BR006 e BR022 os tratamentos na fase LAG apresentaram 

taxas de crescimento negativas, provavelmente devido a morte celular no período de 

adaptação (Figura 2A e 2B). As taxas de crescimento nas fases LOG dos tratamentos 

para as duas cepas foi alta com diminuição na fase estacionária. No tratamento com 0 

mM de N, a cepa BR022 apresentou queda de crescimento em LOG e STA em relação a 

fase LAG, ao contrário de BR006 que exibiu leve incremento nas taxas de crescimento 

em LOG e STA em relação a LAG (Figuras 2B e 2A, respectivamente). 
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Figura 2. Taxa de crescimento (µ) e fotossíntese líquida (A) apresentados pelas cepas 
BR006 (A e C, respectivamente) e BR022 (B e D, respectivamente) cultivadas em 
quatro concentrações de nitrato de sódio, 0, 5, 26 e 107 mM. A fotossíntese líquida foi 
avaliada nas três fases de crescimento LAG, LOG e STA, enquanto que a taxa de 
crescimento apenas na fase LOG. Os valores referem-se a média de quatro repetições ± 
desvio padrão. Foi realizado test t (p, 0,05), comparando-se com o a concentração de 
107 mM de N para cada fase. Os dados foram normalizados pela mediana da fase LAG. 
Abreviaturas: LAG, fase lag; LOG, fase logarítmica; STA, fase estacionária. 

 

3.2.Análise dos perfis metabólicos 
 

Para análise de metabolismo foram coletadas amostras nas diferentes fases de 

crescimento, assim como foi realizado para os parâmetros fisiológicos. Análises de CG-

EM detectaram 90 metabólitos primários, sendo em sua grande parte representados por 
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aminoácidos (18), açúcares (5), açúcares fosfatados (11) ácidos orgânicos (15) e ácidos 

graxos (7) dentre outros.  

Na fase LAG não foi observada a formação de diferentes grupos, o que era 

esperado uma vez que todos os dados foram normalizados pelos valores obtidos nesta 

fase (Figura 3). Entretanto, na fase LOG dois grandes grupos foram formados, os quais 

são separados pela componente 1 (PC1) indicando uma clara separação das duas cepas, 

BR006 e BR022. Além disso, a componente 1 também promoveu uma separação de 

grupos para a cepa BR006. O grupo formando pelos metabólitos provenientes do 

tratamento 107 mM de N pode ser destacado dos tratamentos de 5 mM e 26 mM de N. 

Por outro ângulo a componente 2 (PC2) consegue separar aqueles grupos que estão sob 

alta limitação de N (0 mM do nutriente). A análise de PCA permitiu distinguir os 

tratamentos com limitação de N em um único grupo para as duas cepas em fase 

estacionária. Este resultado sugere  que alterações causadas no metabolismo primário 

devido a ausência de N tiveram um comportamento similar nesta fase de crescimento. A 

comparação entre as duas cepas de diatomáceas sugere que BR006 tende a formar 

grupos com as diferentes doses de N, o que não é muito claro para a cepa BR022, que 

separa apenas o tratamento com 0 mM de N dos demais (Figura 3). 
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Figura 3. Análise de componetes princiapais de metabólitos primários realizada com 
todos os tratamentos aplicados em duas cepas de diatomáceas, BR006 e BR022. 
Tratamentos indicados em verde e marrom representam as cepas BR006 e BR022, 
respectivamente. As formas geométricas mostradas em azul com diferentes tonalidades 
representam diferentes concentrações de nitrato de sódio, conforme a legenda de cores. 
As denominação Br6N e Br22N equivalem a BR006 e BR022, respectivamente. Os 
números representam as concentrações de N (1, 2, 3 e 4 equivalem a 0, 5, 26 e 107 mM 
de N). 

 
 

3.3.Análises de Projeções Ortogonais de Estruturas Latentes 
 
Apesar da análise de componentes principais permitir a separação de alguns 

grupos, buscou-se outras análises multivariadas que pudessem fazer uma melhor 

distinção de grupos para consequente interpretação dos resultados. Análises de 

Projeções Ortogonais de Estruturas Latentes (OPLS) é uma das alternativas para se 

visualizar um número grande de dados, como os obtidos em análises do metaboloma 

(Worley e  Powers, 2013). Nesta técnica de regressão multivariada é gerado um modelo 

que se ajuste aos dados de forma supervisionada. O modelo só é aceito após a validação 
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a partir de parte dos dados reais (Szymanski et al., 2014; Worley e  Powers, 2013). Os 

parâmetros r2X, r2Y e Q2 revelam se a capacidade discriminativa e a habilidade de 

predição do modelo. 

O modelo estabelecido a partir dos dados obtidos foi capaz de distinguir 

diferenças entre as duas espécies de diatomáceas. A Figura 4 indica a representação 

gráfica da OPLS gerada para os dados de metabólitos primários obtidos por CG-EM. Na 

Figura 4A representada por escores da análise OPLS, são indicados os grupos formados 

com os tratamentos. Em contrapartida, na Figura 4B são indicados os metabólitos 

utilizados na análise. Aqueles metabólitos que se encontram mais distantes da origem 

são considerados os mais importantes para a separação de grupos, não deixando de levar 

em conta se está sendo analisado o eixo LV1 ou o eixo LV2 (Tabela 2). 

As fases LAG das duas cepas, BR006 e BR022 não apresentam separação 

estando sobrepostas. Deve-se ressaltar que a normalização para cada diatomácea seguiu 

o mesmo procedimento, sendo realizadas separadamente para BR006 e BR022. As fases 

LOG e STA de cada cepa não tiveram uma separação muito clara, no entanto a 

separação entre as fases das suas cepas fica bem evidente sugerindo que elas possuem 

respostas diferentes no metabolismo quando em deficiência de N. 
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Figura 4. Projeções Ortogonais de Estruturas Latentes (OPLS) utilizando uma matriz de 
dados de metabólitos primários obtidos por CG-EM. As duas cepas BR006 e BR022 
estão representadas na figura pelas cores verde e marrom, respectivamente. As 
diferentes fases de crescimento estão em cores degrade de sua respectiva cepa (verde ou 
marrom, conforme legenda de cores). Os números representam as concentrações de N 
(1, 2, 3 e 4 equivalem a 0, 5, 26 e 107 mM de N). r2X=0,48; r2Y=0,53 

 
Dentre os metabólitos apontados como principais responsáveis pela separação 

das fases LOG das duas cepas estão aminoácidos como arginina, ornitina e citrulina, 

separados dos demais metabólitos pelo eixo LV1 da OPLS (Tabela 2 e Figura 4). Estes 

aminoácidos são intermediários do ciclo da uréia que ocorre de forma completa em 

diatomáceas (Allen et al., 2011). O destaque destes aminoácidos pela análise de OPLS 

sugere diferença na atividade deste ciclo em cada uma das cepas. Deve-se ressaltar que 

outros aminoácidos também se destacaram (Tabela 2), como triptofano, alanina, valina, 

isoleucina, prolina, glutamina e metionina que foram responsáveis pela separação entre 

as fases LOG de BR006 e BR022. 
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Neste caso, pode-se observar que os tratamentos mais distantes da origem são 

aqueles com baixa concentração de N (Figura 4A). Estes aminoácidos detectados nas 

duas cepas apresentaram alterações em relação a fase LAG. Enquanto a cepa BR006 

apresentou valores maiores de Arginina e Ornitina para o tratamento de 0 mM de N, 

para Citrulina foi BR022 que apresentou maior valor (Figura 5). 

 

Tabela 2. Metabólitos apontados pela análise de OPLS como importantes para a 
separação de grupos. LV1 e LV2 são as variáveis latentes da OPLS, que encontram-se 
representadas na figura 4. Os sinais negativo (-) e positivo (+) indicam a localização do 
metabólito no eixo LV, na parte negativa ou positiva. 

Metabólitos indicados pelo OPLS 
                  LV1                      LV2 

Eixo (-) Eixo (+)  Eixo (-) Eixo (+) 
Triptofano Arginina Asparagina Glutamina 
Alanina Ornitina Ornitina Treonina 
Valina Citrulina Alanina Metionina 

Isoleucina Glutamina Isoleucina Trealose alfa alfa 
Prolina Metionina Fenilalanina PEP 

Isomaltose Trealose alfa alfa Valina AMP 
Manose Frutose 6P 2-Pirrol Ácido Carboxílico Lipoamida 

Sedoheptulose Ribulose 5P Espermidina Gliceraldeído 3P 
Mio-Inositol Eritrose 4P Isomaltose Ácido pirúvico 3 Indol 

Piruvato AMP  Ácido Málico 
Ácido Glicérico 2P Ácido pirúvico 3 Indol    Ácido Aspartico 

 Gliceraldeído 3P   
 OAA   

 

É possível observar que os intermediários do ciclo da uréia que foram 

detectados, possuem concentrações reduzidas na concentração de 0 mM de N em 

relação aos demais tratamentos, sendo essa característica observada em todas as fases de 

crescimento e para as duas diatomáceas analisadas (Figura 5).  
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Figura 5.  Representação gráfica dos aminoácidos arginina (A e B), citrulina (C e D) e 
ornitina (E e F), nas diferentes fases de crescimento (LAG, LOG e STA) e com as 
diferentes concentrações de N usadas nos tratamentos (0, 5, 26 e 107 mM). Os gráficos à 
esquerda da figura representam BR006 e os à direita BR022. Os valores representam as 
médias de quatro repetições. Os valores referem-se a média de quatro repetições ± 
desvio padrão. Foi realizado test t (p, 0,05), comparando-se com o a concentração de 
107 mM de N para cada fase. Os dados foram normalizados pela mediana da fase LAG. 
Abreviaturas: LAG, fase lag; LOG, fase logarítmica; STA, fase estacionária. 
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Na busca de associar os dados fisiológicos disponíveis com os dados de 

metabolismo foi realizada uma análise O2PLS (Szymanski et al., 2014). Esta análise de 

regressão multivariada é um método estatístico que permite a integração de dados de 

duas naturezas distintas vindos de um mesmo experimento, esperando-se que eles 

estejam de alguma forma conectados (Szymanski et al., 2014). A análise de O2PLS foca 

nas informações preditivas, separando a variância em comum entre os dois conjuntos de 

dados da variância única para um conjunto de dados e do ruído analítico. 

 
 

Figura 6. Projeções Ortogonais de Estruturas Latentes (O2PLS) utilizando duas 
matrizes de dados uma de dados fisiológicos e outra de dados de metabólitos primários 
obtidos por CG-EM. As duas cepas BR006 e BR022 estão representadas na figura pelas 
cores verde e marrom, respectivamente. As diferentes fases de crescimento estão em 
cores degrade de sua respectiva cepa (verde ou marrom, conforme legenda de cores). Os 
números representam as concentrações de N (1, 2, 3 e 4 equivalem a 0, 5, 26 e 107 mM 
de N). Os pontos cinza na figura a esquerda estão representando os metabólitos 
primários. Os dados fisiológicos estão representados por nomes. r2X=0,9; r2Y=0,6. 
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Nos eixos LV1 e LV2 estão representados os valores de X e Y, que são os 

indicativos de como o modelo está ajustado e explicado. A variável X representa o 

quanto os dados metabólicos podem predizer os dados fisiológicos. Por outro lado, Y 

representa o quanto os parâmetros fisiológicos podem predizer os dados metabólicos. 

Lembrando que aqueles parâmetros que se encontram mais distantes do ponto de origem 

do eixo são os mais representativos. Na análise de O2PLS para metabólitos primários 

(Figura 6), os principais parâmetros responsáveis por separações de grupos são nível de 

nutriente e fase de crescimento. No eixo LV1 pode-se notar a separação dos tratamentos 

sem N (LOG1, STA1, LOG2, e STA2 de ambas diatomáceas) na região negativa do 

eixo, enquanto na região positiva foram encontrados os tratamentos com maiores 

concentrações de N. A análise de O2PLS mostrou que alguns aminoácidos são 

importantes para esta separação, como alanina, isoleucina, tirosina e valina. Estes 

aminoácidos estão com baixa abundância nos tratamentos sem N e em maiores nos 

tratamentos com maiores concentrações de N. Deve-se salientar que nos tratamentos que 

possuem baixa concentração de N (5 mM) a abundância relativa dos aminoácidos de 

cadeia ramificada (BCAA) na cepa BR006 foi maior do que a encontrada nas células 

cultivadas em meio com 107 mM de N (Figura 7).  

No eixo LV2 é possível ver uma separação dentre as fases de crescimento LOG e 

STA da cepa BR022 e a formação de um grupo das fases Lag que ficaram na parte 

negativa do eixo. 
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Figura 7. Abundância relativa dos aminoácidos (A) Isoleucina, (B) Leucina e (C) 
Valina apresentada na fase LOG no cultivo das cepas BR006 e BR022 em diferentes 
concetrações de N 0, 5, 26 e 107 mM. Os dados foram normalizados pela mediana da 
fase LAG. Os asteriscos (*) representam diferença significativa (5 %) entre o tratamento 
em relação ao controle (107 mM de N) pelo teste t. As barras de erro referem-se ao erro 
padrão da média. 
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No grupo formado pelos tratamentos com 0 mM de N em fases LOG  pode-se 

observar um aumento em alguns intermediários da glicólise, como glicose, glicose-6-

fosfato, fosfoenolpiruvato e piruvato para a cepa BR006 (Figura 8). Enquanto isso, os 

tratamentos com presença de N (5, 26 e 107 mM de N) apresentaram baixas abundância 

destes metabólitos.  

 

 
Figura 8. Abundância relativa dos intermediários da glicólise (A) glicose, (B) glicose-6-
fosfato, (C) Fosfoenolpiruvato (D) piruvato apresentada na fase LOG no cultivo das 
cepas BR006 e BR022 em diferentes concetrações de N 0, 5, 26 e 107 mM. Os dados 
foram normalizados pela mediana da fase LAG. Os asteriscos (*) representam diferença 
significativa (5 %) entre o tratamento em relação ao controle (107 mM de N) pelo teste 
t. As barras de erro referem-se ao erro padrão da média. 
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3.4.Análise do perfil de lipídeos 
 

O método por CL-EM detectou 80 lipídeos pertencentes as classes de 

triacilgliceróis (36 TAG), monogalactosildiacilglicerol (16 MGDG), 

digalactosildiacilglicerol (6 DGDG), diacilgliceriltrimetilhomoserina (20 DGTS) e 

fosfaditiletalonamina (2 PE). 

Assim como nos dados de metabólitos primários análise de OPLS para lipídeos 

permitiu a separação das duas espécies nas fases LOG e STA, sendo que a fase LOG e 

STA de cada cepa se sobrepuseram (Figura 9). Apesar de haver evidências de que as 

duas cepas diferem no perfil de lipídeos os tratamentos com 0 mM de N tanto em 

BR006 quanto em BR022 estão agrupados numa mesma região do gráfico (Figura 9A), 

podendo observar na área correspondente ao este tratamento a alta concentração de TAG 

(Figura 9B). Este fato sugere que a baixa disponibilidade  de N, independente da cepa, 

acarreta o aumento de TAG na célula. Em adição, também se observa alta concentração 

do lípídeo de membrana do tilacóide monogalactosilmonocilglicerol (MGDG) (Figura 

9B).  

Observando o eixo LV1 (Figura 9A), além dos diacilgliceriltrimetilhomoserina 

(DGTS), e MGDG que estão dispostos pela porção negativa do eixo, pode-se observar 

uma região com alta concentração em que se concentraram metabólitos do grupo de 

glicerolipídeos diacilgalactosilglicerol (DGDG) que também é um componente da 

membrana do tilacóide. Este cenário evidencia que DGDG está envolvido na separação 

das cepas BR006 e BR022. 
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Figura 9. Projeções Ortogonais de Estruturas Latentes (OPLS) utilizando uma matriz de 
dados de lipídeos obtidos por CL-EM. As duas cepas BR006 e BR022 estão 
representadas na figura pelas cores verde e marrom, respectivamente. As diferentes 
fases de crescimento estão em cores degrade de sua respectiva cepa (verde ou marrom, 
conforme legenda de cores). Os números representam as concentrações de N (1, 2, 3 e 4 
equivalem a 0, 5, 26 e 107 mM de N). r2X=0.63; r2Y=0.77. 

 
Ao se analisar todos os tratamentos em um gráfico de O2PLS em que foram 

utilizados dados lipídicos e alguns parâmetros fisiológicos percebe-se que os fatores 

mais importantes na separação de grupos foram nível de nutrientes e fases de 

crescimento das diatomáceas, da mesma forma que aconteceu para metabólitos 

primários. Observando a Figura 10A, verifica-se a maioria dos tratamentos em fase 

estacionária foram agrupados à esquerda do gráfico e os tratamentos em fase logaritmica 

à direita do gráfico. No eixo LV2 é possível ver a separação entre tratamentos com baixa 

concentração de N (quadrante positivo) e aqueles repletos ou com quantidade 

considerável de N (quadrante negativo). 
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Figura 10. Projeções Ortogonais de Estruturas Latentes (O2PLS) utilizando duas 
matrizes de dados de origem diferentes, uma matriz de dados fisiológicos e outra matriz 
de dados de metabólitos primários obtidos por CL-MS. As duas cepas BR006 e BR022 
estão representadas na figura pelas cores verde e marrom, respectivamente. As 
diferentes fases de crescimento estão em cores degrade de sua respectiva cepa (verde ou 
marrom, conforme legenda de cores). Os números representam as concentrações de N 
(1, 2, 3 e 4 equivalem a 0, 5, 26 e 107 mM de N). Os pontos cinza na figura a esquerda 
estão representando lipídeos. r2X=0,71; r2Y=0,95. 
 
 

Os grupos formados por causa do nível nutricional foram separados devido a 

limitação e a presença de N em ambas as cepas (eixo LV1). Os tratamentos que se 

enquadraram neste perfil foram aqueles com 0 mM de N em todas as fases de 

crescimento e 5 mM de N em fase estacionária, sendo que para BR022 o tratamento 26 

mM N na fase STA também foi incluído. É possível distinguir um grupo que separa as 

fases de crescimento LOG e STA da cepa BR022 e LOG e STA da cepa BR006 (eixo 

LV2).  
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Como as melhores separações de grupos foram encontradas na fase LOG de cada 

uma das cepas optou-se por realizar uma análise para observar como as classes de 

lipídeos estavam sendo agrupadas. A análise da fase LOG das duas diatomáceas, em 

todos os níveis nutricionais para os dados de lipídeos expõe grupos formados com 

compostos de mesma natureza. O mapa de calor (Figura 11) indica também, o 

agrupamento claro dos tratamentos com N para cada cepa. Os tratamentos sem N (0 mM 

de N) para as duas cepas foram agrupados, enquanto os demais tratamentos foram 

agrupados com as demais concentrações de N. 

 
Figura 11. Mapa de calor dos diferentes lipídeos que foram detectados pela técnica de 
CL-EM nas cepas de diatomáceas BR006 e BR022 na fase logaritmica (LOG) de 
crescimento. Na figura são indicadas as quatro concentrações de nitrato de sódio 
utilizadas (0, 5, 26 e 107 mM). Os valores variam de um degrade de amarelo a azul, 
sendo preto a cor central. Na lateral da figura são destacados tipos lipídicos que foram 
agrupados: digalactosildiacilglicerol (DGDG); diacilgliceriltrimetilhomoserina (DGTS); 
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monogalactosildiacilglicerol (MGDG); sulfoquinosildiacilglicerol (SQDG), 
triacilglicerol (TAG). 

 

Por meio do mapa de calor fica evidente o comportamento das duas cepas para 

biossíntese de lipídeos é diferente (Figura 11). Assim como o comportamento do 

metabolismo ao serem submetidas a estresse nutricional por N. A cepa BR006 

apresentou elevado teor de lipídeos de membrana dos tilacóides (MGDG, DGDG) ao 

comparar com BR022 em tratamentos com N. No entanto, quando submetidas a uma 

situação de limitação deste elemento (tratamento de 0 mM) ambas cepas diminuem a 

biossíntese destes glicolipídeos. Ambas cepas deixaram de biossintetizar compostos do 

grupo dos MGDGs, como por exemplo, MGDG 30:2, MGDG 30:3, MGDG 32:5, 

MGDG 32:4 e MGDG 36:5. Além desses compostos, outros não foram detectados nos 

tratamentos de 0% de N, mas específicos para cada cepa.  

A diferença de tonalidade no mapa de calor entre os tratamentos com N em 

relação ao sem N  das duas cepas também evidencia as diferenças entre elas. Em BR006 

os lipídeos de membrana passam de alta abundância (em azul) nos tratamentos com N 

para baixa abundância (amarelo) no tratamento sem N. Por outro lado, BR022 não teve 

uma grande diferença de coloração dos tratamentos com N para aquele sem N, 

evidenciando poucos alterações. 

Quanto a outros composto lipídicos encontrados, TAG se destacam também. 

Ambas cepas acumularam TAGs em limitação a N, sendo que BR006 apresentou maior 

abundância deste tipo lipídico (tonalidade azul mais forte). 

Um agrupamento também foi realizado com compostos DGTS, que 

apresentaram baixa abundância nos tratamentos com N para as duas diatomáceas e nos 
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tratamentos sem N apresentaram elevada abundância. Deve-se salientar que a presença 

de DGTS é um tipo de betalaína e não está presente em plantas mais derivadas, mas é 

encontrado em plantas mais basais e algas. No entanto sua rota de biossíntese ainda não 

foi estabelecida para diatomáceas. 

 

 

3.5. Correlação entre metabólitos e parâmentros fisiológicos 
 

Os dados gerados pelas análises até então foram apresentados separadamente 

como parâmetros fisiológicos, metabólitos primários e lipídeos. Para compreender a 

relação existente entre este dados foram realizadas matrizes de correlação de Pearson 

(Dai et al., 2013). As matrizes em fase LOG apresentaram maior número de correlações 

significativas, por isso as interpretações realizadas serão a partir de dados desta fase. 

Uma vez que o número de metabólitos gerados pelas análises de CG-EM e CL-

EM é muito elevado, a montagem de uma matriz de correlação para estes dados é 

inviável. Desta forma, foram utilizados os metabólitos apontados pelas análises de 

OPLS para grupo de metabólitos (primários e lipídeos) como mais relevantes para 

separação entre de grupos, mais os dados fisiológicos disponíveis. Para não perder a 

conexão entre metabólitos que não entraram nestas matrizes, foram realizadas matrizes 

para cada alga com dados de fase LOG correlacionando dados de metabólitos primários 

e parâmetros fisiológicos, assim como dados de lipídeos e parâmetros fisiológicos 

(dados não mostrados). 

Uma característica que se nota na matriz de correlação da cepa BR006 é que os 

dados de fotossíntese líquida e taxa de crescimento (µ) se correlacionam negativamente 



43 

 

com quase todos os outros parâmetros da matriz (Figura 12). O mesmo acontece com o 

aminoácido ornitina, que se correlaciona negativamente com a maioria dos metabólitos, 

mas que se correlaciona positivamente com µ (r = 0,92) e fotossíntese (r = 0,83) e 

espermidina (r = 0,69). Correlações negativas com a maioria dos TAGs são observadas 

para a maioria dos aminoácidos, MGDG, fotossíntese e µ (Figura 12). 

Na matriz que apresenta os dados da cepa BR022 existem menos correlações 

significativas que as encontradas na matriz de BR006. Para BR022 os dados de µ se 

correlacionam negativamente com a maioria dos demais elementos da matriz, no entanto 

não existe correlação significativa com fotossíntese. Na verdade, a fotossíntese 

apresentou correlação significativa com poucos parâmetros, principalmente açúcares e 

ácidos orgânicos, correlacionando-se negativamente. Também é observada a correlação 

negativa entre MGDG e TAG e positiva entre MGDG e aminoácidos em geral (Figura 

13). 
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Figura 12. Matriz de correlação de Pearson com dados fisiológicos (grupo em verde), 
dados de CG-EM (em azul - aminoácidos, amarelo - açúcares e laranja - miscelânia) e 
dados de CL-EM (vermelho - DGTS, cinza – MGDG, preto - PE e roxo - TAG) da cepa 
BR006 em fase logaritmica de crescimento. Os metabólitos selecionados para essa 
matriz foram apontados como os mais importantes para diferenciar as duas espécies. Os 
quadros que estão representados em cores são significativamente correlacionados 
enquanto os em branco não tiveram correlação significativa. Os quadros em vermelho 
bordô são negativamente correlacionados e os azuis positivamente correlacionados, 
sendo que quanto mais intensa a cor mais correlacionados são os parâmetros ou 
metabólitos. Abreviaturas: DGTS=diacilgliceriltrimetilhomoserina; 
MGDG=monogalactosildiacilglicerol; PE=fosfaditiletalonamina; TAG=triacilglicerol; 
A= fotossíntese líquida; µ=taxa de crescimento; R=respiração; Amax=fotossíntese 
máxima. 
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Figura 13. Matriz de correlação de Pearson com dados fisiológicos (grupo em verde), 
dados de CG-EM (dados em azul - aminoácidos, amarelo - açucares e laranja - 
miscelânia) e dados de LC-MS (vermelho - DGTS, cinza – MGDG, preto - PE e roxo - 
TAG) da cepa BR022 em fase logaritmica de crescimento. Os metabólitos selecionados 
para essa matriz foram apontados como metabólitos mais importantes para diferenciar as 
duas espécies. Os quadros que estão representados em cores são significativamente 
correlacionados enquanto os em branco não tiveram correlação significativa. Os quadros 
em vermelho bordô são negativamente correlacionados e os azuis positivamente 
correlacionados, sendo que quanto mais intensa a cor mais correlacionados são os 
parâmetros ou metabólitos.DGTS=diacilgliceriltrimetilhomoserina; 
MGDG=monogalactosildiacilglicerol; PE=fosfaditiletalonamina; TAG=triacilglicerol; 
A= fotossíntese líquida; µ=taxa de crescimento; R=respiração; Amax=fotossíntese 
máxima. 
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4. Discussão 

 
 
A metabolômica tem como objetivo identificar algumas características químicas 

diante de um grande e complexo conjunto de dados metabólicos que definem certo 

sistema (Worley e Powers, 2013). Um conjunto de alguma moléculas podem definir 

características unicas desse sistema. Infelizmente, os sistemas podem ser pertubados por 

um número de fatores como pH e temperatura, por exemplo. Uma ferramenta para se 

determinar características únicas de dois ou mais sistemas são as análises multivariadas 

que identificam as características do sistema que são biologicamente relevantes. Uma 

das mais populares ferramentas utilizadas é a analise de componentes principais (PCA) e 

projeções de estruturas latentes (PLS) e projeções ortogonais de estruturas latentes 

(OPLS) (Szymanski et al., 2014; Tapp e Kemsley, 2009; Mahadevan et al., 2008). Neste 

trabalho foram utilizadas algumas destas técnicas de análises multivariadas que 

permitiram identificar metabólitos importantes na separação dos tratamentos. 

 No presente estudo foram caracterizados diferentes parâmetros fisiológicos e 

metabólicos de duas cepas de diatomáceas, BR006 e  BR022. Estas cepas foram 

cultivadas sob quatro níveis distintos de N. Independente das condições as quais foram 

submetidos, esses organismos apresentaram diferentes comportamentos fisiológicos que 

foram refletidos pelo seu metabolismo.  

A fotossíntese líquida verificada na cepa BR006 foi superior aos valores 

apresentados pela BR022 a 100 mM de N, nível utilizado no meio BG11. Em adição, 

verificou-se maior taxa de crescimento na cepa BR006 (Figura 2). Quando em meio sem 

N a queda da taxa fotossintética em BR006 foi de 24 vezes na fase LOG.  Esse valor é 
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maior do que o observado para BR022 cultivada em meio sem N, que teve uma redução 

de 8 vezes a fotossíntese líquida em relação ao tratamento com 107 mM de N. 

Em relação a limitação de N (na forma de NaNO3) em que as cepas de 

diatomáceas foram submetidas, ambas apresentaram diminuição das taxas 

fotossintéticas, que é uma resposta comum a limitação nitrogenada em organismos 

fotossintéticos (Jiang et al., 2012; Shelly et al., 2012; Yang et al., 2013). Uma vez que a 

fotossíntese requer N para síntese de pigmentos e para síntese de proteínas envolvidas 

no transporte de elétrons e em reações da etapa bioquímica da fotossíntese como a 

Rubisco, a baixa disponibilidade de N pode reduzir o conteúdo de proteínas, limitando o 

fluxo de elétrons entre os fotossistemas, podendo causar aumento na produção de 

espécies reativas de oxigênio e, consequentemente, levando ao estresse oxidativo 

(Hockin et al., 2012).  

Além da fotossíntese, a taxa de crescimento foi bastante afetada em meio sem N 

para as duas cepas. A ausência de N no meio alterou rotas metabólicas ligadas a síntese 

de aminoácidos (Figura 6), consequentemente a produção de proteínas responsáveis por 

grande parte do funcionamento das células. Nas análises de correlação foi possível 

observar correlação positiva entre taxa de crescimento e fotossíntese e também entre 

taxa de crescimento e produção de aminoácidos (a maioria deles). De fato, o resultado 

mostra que se as taxas fotossintéticas foram alteradas, a taxa de crescimento também 

será. Deve-se salientar também, que a produção de ornitona, espermidina e espermina 

foram correlacionadas positivamente com a taxa de crescimento em BR006. Esses 

metabólitos estão diretamente relacionados a síntese de parede celular das diatomáceas 

(Frigeri et al., 2006). 
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O aumento de intermediários da via glicolítica (Figura 8) em tratamentos com 0 

mM de N sugere que o material de reserva (como crisolaminarina, por exemplo) esteja 

sendo mobilizado para o metabolismo do carbono central. A mesma interpretação foi 

realizada para Talassiossira pseudonana, que a partir de resultados de proteômica foi 

sugerido que tenha aumentado a atividade de metabólitos da via glicolítica em células 

cultivadas em meio com deficiência de N (Hockin et al., 2012). 

Além dos intermediários da glicólise, ácidos orgânicos envolvidos no  ciclo TCA 

aumentaram na ausência de N em cultivos com as duas cepas. Este resultado tem sido 

relatado na literatura para diatomáceas (Ge et al., 2014; Yang et al., 2013). De forma 

oposta, em Arabidopsis thaliana (Peng et al., 2007) e Chlamydomonas reinhardtii  

(Miller et al., 2007) transcritos de genes associados ao ciclo TCA tiveram sua 

abundância reduzida ou inalterada quando submetidos ao estresse por deficiência de N. 

No entanto, Hockin et al. (2012) relatou que a abundância de transcritos de genes 

relacionados ao ciclo TCA aumentaram quando Thalassiosira pseudonana foi 

submetida a este tipo de estresse, sugerindo que o catabolismo de proteínas produza 

intermediários do ciclo TCA. Estas informações corroboram com os dados encontrados 

no presente trabalho.  Assim, tomados em conjunto estes resultados sugerem diferenças 

que existe entre metabolismo de diatomáceas, algas verde e plantas. 

Neste contexto, em que as taxas fotossintéticas se encontram baixas devido à 

ausência de N, a maior abundância de metabólitos da via glicolítica e ciclo TCA são 

intrigantes. Diante de uma situação em que a cianobactéria Prochlorococcus marinus foi 

submetida a limitação nitrogenada Tolonen e colaboradores (2006) sugeriram que a 

quebra de reservas intracelulares é a forma mais eficiente de assimilação de carbono que 
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produza intermediários para o reaproveitamento de N, do que a realização da 

fotossíntese, uma vez que este processo demanda N. 

As diatomáceas possuem o ciclo da uréia completo, o que permite o uso mais 

eficiente de fontes de N absorvidas do meio e produzidas por processos celulares, sendo 

assim uma função anabólica ao contrário de metazoários que possuem o ciclo da ureia 

com função catabólica (Allen et al., 2011). Uma conexão entre ciclo da uréia e ciclo 

TCA pode ser feita uma vez que ambos compartilham metabólitos precursores para os 

dois ciclos.  

A degradação de aminoácidos de cadeia ramificada (BCAA), como Leucina, 

Valina e Isoleucina gera metabólitos diretamente ligados ao TCA, como acetil-CoA e 

succinil-CoA. Uma forte regulação positiva em proteínas, como metilmalonil-CoA 

mutase, que estão relacionadas a degradação de aminoácidos pertencentes a BCAA 

durante o acúmulo de TAGs sugere que enzimas envolvidas na degradação destes 

aminoácido estejam relacionadas com esse processo  em Phaeodactylum tricornutum 

(Ge et al., 2014).  Em adição, a degradação de aminoácidos de cadeia ramificada com 

geração de substratos para o ciclo TCA e também provimento de elétrons para cadeia 

transportadora de elétrons é encontrado em plantas (Araújo et al., 2011; Caldana et al., 

2013). Observando a matriz de correlação observa-se  correlação negativa entre esses 

aminoácidos e TAGs para BR006, no entanto a mesma observação não foi verificada 

para a cepa BR022 (Figuras 12 e 13; Anexo II). Além disso, dois  aminoácidos de cadeia 

ramificada, Valina e Isoleucina foram apontados pelo OPLS como importantes para 

distinguir as duas cepas metabolicamente (Tabela 2). Desta forma, sugere-se que o 
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redirecionamento de carbono e energia para a síntese de TAGs como resultado da 

degradação de BCAA possa ser um mecanismo de suporte para o acúmulo de TAGs. 

O acúmulo de lipídeos de reserva, TAGs em sua grande parte, foi diferente em 

cada uma das diatomáceas estudadas. Observou-se um acúmulo mais pronunciado em 

BR006 do que BR022. Algumas diatomáceas apresentam maior reserva de carboidratos 

enquanto outras tendem a acumular mais lipídeos em situações de estresse nutricional. 

Palmucci et al. (2011) relataram o cultivo de várias diatomáceas sob condições 

limitantes de nitrato, revelando comportamentos distintos entre as espécies estudadas. 

No mesmo estudo, em algumas espécies não foram observadas alterações no 

metabolismo em ambiente com baixa disponibilidade de N, sendo seu metabolismo 

denominado homeostático. Por outro lado, outras espécies alocaram reservas de 

carboidratos para a biossíntese de lipídeos. A hipótese de mobilização de açúcares de 

reserva para transformá-los em lipídeos de reserva é possível, uma vez que ácidos 

graxos são mais energéticos, sendo assim mais propício o seu acúmulo. E um terceiro 

grupo, as células direcionaram o excesso de carbono para biossíntese de lipídeos, sem 

alterar a reserva de carboidratos (Palmucci et al., 2011).  O aumento da biossíntese de 

novo de ácidos graxos em BR006 e BR022 pode ocorrer uma vez que o metabolismo 

central do carbono está ativado na ausência de N. Ao mesmo tempo verifica-se que a 

síntese de aminoácidos diminuiu, sendo desta forma esqueletos de carbonos 

direcionados para outras vias.  

Nos cloroplastos de plantas, os lipídeos de membrana que se encontram em 

maior abundância são MGDG e DGDG, sendo essenciais para a biossíntese das 

membranas do aparato fotossintético (Burgos et al.,2011). Esses galactolipídeos são 
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sintetizados pelas enzimas MGD e DGD galactosiltransferase/sintase, as quais também 

mediam o remodelamento das membranas lipídicas (Yang et al., 2013). Os níveis de 

MGDG e DGDG reduziram, enquanto que a abundância de TAGs  aumentou (Figura 9) 

nos experimentos em que tanto BR006 quanto BR022 foram cultivadas sem N. Os 

TAGs são lipídeos de armazenamento que são acumulados em grande quantidade nas 

células quando elas são cultivadas sob limitação de nutrientes, principalmente N (Yang 

et al., 2013; Gong et al., 2013), P (Yang et al., 2014; Gong et al., 2013), e Si (Chaffin et 

al., 2011) no caso das diatomáceas. Esse resultado sugere uma remodelação do 

metabolismo de biossíntese de membranas do cloroplasto, que são degradas, liberando 

ácidos graxos livres que são direcionados para síntese de TAGs. No entanto, BR006 

mostrou mais acumulo de TAG e menor degradação de MGDG e DGDG sugerindo que 

a cepa BR022 é menos atingida pelo estresse por limitação de N. 
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5. Conclusões 

 
A deficiência de N promoveu  alterações metabólicas principalmente na 

produção de  intermediários e energia para a síntese de lipídeos de reserva. Sob-baixa 

disponibilidade de N verificou-se uma redução na concentração de lipídeos de 

membrana do tilacóide (MGDG, DGDG). Concomitantemente, observou-se um 

aumento na quantidade dos lipídeos de reserva em ambas as cepas. 

A diminuição de aminoácidos de cadeira ramificada em tratamentos sem N 

sugerem que esteja ocorrendo a degradação destes aminoácidos que irão gerar 

compostos intermediários do ciclo TCA, como malato, que poderão ser convertidos a 

piruvato no cloroplasto e subsequentemente acetil-CoA para a síntese de ácidos graxos. 

Por outro lado, sugere-se nos tratamentos limitados por N a mobilização de 

reservas, como a crisolaminarina, esteja ocorrendo para a manutenção do metabolismo 

central, via glicólise e ciclo TCA. 

Pelas respostas metabólicas e fisiológicas obtidas, é possível concluir que a cepa 

BR022 apesar de ser afetada pelo estresse nitrogenado, tem respostas mais amenas sobre 

a fotossíntese, redução dos aminoácidos de cadeia ramificada, e abundância de lipídeos 

de membrana do tilacóide, assim como menores acúmulos de TAG. Isto evidencia que 

as cepas se comportam de forma diferente quanto ao uso do N disponível, sendo que 

BR022 é menos afetada devido o melhor reaproveitamento deste elemento. 

De modo geral, é possível concluir que existe uma reprogramação metabólica em 

células das duas cepas quando submetidas ao estresse por N, envolvendo o metabolismo 

central e acumulando reservas para que as células consigam sobreviver o maior tempo 

possível na ausência deste nutriente. 
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Capítulo II - Efeitos da limitação nutricional por ureia e silicato de sódio em 
diatomáceas cultivadas em meios a base de água residuária 
 

Resumo 

As diatomáceas são um grupo de microalgas que produzem óleo como material de 

reserva e têm ganhado atenção como uma possível fonte de óleo para produção de 

biocombustível. Algumas espécies quando submetidas a estresse nutricional alteram o 

metabolismo aumentando a produção de lipídeos. No entanto, ainda existem barreiras 

que inviabilizam a produção de microalgas como matéria-prima para produção de 

biodiesel, como o elevado custo dos cultivos. Uma forma de ter cultivos mais baratos é 

reciclando nutrientes que estão presentes em água residuárias. Diante disso, este 

trabalho teve como principal objetivo cultivar duas espécies de diatomáceas Cyclotella 

sp. BR021 e Nitzschia sp. BR022, variando concentrações de ureia (200 a 400 mg L-1) e 

de silicato de sódio (200 a 600 mg L-1) em água de efluente petroquímico como meio de 

cultura alternativo. As duas cepas produziram biomassa semelhante ou melhor do que 

quando cultivadas em meio sintético com água destilada, sendo as maiores quantidades 

de biomassa encontradas nos tratamentos com elevada concentração de silicato de sódio. 

A cepa BR022 produziu mais biomassa do que BR021 (1,4 e 0,78 g L-1 

respectivamente) em um mesmo tempo de cultivo. No cultivo de BR022 verificou-se 

que nas maiores concentrações de ureia e silicato de sódio foram encontrados maiores 

teores de carboidratos e proteínas (37 e 33 % respectivamente), sendo o contrário 

observado para lipídeos (42 %), que acumulou nas células cultivadas em baixas 

concentrações de nitrogênio e de silicato de sódio. Enquanto isso, a cepa BR021 

apresentou comportamento diferente. O teor de proteína total quantificado para esta cepa 
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não sofreu alteração nas diferentes concentrações de ureia e silicato de sódio testadas. 

Entretanto,  essa cepa obteve os maiores porcentuais de lipídeos (12 %) e quantidade de 

biomassa seca (0,78 g L-1) em tratamentos com altas doses de silicato de sódio e baixas 

de ureia. Estes resultados sugerem que águas residuárias podem substituir o uso de 

meios sintéticos, para cultivos de diatomáceas. Além disso, em meios com doses 

elevadas de silicato de sódio e baixas de nitrogênio permitem uma elevada produção de 

lipídeos por biomassa para a cepa BR022. Já, a cepa BR021, apesar de alterar a 

produção de lipídeos em baixa concentração de ureia, não produziu grande quantidade 

de lipídeos.  

 
 
Palavras-chave: diatomáceas, água residuária, ureia, silicato. 
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Chapter II - Effects of nutrient limitation by urea and sodium silicate in diatoms 
cultivated in wastewater 

 

Abstract 

Diatoms are a microalgae group that produce oil as a storage material, and have gained 

attention as a possible source of oil for biofuel production. Some species when exposed 

to stress alter they metabolism by increasing lipids production. However, there are still 

obstacles that make unfeasible the production of microalgae as feedstock for biodiesel 

production, as the high cost of cultivation. One way to have less expensive cultivation is 

recycling nutrients that are present in wastewater. Therefore, this study aimed to 

cultivate two diatom species Cyclotella sp. BR021 and Nitzschia sp. BR022, ranging 

urea concentrations (200 to 400 mg L-1) and sodium silicate (200 to 600 mg L-1) using 

petrochemical wastewater as alternative medium culture. The two strains produce 

similar or better biomass than when grown in synthetic medium with the largest biomass 

amount found in treatments with high concentrations of sodium silicate. BR022 strain 

produced more biomass than BR021 at a similar cultivation time (1,4 and ,78 g L-1, 

respectively). In BR022 cultivation notices that highest urea concentrations and higher 

sodium silicate carbohydrates percentages and protein ( 37 and 33%, respectively) were 

found. Otherwise found for lipids (42%), which accumulated in the cells cultured with 

low nitrogen and sodium silicate concentrations. Meantime, BR021 strain showed a 

different behavior. Proteins amount for this strain showed no significant change in 

different urea and sodium silicate concentrations tested. However, this strain had the 

highest percentages of lipids (12%) and greater amount of dry biomass (0,78 g L-1) in 

treatment with high sodium silicate and low urea concentration. These experiments 

results sugest that wastewater can replace synthetic medium for viable diatom 
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cultivation. Furthermore, in medium with high sodium silicate and low nitrogen it was 

observed increased of lipids by biomass production concentration for BR022 strain. 

Diatom BR021 despite altering lipids production in low urea concentrations did not 

produce large amounts of lipids. 

 
 
Keywords: diatoms, wastewater, urea, silicon.  
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1. Introdução 

 As microalgas têm sido apontadas como fonte de matéria prima promissora para 

o fornecimento de óleo para produção de biodiesel (Hossain  et al., 2008).  Alguns 

desses microorganismos possuem elevado teor lipídico e eficiência fotossintética 

superior às plantas vasculares, podendo gerar grande quantidade de biomassa em curto 

espaço de tempo, sem demandar grandes áreas de produção (Fieldas et al., 2014; Huang 

et al., 2009; Li  et al., 2008b). 

Dentre os diferentes grupos de microalgas, as diatomáceas são apontadas como 

fonte de óleo para produção de biocombustível, uma vez que acumulam, naturalmente, 

carbono na forma de lipídeos (Nurachman  et al., 2012).  O interesse nesse grupo de 

microorganismos vai além da cadeia produtiva de biocombustíveis. A composição 

estrutural da parede celular formada de sílica das diatomáceas tem sido estudada para 

fins nanotecnológicos como a fabricação de componentes de computadores e cápsulas 

de liberação controlada de medicamentos (Gordon et al., 2008). Estes microorganismos 

produzem também substâncias importantes para indústria alimentícia e indústria 

farmacêutica (Bozarth et al., 2009). Dentre as diatomáceas já estudadas, duas têm seu 

genoma sequeciado, Thalassiosira pseudonana (Armbrust et al., 2004) e Phaeodactylum 

tricornutum (Bowler et al., 2008). Esse fato foi importante para a compreensão das rotas 

metabólicas existentes nas diatomáceas. 

 O metabolismo das  diatomáceas pode sofrer alterações devido a mudanças 

ambientais (Mettler et al., 2014; Mekhalfi et al., 2013; An et al., 2013). O conteúdo de 

lipídeos pode ser modificado por alterações em condições de cultivo relacionadas com a 

pH (Hervé et al., 2012), temperatura (Chalifour e Juneau, 2011; Fukao et al., 2012), 
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salinidade (Cheng et al., 2013), concentração de nutrientes (Yang et al., 2014; Cheng et 

al., 2013; Yang eta al., 2013) e intensidade luminosa (Devi et al., 2012).  

A produção de biocombustíveis a partir de algas é dependente da produção de 

biomassa e do conteúdo lipídico. No entanto, tanto a biomassa quanto o acúmulo de 

lipídeos são limitados por vários fatores, sendo a demanda de nutrientes essencial nesse 

processo (Devi et al., 2012). Os efeitos de estresses causados por deficiência de 

nitrogênio (N), fósforo (P) e silício (Si) na produção de lipídeos têm sido estudados em 

diatomáceas (Lombardi e Wangersky, 1991; Chaffin et al., 2011; Chen, 2012).  Quando 

a cultura é limitada por Si no meio ela pode cessar o crescimento, acumulando assim 

carbono na forma de triacilglicerol (TAG) em algumas espécies (Chaffin et al., 2011). 

Ao contrário do N, as reservas de Si dentro da célula são baixas (Traller e Hildebrand, 

2013). A deficiência por outros nutrientes, como N, tem mostrado promover o acúmulo 

de lipídeos nessas microalgas, reprogramando todo metabolismo central e acumulando 

TAG (Obata et al., 2013). Apesar de vários estudos mostrarem a eficiência da limitação 

por N para acúmulos de TAG, alguns autores apontam o estresse por limitação de Si 

mais eficiente, levando as células a acumular lipídeos mais rapidamemte (Adams e 

Bugbee, 2013; Lombardi and Wangersky, 1991). 

 O acúmulo de lipídeos pelas células é apenas uma parte que deve ser otimizada 

no cultivo de microalgas. Os meios de cultura sintéticos utilizados são onerosos e 

precisam ter o custo reduzido para viabilizar o cultivo em escala industrial. Assim, o uso 

de águas de efluentes industriais, agrícolas e águas de esgotos domésticos têm sido 

indicados como meios de cultura alternativos, capazes de diminuir o custo dos cultivos 

(Pittman et al., 2011). Assim, a combinação de meios de cultura a partir de águas 
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residuárias suplementadas com fertilizantes oferece vários benefícios tanto em termos de 

produção de biomassa quanto na minimização de impactos ambientais (Bhatnagar et al., 

2010; Chinnasamy et al., 2010; Graham et al., 2011). Além disso, o uso dos nutrientes 

das águas residuárias nos meios de cultivo é um modo barato de produção de lipídeos 

por meio das microalgas permitindo a viabilização econômica do cultivo em larga escala 

(Valenzuela -Espinoza et al., 1999; Devi et al., 2012). Uma outra possibilidade para 

viabilização dos meios de cultura para produção de biomassa algal na industria de 

biocombustíveis é a utilização de fertilizantes agrícolas no lugar de reagente 

agrícolas(Valenzuela -Espinoza et al., 1999; Raoof et al., 2006). 

 Assim, com o objetivo de potencializar o cultivo de diatomáceas para a produção 

de biomassa e lipídeos, fontes de nutrientes alternativas e de baixo custo foram 

avaliadas. Neste trabalho foram avaliadas diferentes doses de silicato de sódio e de ureia 

no cultivo de BR021 e BR022 em água de efluente residuário sobre a produção de 

biomassa e lipídeos totais utilizando DCCR. 

 

2. Materiais e Métodos 

2.1. Água de efluente residuário utilizada no experimento  
 

A água residuária utilizada neste estudo foi cedida pela Refinaria Gabriel Passos 

– Petrobrás, localizada na cidade de Betim (Minas Gerais, Brasil). O rejeito é composto 

de cerca de 99 % de água provinda do processo de refino do petróleo e 1 % de esgoto 

sanitário da refinaria. Esta água residuária foi proveniente de um processo de eletrólise 

reversa realizado pela própria refinaria. Entretanto, mesmo após este tratamento, a água 

ainda continha vários macronutrientes em concentrações conforme descrito na Tabela 1. 
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Para evitar o desenvolvimento de microorganismos a água foi armazenada a 4 ºC até a 

realização dos experimentos. 

 
 
 
Tabela 1. Caracterização físico-química da água residuária proveniente de efluente pré-
tratado da Refinaria Gabriel Passos (Petrobrás), Betim/MG. 
 

 
 

Nutriente  Concentração (mg L-1) 
Cálcio 724 

Magnésio 273 

Sódio 2.869 
Potássio 642 

Estrôncio 21,7 

Bário 1,06 

Amônia 3,75 

Bicarbonato 1.482 
Sulfato 1.265 
Cloreto 5.291 
Fluoreto 4,81 

Nitrato 51,1 

Fosfato 3,16 

Sílica 29 
  

Variáveis Valor  

pH 8,14 

TDS (*) 12.660 mg L-1 

Condutividade 17.728 µS cm-1 

    

                    * Sólidos totais dissolvidos. 
 

Durante o preparo do meio de cultivo, a água residuária foi suplementada com os 

nutrientes ausentes em sua composição, como Fe (20 mg FeCl3) e N (1,5 g de NaNO3). 

Em adição, diferentes doses de ureia fertilizante e silicato de sódio (Na2SiO3) foram 

adicionados conforme descrito na Tabela 2, sendo o pH do meio ajustado para 8 e o 

mesmo foi mantido durante o experimento. 

 

2.2. Preparo do inóculo e condições de crescimento da cultura 
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As cepas de diatomáceas de água doce BR021 e BR022 foram obtidas da coleção 

de microalgas e cianobactérias do laboratório de Ficologia do Departamento de Biologia 

Vegetal da Universidade Federal de Viçosa. A identificação das cepas foi baseada em 

caracteres morfológicos (Bicudo e Menezes, 2006). Estas cepas apresentam melhor 

adaptação crescendo em água residuária, por isso foram selecionadas. Os cultivos foram 

realizados em Erlenmeyers de borosilicato com capacidade de 2000 mL, sendo 

utilizados 1200 mL de volume do frasco. Os frascos estéreis foram inoculados com 300 

mL de cultura unialgal e incubados a 24 ± 2 ºC. O cultivo foi realizado em sala de 

crescimento composta por luzes fluorescentes com intensidade luminosa 100 �mol 

fótons m-2 s-1, com fotoperíodo 16:8 (luz:claro). Injeções de ar comprimido contendo 0,5 

% de CO2 (99 % de pureza) foram utilizadas no cultivo com um fluxo de 0,3 vvm ( 

volume de ar por volume de meio por  minuto). O experimento teve duração de 10 dias 

(Figura 1). 
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Figura 1. Cultivo da cepa de diatomácea (A e B) BR021 e (C e D) BR022 em 
água de efluente residuário (ARP) com diferentes doses de ureia e silicato de sódio. Em 
(A e C) refere-se ao primeiro dia de cultivo e (B e D) ao décimo dia. 
 
 

2.3. Delineamento Experimental 
 

Para a realização deste trabalho utilizou-se um esquema fatorial com ureia e 

silicato de sódio em diferentes níveis como fatores e o Delineamento Composto Central 

Rotacional (DCCR)  

O DCCR é caracterizado como um fatorial 2k com combinações de tratamentos 2k 

adicionais denominadas pontos axiais e n0 de replicatas no centro do delineamento. O 

principal motivo de usar este desenho experimental foi prover o máximo de informações 

com o menor número de combinações. A propriedade de rotacionalidade desenvolvida 

para delineamento composto central requer a variância de valores estimados para serem 

constantes em pontos igualmente distantes do centro do delineamento (Dragone et al., 

2011; Djoudi et al., 2007). Foram utilizados como fatores concentração de ureia (4 

níveis) e concentração de Na2SiO3 (6 níveis) (Tabela 2). No ponto central foram 

utilizadas 4 repetições para se estimar o erro. No planejamento foi utilizado um nível de 

significância de 0,05 (Penteado, 2010). Para determinar as combinações das 

concentrações de nitrato de sódio e de silicato de sódio a serem utilizadas foi utilizado o 

software Minitab 15 (Ryan et al., 2005) a partir de uma faixa de concentrações de ureia 

(200 a 400 mg L-1) e silicato de sódio (200 a 600 mg L-1) estabelecidas em experimentos 

prévios. 
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Tabela 2. Concentrações de ureia e de silicato de sódio utilizados no Delineamento 

Composto Central Rotacional (DCCR).  

 
Fator 

Níveis (Valores codificados) 

-2 -1 0 1 2 

Ureia (mg L-1) 200 295 300 305 400 

Silicato de Sódio  (mg L-1) 200 390 400 410 600 

 

 

 

Os resultados dos experimentos foram ajustados por uma equação polinomial de 

primeiro grau  (equação 1) e também equações polinomiais de segundo grau (equação 

2), conforme segue abaixo: 

�ݕ̂  =  �଴ + �௜ݔ௜ +  �௜௜ݔ௜௜ + ⋯ + �௜௝ݔ௜௝ + �ݕ̂ (1)                                     �  = �଴ + ∑ �௜ݔ௜ + ∑ �௜௜ݔ௜ଶ�௜=ଵ +  ∑  ∑ �௜௝ݔ௜�௝=௜+ଵ�−ଵ௜=ଵ ݔ௝ +  ε     �௜=ଵ  (2) 

 

em que, ̂ݕ� representa a variável resposta, ȕ0 é o ponto de interseção, βi, βii e βij são os 

coeficientes da regressão, n é o número de variáveis estudadas, e xi e xj representam as 

variáveis independentes.  

O ajuste realizado teve sua qualidade expressa pela não significância da falta de 

ajuste (p > 0,05), coeficiente de determinação (R2) e a significância estatística checada 

pelo teste F. O planejamento experimental e as análises estatísticas foram realizadas 

pelo software Minitab 15 (Ryan et al., 2005). 
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2.4. Determinação das taxas de crescimento e produção de biomassa 
 

Durante os 3 primeiros dias de cultivo foram realizadas amostragens para avaliar a 

produção de massa seca a fim de representar a fase lag da curva de crescimento. A partir 

do quarto dia as amostragens foram realizadas de 2 em 2 dias até o final do experimento. 

A biomassa seca foi estimada por meio da absorbância no comprimento de onda de 750 

nm (Chaffin et al., 2011) utilizando a curva de calibração pré-estabelecida (anexos 2 e 

3).  

Para quantificação de biomassa  foram amostrados 30 mL de cultura ao término do 

experimento, sendo centrifugados a 11000 rpm por 10 minutos a 25 ºC em tubos do tipo 

Falcon cujas massas foram previamente determinadas. Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado e os pellets foram lavados duas vezes com mesmo volume 

de água deionizada. Posteriormente, os tubos com a biomassa fresca foram secos em 

estufa à 75 ºC até atingir peso seco constante (cerca de 24 h) e pesados para obtenção da 

massa seca. 

2.5. Extração e quantificação de proteínas totais  
 

A extração de proteínas totais foi realizada conforme Meijer & Wijffels (1998). A 

quantificação foi realizada pelo método de Lowry adaptado por Lucarini & Kilikian 

(1999). A leitura da absorbância foi realizada no comprimento de onda de 750 nm. 

Utilizou-se albumina do soro bovino para construir a curva padrão. Os resultados foram 

expressos em porcentagem de proteínas totais em relação peso seco. 

2.6. Extração e quantificação de carboidratos neutros totais 
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A quantificação de carboidratos neutros compreendeu duas etapas: (1) a extração 

de carboidratos intracelulares conforme Teoh et al. (2004), substituindo-se o HCl por 

H2SO4. (2) Quantificação pelo método de Dubois adaptado por Masuko et al. (2005), 

utilizando-se glicose como padrão. Foi utilizado o comprimento de onda de 490 nm em 

leitora de microplacas. Os resultados foram expressos em porcentagem de carboidratos 

neutros totais em relação ao peso seco. 

2.7. Extração e quantificação de lipídeos totais 
 

Os lipídeos totais foram extraídos pelo método de Bligh & Dyer, utilizando 

metanol, clorofórmio e água na proporção de 2:2:0,8 (Smedes & Thomasen, 1996). Para 

rompimento das células foi utilizado um sonicador, com frequência de 19 kHz, durante 

30 minutos (Ranjan et al., 2010). Durante a sonicação as amostras foram mantidas 

imersas em banho de gelo. Logo após, foi adicionado o 0,8 mL de água, necessária para 

a separação de fases e levou-se ao vortex para homogeneização por um minuto. Os 

frascos foram centrifugados e a fase apolar (clorofórmio e lipídeos) foi separada. 

Na biomassa do pellet foi adicionada uma mistura de água e clorofórmio (1:1) 

para que quantidades residuais de lipídeos fossem recuperados. O material foi levado ao 

vortex por um minuto e logo após centrifugado. Novamente a fase apolar foi recuperada 

e foi realizada a evaporação do clorofórmio. Após a evaporação, o material foi mantido 

em estufa a 60 ºC por até atingir peso constante e deixado em dessecador. O conteúdo de 

lipídeos foi determinado gravimetricamente. 

2.8. Análise de Perfil de Ácidos Graxos 
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Para avaliar a produção de ácidos graxos nas culturas foram realizadas extrações 

de esteres metílicos de ácidos graxos (FAMEs) e sua quantificação relativa. Para isso, 

foram pesados 10 mg de biomassa seca em tubos de ensaio com tampa. Adicionou-se 

600 µL de solução de HCl 5 % em metanol. Logo após foram acrescentados 400 µL de 

solução metanol clorofórmio (1:3). A mistura foi aquecida a 85 °C por 1 hora. Após 

esfriar, foram adicionados 2 mL de hexano. Levou-se ao vortex e deixou-se separar as 

duas fases (fase superior: hexano; fase inferior: metanol). A fase superior foi retirada e 

reservada em vials para serem analisados. 

Os FAMEs foram analisados usando um cromatógrafo a gás (CG) (Shimadzu GC-

2010) equipado com uma coluna HT-5 (25 m, 0.25 mm ID, 0.25 μm film thickness) 

(SGE, Texas, USA). Foi injetado 1 µL da amostra de FAME de modo direto com 

temperatura de 270 °C, 3 mL min-1 de fluxo de purga e fluxo inicial da coluna de 6,57 

mL min-1 (85,7 cm s-1, com pressão constante), utilizando He como gás de arraste. A 

temperatura do forno foi mantida constante a 80 °C por 3 minutos, aumentando a 12 °C 

por min-1 até alcançar 330 °C e então mantida por 2 min. A detecção conduziu-se 

usando um detector de chama ionizante (FID). A abundância relativa das diferentes 

classes de FAMEs representou mais que 90 % do total das áreas integradas do pico para 

cada amostra (Laurens et al., 2012). Os padrões utilizados foram: ácido butírico (C4:0); 

ácido caprílico (C8:0); ácido undecanóico (C11:0); ácido laurico (C12:0); ácido 

mirístico (C14:0); ácido palmítico (C16:0); acido esteárico (C18:0); ácido oléico 

(C18:1); ácid elaídico (C18:1 trans); ácido linoléico(C18:β); ácido α-linolênico (C18:3); 

ácido Ȗ-linolênico (C18:3); ácido araquídico (C20:0); ácido araquidônico (C20:4); ácido 

nervônico (Cβ4:1ω9). 

http://en.wikipedia.org/wiki/Butyric_acid
http://en.wikipedia.org/wiki/Palmitic_acid
http://en.wikipedia.org/wiki/Stearic_acid
http://en.wikipedia.org/wiki/Oleic_acid
http://en.wikipedia.org/wiki/Elaidic_acid
http://en.wikipedia.org/wiki/Linoleic_acid
http://en.wikipedia.org/wiki/Arachidic_acid
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3. Resultados 

 
Os resultados experimentais obtidos pela cultivo de BR021 e BR022 sob 

diferentes condições nutricionais baseado em um DCCR para dois fatores são 

apresentados nas Tabelas 3 e 4. Os resultados das regressões ajustadas podem ser 

visualizados por gráficos de curva de contorno (Figura 2 e 3). 

Os modelos foram verificados quanto ao ajuste, a significância dos parâmetros da 

regressão e o coeficiente de determinação R2. Os efeitos de segundo grau e a interação 

para as variáveis depentes biomassa seca e lipídeos não foram significativos (p > 0,05). 

De uma maneira geral, observou-se uma elevada produção de biomassa nas 

concentrações mais altas de silicato de sódio combinadas com baixas concentrações de 

ureia (Figura 2 e 3).  
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Tabela 3. Valores das variáveis dependentes Massa Seca (g L-1), Lipídeos Totais (%), 
Proteínas Totais (%) e Carboidratos Totais (%) gerados no Delineamento Composto 
Central Rotacional (DCCR) apresentando como variáveis independentes Ureia e Silicato 
de Sódio no cultivo da diatomácea BR022. O valores codificados para ureia e silicato de 
sódio podem ser visualizados em valor absoluto na tabela 2. 
 

 

Variáveis Independentes  Variáveis dependentes 

Ordem Ureia Na2SiO3 

 Massa Seca 

(g L-1) 

Lipídeos Totais  

(%) 

Proteínas Totais 

(%) 

Carboidratos Totais 

(%) 

1 0 0  0,71 35,22 17,66 27,52 

2 2 -2  0,46 37,42 20,15 23,33 

3 0 1  0,71 35,97 17,31 26,19 

4 -2 -2  0,72 42,46 12,06 19,71 

5 0 0  0,71 34,37 17,37 25,49 

6 0 0  0,96 31,90 14,97 23,39 

7 1 0  0,73 27,63 15,23 26,46 

8 0 0  0,74 35,98 19,49 25,57 

9 -1 0  0,81 41,32 17,63 27,18 

10 -2 2  1,41 28,96 12,57 20,52 

11 2 2  0,77 18,13 33,02 37,61 

12 0 -1  0,67 30,26 20,37 31,83 

 

De acordo com a análise estatística realizada, ambos nutrientes são importantes na 

produção de biomassa, não apresentando interação significativa entre os dois nutrientes. 

Verifica-se que a produção de biomassa é diretamente proporcional a concentração de 

silicato de sódio e inversamente proporcional a concentração de ureia. A maior 

produção de biomassa seca foi observada no tratamento com 200 e 600 mg L-1 de ureia e 

silicato de sódio, respectivamente, alcançando 786 mg L-1 1.414 mg L-1 (Tabelas 3 e 4) 

para BR021 e BR022 de biomassa produzida. Já no tratamento com 400 e 200 mg L-1 de 

ureia e silicato de sódio, respectivamente, foi observada a menor produção de biomassa 

359 mg.L-1 e 458 mg L-1 (Tabelas 3 e 4) para as cepas BR021 e BR022, 

respectivamente. 
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Table 4. Valores das variáveis dependentes Massa Seca (g L-1), Lipídeos Totais (%), 
Proteínas Totais (%) e Carboidratos Totais (%) gerados no Delineamento Composto 
Central Rotacional (DCCR) apresentando como variáveis independentes Ureia e Silicato 
de Sódio no cultivo da diatomácea BR021. O valores codificados para ureia e silicato de 
sódio podem ser visualizados em valor absoluto na tabela 2. 
 

 

Variáveis Independentes  Variáveis Dependentes 

Ordem Ureia Na2SiO3 

 Massa Seca 

(g L-1) 

Lipídeos Totais 

(%) 

Proteínas 

Totais (%) 

Carboidratos Totais 

(%) 

1 0 0  0,55 9,96 33,16 42,26 

2 0 0  0,54 11,77 33,52 42,02 

3 0 1  0,60 9,17 33,36 39,21 

4 0 -1  0,50 11,50 34,85 41,23 

5 0 0  0,52 8,96 33,85 43,62 

6 -2 2  0,79 12,77 30,96 39,07 

7 1 0  0,59 10,64 32,77 46,26 

8 -1 0  0,60 10,68 33,14 48,05 

9 0 0  0,58 9,13 33,56 40,19 

10 2 -2  0,36 8,71 33,91 44,30 

11 -2 -2  0,53 11,39 33,89 52,53 

12 2 2  0,60 9,88 34,22 50,27 

 

O modelo de regressão linear para biomassa seca, segundo os resultados da análise 

de variância, se ajustou aos dados experimentais com um coeficiente de determinação 

R2 = 0,89 e R2 = 76,1 para BR021 e para BR022, respectivamente. 

Os resultados obtidos a partir da quantificação dos componentes celulares estão 

descritos na Tabela 3 e 4. Nela são indicadas as porcentagens de carboidratos totais, 

proteínas totais e lipídeos totais que foram utilizados para montar os gráficos de 

contorno (Figuras 2 e 3).  
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Figura 2. Curva de contorno para as variávéis dependentes (A) - Biomassa Seca (g L-1), 
(B) - Carboidratos Totais (%), (C) – Proteínas Totais (%) e (D) Lipídeos Totais (%)  
quantificados no final de 10 dias de cultivo de BR022 em diferentes doses de silicato e 
ureia em DCCR. Os valores representados na legenda indicam a porcentagem de 
carboidratos por massa seca. As faixas coloridas representam intervalos de valores 
especificados  conforme cada legenda. 
 

Uma vez que as duas cepas de microalgas podem apresentar características 

fisiológicas e metabólicas diferentes uma da outra, optou-se por realizar um estudo 

inicial de triagem das variáveis selecionadas. Assim verificou-se a existência de efeito 

significativo na produção de lipídios nas duas microalgas associadas a diferentes 

combinações de doses de ureia e silicato de sódio (Figura 2D e 3B). Desta forma, o 

DCCR permite indicar a concentração de silicato de sódio e ureia que proporcionariam 

os melhores resultados das variáveis desejadas. 
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Na análise para determinação de carboidratos totais, observou-se interação 

significativa entre os nutrientes ureia e silicato de sódio no material amostrado para a 

cepa BR021. O modelo de regressão ajustado aos dados teve como resposta uma 

parábola. Desta forma, deve-se observar as regiões com maiores e menores 

concentrações de ureia. Tomando como exemplo a  Figura 2B, maiores percentuais de 

carboidratos estão na região mediana da faixa de concentrações (200 a 600 mg L-1 de 

silicato de sódio) selecionada para o experimento. Assim, com o uso de maiores e 

menores doses de silicato de sódio no meio de cultura pode-se observar menor produção 

de carboidratos. De acordo com os resultados da análise de variância, o modelo de 

regressão linear quadrática se ajustou aos dados experimentais com um coeficiente de 

determinação R2= 0,87. Para se obter o ponto ótimo de produção de carboidratos em 

uma situação como esta, deveria se buscar novas faixas de concentrações de ureia e 

silicato de sódio para saber em que região o percentual de carboidratos é maior. 

Para a cepa BR022, observou-se que a quantidade de carboidratos tende a ser mais 

elevada nas concentrações altas de uréia combinadas com altas concentrações de silicato 

de sódio (Figura 2B). O maior valor observado, próximo a 38 % da massa seca, foi no 

tratamento de 400 e 600 mg L-1 de ureia e silicato de sódio, respectivamente. O modelo 

ajustado para esta variável de BR022 conseguiu explicar em torno de 73 % das respostas 

geradas pela análise. 
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Figura 3. Curva de contorno para as variávéis dependentes (A) - Biomassa Seca (g L-1), 
(B) Lipídeos Totais (%) e (C) Carboidratos Totais (%) quantificados no final de 10 dias 
de cultivo de BR021 em diferentes doses de silicato e ureia em DCCR. Os valores 
representados na legenda indicam a porcentagem de carboidratos por massa seca. As 
faixas coloridas representam intervalos de valores especificados  conforme cada 
legenda. 
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Os dados que foram obtidos para proteínas em BR021 não se ajustaram 

significativamente a um modelo. No entanto, as respotas de proteínas totais para cepa 

BR022 foram ajustadas a um modelo polinomial quadrático (R2 = 84,2). Neste modelo 

foi observado que tanto nas maiores concentrações de silicato de sódio quanto nas 

maiores de ureia foram encontrados os maiores valores de proteínas (33 % da massa 

seca), coincidindo com a mesma tendência encontrado para carboidratos para esta 

mesma cepa. 

Nas respostas observadas na cepa BR 022 para produção de lipídeos totais, não 

foram observadas diferenças entre as doses de ureia. No entanto, as concentrações de 

silicato de sódio diferiram na produção deste conteúdo celular (Figura 2D e Tabela 3). 

Nos meios em que as doses de silicato de sódio foram menores, o conteúdo de lipídeos 

totais foi maior, como acontece no tratamento com 200 e 200 mg L-1 e 200 e 600 mg L-1, 

de ureia e silicato de sódio respectivamente, em que se observou 42 % e 37 % de 

lipídeos por massa seca (Tabela 2 e Figura 2D). 

Nas respostas lipídicas encontradas nos tratamentos realizados na cepa BR021, os 

maiores porcentuais foram encontrados nas menores doses de ureia e maiores de silicato 

de sódio (200 e 600 mg L-1 de ureia e silicato de sódio, respectivamente), que 

apresentou em torno de 12 % de lipídeo por massa seca (Tabela 4 e Figura 2B). Ambas 

variáveis foram significativas na produção de lipídeos, sendo que o modelo explica 82 

% das respostas geradas. 
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Perfil de ácidos graxos 
 

Alterações ecofisiológicas podem acarretar a alteração destas características. Neste 

trabalho foram observados os ácidos graxos com maior abundância relativa nas duas 

cepas BR021 e BR022 (Tabela 5).  

 
 
Tabela 5. Perfil dos ácidos graxos mais abundantes (% da abundância relativa) nas 
cepas de diatomáceas BR021 e BR022 nas diferentes combinações de ureia e silicato de 
sódio. Os tratamentos gerados pelo DCCR são descritos na tabela 2.  
Ácido 
Graxo 

 
Cepa 

Tratamentos gerados pelo DCCR 

0: 0 +2: -
2 

0: +1 -2: -2 +1: 0 -1: 0 -2: +2 +2: 
+2 

0: -1 

C14:0 BR021 22,0 13,6 24,7
0 

22,0 24,8 22,7 21,4 17,6 22,9 

BR022 6,3 6,4 6,14 6,67 5,22 6,0 5,7 5,6 6,7 

C16:0 BR021 26,3 32,5 23,9 22,0 23,9 27,9 19,9 33,4 22,2 

BR022 47,5 46,6 43,8
0 

43,41 43,86 34,0 43,8 40,2 40,5 

C16:1 BR021 

BR022 

15,9 10,9 15,7
1 

18,0 16,0 15,0 20,7 13,6 12,9 

43,6 43,2 44,6 44,49 42,59 45,0 40.4 39,3 40,9 

C18:0 BR021 3,2 8,1 3,5 2,2 3,5 5,1 1,9 9,5 1,7 

BR022 - - - - - - - - - 

C18:1 

cis 

BR021 11,8 16,8 9,9 9,4 11,0 9,3 4,9 8,7 13,8 

BR022 - - - - - - - - - 

C18:1 

trans 

BR021 5,6 2,2 7,2 4,4 5,8 5,4 6,6 4,4 6,7 

BR022 - - - - - - - - - 

C22:X BR021 6,8 3,2 8,3 5,9 7,2 6,3 7,0 6,2 8,8 

BR022 - - - - - - - - - 

*A letra X no ácido graxo C22:X, refere-se ao número de insaturações que é desconhecido. 

 

De forma geral, os ácidos graxos mais abundântes nas duas cepas foram C14:0, 
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C16:0 e C16:1. Percebe-se que as duas cepas produzem quantidades distintas de certos 

ácidos graxos, como por exemplo, C14:0, presente nas duas mas em proporções 

diferentes. Além disso, C18:0, C18:1cis e C18:1trans que são incluídos no perfil da cepa 

BR021 não foram calculados para BR022 devido aos picos estarem abaixo do limite de 

detecção do aparelho (Figura 4A e 4B). A cepa BR022 apresentou maior abundância de 

ácidos graxos saturados (C14:0 e C16:0) em comparação ao encontrado em BR021 que 

apresentou um equilíbrio entre ácidos graxos saturados e insaturados (C16:0 e C16:1) 

(Tabela 5). 

4. Discussão  

Na busca por matérias-primas para a produção de biocombustíveis, o uso de 

microalgas ganha interesse quando seu cultivo é realizado de forma alternativa. O uso de 

águas residuárias como meio de cultura tem sido apontado como uma interessante 

alternativa, uma vez que algumas cepas de microalgas conseguem se desenvolver 

utilizando os nutrientes presentes nessa água (Cai et al., 2014). Adicionalmente, cultivo 

de microalgas em água de efluente residuário pode ser considerada uma maneira de 

tratar águas residuais. No presente trabalho, as duas cepas de diatomáceas BR021 e 

BR022 apresentaram resultados de crescimento satisfatórios em água proveniente de 

efluente de indústria petroquímica (Figuras 2A e 3A), uma vez que obtiveram produção 

de biomassa com valor superior (BR022) ou semelhante (BR021) ao obtido em meio de 

cultura BG11 (Anexo I) sob as mesmas condições. Graham et al. (2011) reportam 

resultados positivos no cultivo de quatro espécies de diatomáceas (Aulacoseira, 

Cyclotella, Fragilaria e Synedra) em meio eutrofizado associado a águas residuárias a 

fim de aumentar a concentração de biomassa algal e diminuir a concentração de P e N 
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na água, além de reduzir o custo do cultivo. 

A alteração na produção de biomassa e também de componentes celulares em 

diatomáceas devido a fatores ecofisiológicos é específica para cada espécie, o que 

dificulta generalizações (Chen, 2012). Nas respostas encontradas em BR022, a produção 

de biomassa teve padrão semelhante ao de BR021. Uma vez que em menores doses de 

ureia e em maiores doses de silicato de sódio foram observados os maiores valores para 

essa variável.  

Devido a parede celular das diatomáceas serem formadas por sílica amorfa a 

presença de silicato na divisão celular é impressindível para a maioria das espécies. A 

ausência de Si no meio de cultura pode fazer com que a célula pare o crescimento, não 

realizando divisão celular até o momento em que a disponibilização de Si seja 

reestabelecida no meio (Shrestha et al., 2012; Gilpin et al., 2003). Em ambas as cepas 

utilizadas verificou-se que baixas doses de Si proporcionam baixo crescimento celular e 

como consequência baixa produção de biomassa seca. 

Tem se observado que a manipulação das concentrações dos nutrientes nos meios 

de cultura permite modular respostas em termos de conteúdos celulares de microalgas 

(Devi at al., 2012). No cultivo de Fragilaria capucina com diferentes doses de N e Si o 

conteúdo de lipídeos foi afetado pelas concentrações dos dois nutrientes. Baixos 

conteúdos lipídicos foram observados em tratamentos com altas doses desses nutrientes, 

variando de 15 % a 18 % do peso seco. Baixas concentrações de N e Si levaram ao 

acúmulo de lipídeos, sendo encontrados 33 % em F. capucina. As respostas observadas 

no cultivo de BR022 foram semelhantes ao relatado na literatura quanto à limitação de 

Si e N. As diferentes concentrações de ureia afetaram a produção de lipídeos, mas os 
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tratamentos com doses mais baixas de Si (200 e 200 mg L-1de ureia e de silicato de 

sódio, respectivamente) proporcionaram culturas com maiores teores de lipídeos, 

chegando a produzir 42 % (Tabela 3). 

As curvas de contorno da cepa BR021 (Figura 3), sugerem que as dosagens de 

ureia foram baixas o suficiente para surtir mudanças em seu metabolismo, produzindo 

maior porcentagem lipídica em menores concentrações de ureia. A produção de biomasa 

e de lipídeos foram maiores em altas doses de Si e baixas doses de N. No entanto, 

valores de proteínas totais não tiveram alterações significativas para esta mesma cepa 

(Tabela 3), não sendo possível ajustar um modelo para este parâmetro. Algumas 

diatomáceas tem a capacidade de não sofrer com as alterações no meio. Palmucii et al. 

(2011) puderam observar tal comportamento com T. pseudonana e D. parva, que não 

alteraram muito o seu metabolismo mesmo quando crescendo em meio pobre em N. 

Este fato levanta a hipótese de que exista uma alta plasticidade nessas diatomáceas, 

podendo especular que espécies com tal comportamento tenham um eficiente 

reaproveitamento de N via ciclo da ureia (Allen et al., 2011; Obata et al., 2013). 

A partir dos resultados obtidos para a cepa BR022 fica mais claro como as 

alterações no metabolismo ocorreram. A baixa dose de N, foi a principal responsável 

pela baixa produção de proteínas (Figura 2C). A limitação de N pode desencadear nas 

células uma baixa síntese de aminoácidos, e consequentemente menor síntese proteica. 

Esta condição induz uma reprogramação metabólica que leva a redução no crescimento 

e maior acumulo de reservas (Guerra et al., 2013). Algumas microalgas direcionam o 

metabolismo para acúmulo de açúcar, no caso das diatomáceas na forma de 

crisolaminarina (Bertozzin et al., 2013). No entanto outras acumulam lipídeos, 
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principalmente com triacilgliceróis (TAG) (Hu et al., 2008; Yang et al., 2013; Yang et 

al., 2014). Para a cepa BR022  verificou-se acúmulo lipídeos e menor reserva na forma 

de açúcares quando cutivada sob limitação de N (Figuras 2B e 2D).  

As cepas BR021 e BR022 responderam a diferentes estímulos nutricionais na 

produção de lipídeos, sendo BR021 estimuladas por menores doses de N, chegando a 

produzir 12 % de lipídeos, e BR022 por menores doses de Si, chegando a produzir 42 % 

de lipídeos. Relatos na literatura para a cepa Skeletonema marinoi cultivada em 

diferentes concentrações de nitrato reportam que a concentração de lipídeos neutros para 

essa espécie somente alteraram quando ela foi cultivada sem fonte de N. Essa cepa 

chegou a produzir cerca de 25 % de lipídeos com 15 dias de cultivo, aos 10 dias de 

cultivo ela chegou a produzir 15-17% (Bertozzini et al., 2013). Para a diatomácea 

Phaeodactylum tricornutum a privação por N aumentou de 24 % para 53 % de lipídeos 

(Yang et al., 2013). F. capucina quando cultivada em meio limitante por Si e N teve 

aumento de cerca de 15 % para mais de 30 % na produção de lipídeos (Chaffin et al., 

2011). 

No entanto, não é apenas a porcentagem lipídica que dirá a viabilidade de uma 

espécie, é necessário checar se a concentração lipídica também é alta. Esta variável 

depende diretamente da biomassa produzida. Ao utilizar ureia como fonte nitrogenada 

para cultivo de Chlorella vulgaris, Hsieh e colaboradores (2009) verificaram que a dose 

de 100 mg L-1 de ureia foi limitante para a geração de biomassa algal. No entanto, esta 

dosagem de ureia foi interessante no acúmulo de lipídeos, sendo que a alga apresentou 

maior concentração lipídica na dosagem de 100 mg L-1 do que na de 200 mg L-1, sendo 

que esta última gerou mais biomassa. De maneira semelhante, em BR022 a maior 
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concentração lipídica foi registrada no tratamento que proporcionou maior quantidade 

de biomassa por litro de cultivo, ou seja, no tratamento de 200 e 600 mg L-1 de ureia e 

silicato de sódio, respectivamente. No entanto, nesse tratamento foi observado 

rendimento de lipídeo intermediário (28,9%). Contudo, para o cultivo de BR021 as 

porcentagens de lipídeos e concentração lipídica seguiram a mesma tendência. O 

tratamento que proporcionou maiores teores lipídicos (200 e 600 mg L-1 de ureia e 

silicato de sódio, respectivamente) para a microalga também proporcionou maior 

quantidade de biomassa (Tabelas 3 e 4). 

 

5. Conclusões 

Dentre as dificuldades encontradas para a utilização de diatomáceas em escala 

industrial, destaca-se o valor de meios de cultura sintéticos. Além de valores reduzidos 

nos meios de cultura é necessário que a produtividade lipídica diária  seja suficiente, 

para tornar o cultivo economicamente viável. Neste estudo verificou-se que as cepas 

BR021 e BR022 são capazes de produzir  biomassa em meios de cultura elaborados a 

partir de água residuária provinda de efluente pretoquímico. Assim, este estudo 

demonstra que o uso de águas residuárias para o cultivo de diatomáceas pode ser uma 

alternativa como meio de cultura para diatomáceas. Por outro lado, observa-se o 

aumento na produção de lipídeos está muito associado baixa disponibilidade de 

nutrientes na fase estacionária do cultivo. Apesar da cepa BR021 demostrar geração de 

biomassa equivalente a produzida em meio sintético BG11, a produção de lipídeos foi 

baixa (12 %)  mesmo nos tratamentos com baixa concentração de ureia. Segundo Chisti 

(2008) a porcentagem que torna uma microalga viável para produção de biodiesel deve 
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ser acima de 30 %, enquanro que BR022 apresentou 42 % de lipídeos em baixas 

concentrações de silicato de sódio e ureia. 

No entanto o acúmulo de biomassa ocorre em meio com maiores concentrações de 

nutrientes. Como foi verificado para as duas cepas, tanto N como Si influenciam a 

produção de lipídeos. Em adição, no presente trabalho observou-se que a cepa BR022 

possui um maior potencial para a produção de biomassa e de lipídeos em relação a 

BR021. Sendo assim, a cepa BR022 pode ser indicada para trabalhos futuros visando 

produção de lipídeos para a produção de biodiesel. 
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7. Anexos 
 

 
Anexo I. Produção de biomassa nas cepas BR021 e BR022 cultivadas em meio 

de cultura sintético BG11, com aeração enriquecida de 0,5 % de CO2. 
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Anexo 2. Acompanhamento do crescimento de BR022 (biomassa seca) cultivada em 
ARP sob diferentes doses de ureia fertilizante e silicato de sódio, com suplementação de 
CO2 a 0,5%, em função do tempo. O experimento foi montado em DCCR.  

 

 

Anexo 3. Crescimento de BR021 cultivada em ARP sob diferentes doses de ureia 
fertilizante e silicato de sódio, com suplementação de CO2 a 0,5%, em função do tempo. 
O experimento foi instalado como DCCR.  
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CONCLUSÃO GERAL 
 
O objetivo geral do presente trabalho foi buscar informações metabólicas e 

fisiológicas para obter-se uma visão do comportamento de cepas de diatomáceas em 

limitação de N, e a capacidade delas de crescerem em água residuária utilizando uma 

fonte nitrogenada alternativa e com diferentes doses de silicato de sódio. 

No primeiro experimento foi observado que em tratamentos com deficiência de 

N as taxas fotossintéticas assim como a abundância de lipídeos de membrana do 

tilacóide diminuiram (MGDG, DGDG) nas duas cepas. Concomitantemente, os lipídeos 

de reserva TAGs  aumentaram em ambas cepas, acúmulo esse mais pronunciado na 

BR006. A menor abundância de aminoácidos de cadeira ramificado em tratamentos sem 

N sugerem que a degradação destes aminoácidos ocorra para gerar compostos reduzidos 

nas vias alternativas de fornecimento de elétrons para alimentar a cadeia de transporte 

de elétrons aumento o tempo de vida útil da célula. Ao mesmo tempo, a degradação de 

carboidratos está fornecendo intermediários para metabolismo central. Para todos os 

parâmetros avaliados a cepa BR022 apresentou menores alterações, sugerindo que esta 

cepa possui um sistema de reaproveitamento de N mais eficiente do que BR006. 

No segundo experimento foi possível observar que o cultivo de diatomáceas em 

águas residuárias pode ser uma alternativa aos meios de cultura sintéticos. Dentre as 

duas cepas estudadas, BR021 mostrou maiores quantidades de biomassa e lipídeos em 

doses altas de silicato e baixas doses de ureia (600 e 200 mg L-1), sintetizando 12 % de 

lipídeos e 0,78 g de biomassa por litro de cultivo. Por outro lado, a cepa BR022 teve 

comportamento diferente, acumulando mais lipídeos (42 %) em doses mais baixas de 
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silicato (200 mg L-1) e não tendo influência da ureia na produção lipídica. Apesar disso, 

deve-se levar em conta que baixa concentração de silicato acarreta baixa produção de 

biomassa. Desta forma, a melhor produção de lipídeo por biomassa são encontrados nos 

tratamentos com doses 200 e 600 mg L-1 de ureia e silicato de sódio, respectivamente, 

sendo encontrados 28 % de lipídeos e 1,4 g L-1 de biomassa. 

 

 


