UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

RAQUEL REZENDE DOS SANTOS

ESTUDO DE DIFERENTES CONDICOES DE CULTIVO DE
CHLORELLA VULGARIS VISANDO O AUMENTO DA
PRODUTIVIDADE EM BIOMASSA E LIPIDIOS

RIO DE JANEIRO
2013



Raguel Rezende dos Santos

Estudo de Diferentes Condigdes de Cultivo de Chlorella vulgaris Visando o Aumento da
Produtividade em Biomassa e Lipidios

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Poés-Graduagdo em
Tecnologia de Processos Quimicos e
Bioquimicos, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como requisito parcial a
obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncias
de Tecnologia de Processos Quimicos e
Bioquimicos.

Orientador: Donato Alexandre Gomes Aranda

Co-orientadora: Claudia Maria Luz Lapa Teixeira

Rio de Janeiro
2013



FICHA CATALOGRAFICA

dos Santos, Raquel Rezende.
Estudo de Diferentes Condicdes de Cultivo de Chlorella vulgaris
Visando o Aumento da Produtividade em biomassa e Lipidios / Raquel
Rezende dos Santos. - 2013.

Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos e
Bioquimicos) - Universidade Federal do Rio de Janeiro, Escola de
Quimica, Rio de Janeiro, 2013.

Orientador: Donato Alexandre Gomes Aranda.
Co-orientadora: Claudia Maria Luz Lapa Teixeira.

1. Microalga 2.0Obtenc&o de biomassa 3.Contetdo lipidico 4.Biodiesel
5.Planejamento experimental.

I. Aranda, Donato Alexandre Gomes (Orientador). Il. Teixeira, Claudia
Maria Luz Lapa (Co-orientadora). I1l. Universidade Federal do Rio de
Janeiro. Escola de quimica. IV. Estudo de Diferentes Condigdes de
Cultivo de Chlorella vulgaris Visando 0 Aumento da Produtividade em
Biomassa e Lipidios.




FOLHA DE APROVACAO

Raquel Rezende dos Santos

ESTUDO DE DIFERENTES CONDICOES DE CULTIVO DE CHLORELLA VULGARIS
VISANDO O AUMENTO DA PRODUTIVIDADE DE LIPIDIOS PARA A PRODUCAO DE
BIODIESEL

Dissertagao de Mestrado apresentada ao
Programa de Pés-Graduagao em
Tecnologia de Processos Quimicos e
Bioquimicos, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como requisito parcial a
obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias
de Tecnologia de Processos Quimicos e
Bioquimicos.

Aprovada por

Do b

(Donato Alexandre Gomes Aranda, Professor associado, Universidade Federal do Rio de Janeiro)

¥ e ; . S ) Q-
{ }"f(u(/&;l. ,L/ : %wg ,émm ] paxeee

(Claudia Maria Luz Lapa Teikdira, Teénologista, Instituto Nacional de Tecnologia)

//
4‘@%@3‘ ¢

(Juliana Espada Lichston, Professor adjunto, Universidade Federal do Rio Grande do Norte)

MJ\AA/(/EV :FQ,W\L‘\,'W f‘(ﬁv' /&A«vav

(Anita Ferreira da Silva, Professor adjunto, Universidade Federal do Rio de Janeiro)

=4

(Suely Pereira’Freitas, Professor adjunto, Universidade Federal do Rio de Janeiro)



“Mesmo néo florescendo a figueira e
ndo havendo uvas nas videiras, mesmo
falhando a safra de azeitonas, nao
havendo producdo de alimentos nas
lavouras, nem ovelhas no curral nem
bois nos estabulos, ainda assim eu
exultarei no Senhor e me alegrarei no
Deus da minha salvagdo. O Senhor, o
soberano, é a minha forca; ele faz os
meus pés como os de cervo; faz-me
andar em lugares altos.”

Habacuque 3:17-19

A Ele toda honra, glé6ria, louvor e
adoracdo! Meu Deus, obrigada pela sua
grande provisdo do inicio ao fim deste
trabalho. Obrigada por permitir a
realizacdo de mais esse sonho. Tu és fiel
Senhor!



AGRADECIMENTOS

Ao meu marido, Leonardo Santos, pelo amor, carinho e cuidado dispensados a mim.
Obrigada por me compreender e apoiar em todos 0s momentos dessa jornada e principalmente por
estar ao meu lado em todos 0os momentos da minha vida. VVocé é um presente de Deus. Eu te amo!

Aos meus pais, Denise e Salvador Rezende, pelo amor incondicional, pelo exemplo de vida,
pela confianga e incentivo de todos esses anos. Ao longo do mestrado, também pude realizar sonhos
pessoais. E isso eu devo a vocés, que me ajudaram e me permitiram vivenciar concomitantemente
esses momentos especiais. Jamais conseguirei agradecer-lhes da maneira que merecem. Amo Vocés!

Ao meu irmdo, Daniel Rezende, por toda amizade e cumplicidade. Obrigada por estar ao
meu lado em todos os momentos da minha vida. A sua alegria foi a minha forca e o seu abraco o
meu socorro. Eu te amo!

A minha avd, meus sogros, cunhados, tios e primos. Obrigada por sempre torcerem pelo
meu sucesso. A ajuda de voceés ficou evidente através de inimeras atitudes.

A Dr. Claudia Teixeira, pela orientacdo e dedicacdo. Agradeco pelas longas conversas
cientificas ou ndo. Agradeco pelos conselhos e principalmente pelas criticas, que me permitiram
amadurecer enquanto pessoa e profissional.

A equipe do laboratério de Biotecnologia de Microalgas, pelos conhecimentos
compartilhados e momentos de descontracdo. Em especial aos alunos de iniciacdo cientifica, Daniel
e Raissa, pelo apoio frente a diversos experimentos no laboratorio, bem como inimeras davidas e
indagac0es cientificas compartilhadas.

Ao professor Donato Aranda e equipe do laboratério de Tecnologia Verde, por serem
solicitos aos meus pedidos em diversas etapas deste trabalho.

Ao Laboratério de Andlise Orgéanica Instrumental, Instituto Nacional de Tecnologia, pela
analise do perfil de acidos graxos.

Ao Laboratério de Materiais Poliméricos, Instituto Nacional de Tecnologia, pela
disponibilidade de equipamentos laboratoriais.

Ao Instituto Nacional de Tecnologia, por me permitir usufruir do Laboratorio de
Biotecnologia de Microalgas para realizar este trabalho.

A coordenacio, professores e funcionarios do curso de poés-graduacdo em Tecnologia de
Processos Quimicos e Bioquimicos, pela colaboracdo e orientagdo nos momentos que mais precisei.

Ao apoio financeiro da CAPES, UFRJ, PIBITI, INT e FUNAPE sem o qual este trabalho

ndo seria possivel.

Vi



RESUMO
Raquel Rezende dos Santos

ESTUDO DE DIFERENTES CONDICOES DE CULTIVO DE CHLORELLA VULGARIS
VISANDO O AUMENTO DA PRODUTIVIDADE EM BIOMASSA E LIPIDIOS

Orientador: Donato Alexandre Gomes Aranda
Co-orientadora: Claudia Maria Luz Lapa Teixeira
O uso de lipidios obtidos a partir da biomassa de microalgas tem sido descrito como uma
alternativa promissora para a industria petro-diesel e envolve etapas como o cultivo de
microalgas, separacdo da biomassa, extracdo e transesterificacdo de lipidios. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar diferentes condi¢bes de cultivo de Chlorella vulgaris visando o
aumento da produtividade em biomassa e lipidios. Para cumprir seu objetivo principal, o
trabalho foi dividido em trés etapas: comparacdo de diferentes metodologias de extracdo de
lipidios totais; avaliacdo de diferentes condi¢Bes de cultivo visando maximizar a produtividade
em biomassa; e aplicacdo de condicdo de estresse visando aumentar a produtividade em
lipidios. Para extracdo dos lipidios totais foram testados os solventes etanol, hexano e uma
mistura de cloroférmio e metanol na propor¢do 2:1 e 1:2. Para as misturas de cloroférmio e
metanol foram comparadas ainda variacbes na metodologia quanto ao rompimento celular, tais
como o uso de ultrassom e potter (homogeneizador). Dentre as metodologias testadas, a mistura
de cloroférmio: metanol (2:1) associada ao uso de ultrassom se mostrou mais eficiente
extraindo em média 19% de lipidios totais. Para a maximizacdo da produtividade em biomassa
foram avaliadas, por meio do planejamento experimental, as concentracGes de nitrato de sédio e
fosfato de potassio dibasico do meio de cultura. Posteriormente foi avaliado também o inéculo
inicial de células. A maxima produtividade em biomassa (0,032g.L".d™") foi obtida nas
seguintes condicdes: 1,21g.L™ NaNOs, 4,49g.L™" de K,HPO, e inéculo inicial de DO73gnm 0,2.
Na avaliacdo final visando aumentar a produtividade em lipidios, condigdes limitantes de
nitrato no meio extracelular possibilitaram um aumento no teor lipidico para 25,4% em peso
seco de biomassa. A méxima produtividade final em lipidios alcancada foi 7,5 mg.g*.d*. No
presente trabalho foi possivel aumentar a produtividade final em biomassa e em lipidios, bem

como reduzir o tempo total de cultivo.

Palavras-chave: Microalga, Obtencdo de biomassa, Contetdo lipidico, Biodiesel, Planejamento

experimental.
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ABSTRACT

Raquel Rezende dos Santos

STUDY OF DIFFERENT CONDITIONS OF CHLORELLA VULGARIS CULTIVATION
FOR IMPROVEMENT OF THE PRODUCTIVITY OF BIOMASS AND LIPIDS

Orientador: Donato Alexandre Gomes Aranda
Co-orientadora: Claudia Maria Luz Lapa Teixeira

The use of lipids obtained from microalgae biomass has been described as a promising
alternative to petro-diesel industry and involves steps such as the cultivation of microalgae, biomass
separation, extraction and transesterification of lipids. The main purpose of this study was to
evaluate different growing conditions of Chlorella vulgaris for improvement of the productivity for
increasing productivity in biomass and lipids. To achieve its main objective, this work was divided
into three stages: comparison of different methods of extracting total lipid; evaluation of different
growth conditions to maximize productivity in biomass; and application of stress condition in order
to increase productivity lipids. For extraction of total lipids were tested solvents ethanol, hexane
and a mixture of chloroform and methanol in the ratio 2:1 to 1:2. For mixtures of chloroform and
methanol were further evaluated as to the variations in cell disruption methods such as the use of
ultrasound and potter (homogenizer). Among the tested methods, the mixture of chloroform:
methanol (2:1) associated with the use of ultrasound was more efficient in extracting an average
19% of total lipids. For maximizing the productivity of biomass were evaluated by means of
experimental design, the concentrations of sodium nitrate and potassium phosphate dibasic culture
medium. Later, it was also evaluated initial inoculum of cells. The maximum biomass yield (0.032
g.L.d") was obtained under the following conditions: 1,21 g.L™* NaNOs, 4,49 g.L™ K;HPO, and
initial inoculums of DO730nm 0,2. In the final evaluation in order to increase productivity lipids,
nitrate limiting conditions in the extracellular medium allowed an increase in fat content to 25.4%
by dry weight biomass. The final maximum lipid productivity achieved was 7,5mg.g™*.d. In the
present work it was possible to increase the final productivity in biomass and lipids, as well as

reduce the total time of cultivation.

Key words: Microalgae, Obtaining biomass, Lipid content, Biodiesel, Experimental design.
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1- INTRODUCAO

As consequéncias do uso de combustiveis fosseis, no meio ambiente, tém gerado a
necessidade de uma maior producdo de combustiveis derivados de matéria-prima
renovavel. As fontes alternativas de energia devem ser além de renovaveis, eficientes,
viaveis economicamente, e seguras para 0 meio ambiente. Nesse sentido, as microalgas tém
sido estudadas como fontes de lipidio para producédo de biodiesel.

Microalgas sdo seres fotossintetizantes presentes em sistemas aquaticos e que
envolvem uma enorme diversidade de formas e funcdes bioldgicas. Caracterizadas por
apresentarem maiores taxas fotossintéticas, quando comparadas a outros organismos
fotossintetizantes, as microalgas vém sendo descritas como importante biomassa devido a
producdo de compostos bioquimicos de alto valor comercial como polissacarideos,
proteinas, acidos graxos e outros metabdlitos secundarios.

Dentre as vantagens da utilizacdo de microalgas para producdo de biodiesel
destacam-se: a capacidade de fixar CO, possibilitando o ganho de créditos de carbono; alta
produtividade quando comparadas a outras oleaginosas; possibilidade de serem cultivadas
em agua do mar e agua salobra; ndo necessitam de terras araveis; coleta pode ser diaria sem
regime de safra; teor e a qualidade dos &cidos graxos podem ser manipulados de acordo
com o interesse comercial.

Muitos géneros de microalgas ja foram descritos pela capacidade de acumular uma
grande quantidade de lipidios nos leucoplastos como € o caso de Chlorella sp., Dunaliella
sp. e Tetrasselmis sp. Diferentes estudos tém concentrado esforcos na aplicacdo de
estratégias que visam aumentar o contetdo lipidico e alterar o perfil de &cidos graxos de
microalgas, variando condicGes de cultivo como intensidade de luz, concentragdo de CO»,
temperatura, concentracdo de nitrogénio, fosforo e ferro. Em outros estudos tém sido
quantificado o teor de lipidio em funcdo da variacdo metabdlica seja em cultivo autotrofico,
heterotrofico e mixotréfico; isso porque a composicdo bioquimica das microalgas pode

variar, dependendo da espécie, das condi¢fes ambientais e do sistema de cultivo utilizado.



2 - DESENVOLVIMENTO
2.1 - Biocombustiveis

Em 2010 o consumo mundial de energia primaria® foi estimado em torno de 12,717
milhGes de toneladas equivalentes de petroleo. Os combustiveis fosseis representaram
81,1% desse consumo de energia, enquanto a energia nuclear e hidroelétrica
corresponderam cerca de 5,7% e 2,3%, respectivamente (IEA, 2012). Sendo o Brasil um
pais ndo incluso nas estatisticas da International Energy Agency (IEA), a energia
hidroelétrica representa 80,4% do consumo total de energia do pais, enquanto 0s
combustiveis fosseis e a energia nuclear correspondem a 9,1% e 2,9%, respectivamente
(EPE, 2012).

Dado o atual processo tecnolédgico, as potenciais reservas e 0 aumento da
exploracdo de novas reservas ndo convencionais (por exemplo, gas natural), € bastante
provavel que os combustiveis fosseis continuardo a estar disponiveis por um periodo de
tempo considerdvel, embora possam ocorrer variacbes no fornecimento e no custo
decorrente da evolugdo da geopolitica ao longo do tempo (BRENNAN & OWENDE,
2010).

Dentre as consequéncias do uso dos combustiveis fosseis, as mudancas climaticas
globais associadas a emissdo de gases poluentes na atmosfera tém sido potenciais ameacas
a natureza. A incerteza sobre a sustentabilidade do uso de combustiveis fosseis esta
relacionada ndo s6 ao esgotamento desse recurso, mas também aos efeitos negativos do
diéxido de carbono (CO,). Nesse sentido, a busca por fontes renovaveis de energia tornou-
se um dos principais desafios para a humanidade.

O biocombustivel, produto derivado de biomassa renovavel, pode substituir, parcial
ou totalmente, os combustiveis derivados de petréleo e gas natural. No Brasil, os dois
principais biocombustiveis liquidos utilizados sdo o etanol, produzido via fermentacdo de
acucares e utilizado em veiculos leves, e o biodiesel, obtido de 0leos vegetais e gordura
animal convertidos em ésteres metilicos ou etilicos de é&cidos graxos e utilizado
principalmente em énibus e caminhdes (WESTBROOK, 2012).

! Fonte de energia que existe de forma natural na natureza e pode gerar energia de forma direta, destas
destacam-se 0s combustiveis fosseis (fontes ndo renovaveis) como carvao mineral, petréleo e gas natural; e as
fontes renovaveis como energia hidrica, solar, eolica, de biomassa, oceénica e geotérmica.



Com o interesse de acelerar o desenvolvimento de uma nova geracdo de
biocombustiveis préaticos, grandes centros de pesquisa multidisciplinares estdo sendo
criados, tais como o Department of Energy Bioenergy Research Centers nos EUA
(http://www.jbei.org). Estes centros sdo integrados por universidades, laboratérios
nacionais e empresas privadas e apresentam uma nova abordagem na compreensdo de
mecanismos biolégicos subjacentes a producdo de biocombustiveis, possibilitando que
esses mecanismos sejam entendidos e aplicados a favor de desenvolver novas estratégias

eficientes de bioenergia.

2.1.1 - Historico do biodiesel

A historia do biodiesel data de 1895, quando Rudolf Diesel e Henry Ford
descobriram nos 6leos vegetais um combustivel. Durante a Exposic¢do Universalle em Paris
(1900), um motor diesel foi apresentado ao publico funcionando com 6leo de amendoim.
Os primeiros motores tipo diesel eram de injecdo indireta’ e alimentados por petréleo
filtrado, 6leos vegetais e até mesmo por 6leos de peixe. O primeiro registro do que hoje
conhecemos como biodiesel foi uma patente belga (patente 422.877) de 1937 onde esta
escrita a utilizacdo de 0leo vegetal de palma e etanol via reacdo de transesterificagdo. Em
1938 o biodiesel foi utilizado pela primeira vez em uma linha de 0nibus comercial entre
Bruxelas e Louvain, na Bélgica (MEC, 2006).

No Brasil, 0 uso energético de 6leos vegetais foi proposto em 1975, originando o
Plano de Producdo de Oleos Vegetais para Fins Energéticos (PRO-OLEO), cujo objetivo
era gerar um excedente de Oleo vegetal capaz de tornar seus custos de producédo
competitivos com os do petréleo. Com o envolvimento de outras instituicdes de pesquisas,
como a Petrobrds e o Ministério da Aerondutica, foi criado o PRODIESEL em 1980.
Motivado pela alta nos precos de petroleo, o Governo Federal lancou em 1983 o Programa
de Oleos Vegetais (OVEG) sendo testada a utilizaco de biodiesel e misturas combustiveis
em veiculos que percorreram mais de um milhdo de quildémetros. Essa iniciativa,

coordenada pela Secretaria de Tecnologia Industrial, contou com a participacdo de

2 Nestes tipos de motores, a combustio tem inicio em uma camara secundéria, propagando-se para a cAmara
principal. Grande parte da energia decorrente da queima quase instantanea do combustivel acumulado durante
0 periodo de retardo é absorvida na pré-camara.


http://www.jbei.org/

institutos de pesquisa, de industrias automobilisticas, de fabricantes de pecas e de
produtores de lubrificantes e combustiveis (MME, 2013).

Apesar das inimeras iniciativas, foi a partir do Programa Nacional de Producéao e
Uso de Biodiesel (PNPB), lancado em dezembro de 2004 pelo Governo Federal, que o
biodiesel avancou significativamente. Em janeiro de 2008, entrou em vigor a mistura
obrigatoria de 2% (B2) do biodiesel ao diesel convencional. Esse percentual foi ampliado
sucessivamente até atingir 5% (B5) em janeiro de 2010, antecipando em trés anos a meta
estabelecida pela Lei n° 11.097, de 2005°. Desde o lancamento do Programa Nacional de
Producdo e Uso de Biodiesel (2004) até o fim de 2011, o Brasil deixou de importar 7,9
bilhdes de litros de diesel, o equivalente a um ganho de cerca de US$ 5,2 bilhdes na
balanca comercial brasileira (ANP, 2012a; BRASIL, 2013).

2.1.2 - Producéo do biodiesel

De acordo com a Lei n° 11.097, de 13 de janeiro de 2005, o biodiesel é definido
como um combustivel para uso em motores & combustdo interna com igni¢do por
compressdo®, renovavel e biodegradavel, derivado de 6leos vegetais ou de gorduras
animais, que possa substituir parcial ou totalmente o Oleo diesel de origem fossil.
Entretanto, o 6leo vegetal in natura é bem diferente do biodiesel, que deve atender a
especificacdo estabelecida pela Resolucdo ANP (Agéncia Nacional do Petrleo, Gés
Natural e biocombustiveis) n° 7/2008°. Para se tornar compativel com os motores a diesel,
0 Oleo vegetal precisa passar por um processo quimico chamado transesterificacdo,

realizado nas instalagdes produtoras de biodiesel autorizadas pela ANP.

® Lei n° 11.097, de 13.01.2005 Art. 2°. Fica introduzido o biodiesel na matriz energética brasileira, sendo
fixado em 5% (cinco por cento), em volume, o percentual minimo obrigatério de adi¢do de biodiesel ao 6leo
diesel comercializado ao consumidor final, em qualquer parte do territério nacional. § 1° O prazo para
aplicacéo do disposto no caput deste artigo € de 8 (oito) anos apds a publicacéo desta Lei, sendo de 3 (trés)
anos o periodo, ap0s essa publicacdo, para se utilizar um percentual minimo obrigatério intermediario de 2%
(dois por cento), em volume.

* O fluido de trabalho (normalmente ar) é comprimido sem ser misturado ao combustivel e quando o
combustivel é injetado no fluido, comprimido e quente, ele inflama.

® Resolugdo ANP n° 7, de 19.03.2008 Art. 2°. Para efeitos desta Resolugdo, define-se: | — biodiesel — B100 —
combustivel composto de alquil ésteres de acidos graxos de cadeia longa, derivados de 6leos vegetais ou de
gorduras animais conforme a especificacdo contida no Regulamento Técnico, parte integrante desta
Resolugdo; Il — mistura dleo diesel/biodiesel — BX — combustivel comercial composto de (100-X)% em
volume de oleo diesel, conforme especificagdo da ANP, e X% em volume do biodiesel, que devera atender a
regulamentacdo vigente.


http://nxt.anp.gov.br/NXT/gateway.dll/leg/resolucoes_anp/2008/mar%C3%A7o/ranp%207%20-%202008.xml?f=templates$fn=document-frame.htm$3.0$q=$x=$nc=8430
http://nxt.anp.gov.br/NXT/gateway.dll/leg/resolucoes_anp/2008/mar%C3%A7o/ranp%207%20-%202008.xml?f=templates$fn=document-frame.htm$3.0$q=$x=$nc=8430

A molécula de 6leo ou gordura, denominada quimicamente de triacilglicerideo
(TAG), é formada por trés moléculas de acidos graxos ligadas a uma molécula de glicerina;
a qual torna esse 0leo mais denso, viscoso e inadequado para uso em motores de combustéo
do ciclo diesel convencional, pois pode provocar entupimentos e problemas com baixa
qualidade de ignicdo (PARENTE, 2003; CARTONI, 2009).

Durante o processo de transesterificacdo as moléculas de TAG reagem com um
alcool de cadeia curta (metanol ou etanol) geralmente na presenca de um catalisador (acido
ou alcalino), formando ésteres (metilicos ou etilicos) de &cidos graxos e glicerina. A
glicerina pode ser utilizada na producdo de tintas, adesivos, produtos farmacéuticos e
téxteis, dentre outros (CARTONI, 2009). A reacdo de transesterificacdo ocorre em trés
etapas, conforme quadro I: inicialmente as moléculas de TAG sdo convertidas em
diacilglicerideos, depois em monoacilglicerideos e, finalmente em glicerol, sendo formados

os ésteres metilicos ou etilicos.
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Quadro |. Reacdo de transesterificacdo de triacilglicerideos. (A) Transesterificagdo simplificada. (B)
Transesterificagdo com etapas intermediarias, onde R;, R, e Rz representam radicais de hidrocarbonetos
saturados ou insaturados e R, representa radical metil ou etil. Fonte: SOARES, 2010.



A producdo de biodiesel através da transesterificacdo alcalina é a rota mais utilizada
industrialmente devido as razbes econdémicas, ao menor tempo de reacdo e aos melhores
rendimentos obtidos comparados a transesterificacdo acida. Em relacdo ao alcool, o
metanol é mundialmente mais utilizado em fungdo da maior disponibilidade, baixo custo e
maior conversdo dos TAGs em biodiesel. O éster metilico de acido graxo é descrito
mundialmente como FAME (fatty acid methyl ester) e comumente referido como biodiesel
(KHALIL, 2008).

Existem diferentes espécies de oleaginosas que podem ser utilizadas para produzir o
biodiesel, dentre as quais destacam-se mamona, palma, canola, girrasol, amendoim, soja e
algodao. Matérias-primas de origem animal, como o sebo bovino e gorduras de frango e de
porco, também sdo utilizadas na fabricacdo do biodiesel. Outras fontes de matérias-primas
para as quais o processamento ainda nao € bem estabelecido sdo as gorduras provenientes
de esgotos e estacdes de tratamento de efluentes, e o 6leo de microalgas (MEC, 2006).

O ¢6leo de soja tem sido a matéria-prima mais utilizada para a fabricacdo do
biodiesel no Brasil, seguida do sebo bovino e do 6leo de algoddo. No més de novembro de
2012, a participacdo ficou em 70,63% para o 0leo de soja, 20,88% para o sebo, 4,61% para
6leo de algodao e 2,48% para outras matérias-primas como 0leo de fritura usado, gordura
de porco, gordura de frango e 6leo de canola (ANP, 2012b). A escolha da matéria-prima
constitui um fator critico no custo final do biodiesel, isso porque a matéria-prima representa
de 50 a 85% do custo total do processo. Portanto, para minimizar o custo do biodiesel, é
importante fazer uma avaliacdo da matéria-prima em relacdo ao rendimento, qualidade e
aproveitamento dos subprodutos (TEIXEIRA & MORALES, 2006; SONG, FU & SHI,
2008).

As principais vantagens do uso do biodiesel em relacdo ao petrodiesel sdo: seu
carater renovavel, biodegradavel e de baixa toxicidade; seu maior ponto de fulgor
(proporciona manuseio e armazenamento mais seguro); a boa lubricidade (reduz o desgaste
do motor); a possibilidade de aproveitamento de rejeitos (gorduras de animais e 0leo de
cozinha usado, por exemplo); isencdo de enxofre e aromaticos; a menor emissdo de
material particulado (mondxido de carbono e dxidos sulfuricos); e a geracdo de créditos de
carbono vinculados ao mecanismo de desenvolvimento limpo decorrentes do Protocolo de
Kioto (PARENTE, 2003; VISCARDI, 2005; SONG, FU & SHI, 2008).



Conforme dados de pesquisa do Instituto Brasileiro de Economia da Fundagéo
Getulio Vargas (IBRE/FGV), com o uso do B5, na cidade de S&o Paulo foram
economizados R$ 11 milhdes na satde publica, entre os anos de 2010 e 2011, referentes a
tratamentos de doencas respiratorias. Estima-se que com o B20 sejam economizados R$ 71
milhdes na satde publica, além de serem evitados 77 mil internagdes e 11 mil dbitos no ano
de 2020. Isso porque a poluicdo atmosférica nos centros urbanos é um fator responsavel
pelo aumento na incidéncia de doencas respiratorias e cardiovasculares (CIFUENTES et
al., 2001).
Como desvantagem, o preco do biodiesel atualmente é maior do que o petrodiesel
e a queima do biodiesel emite maior quantidade de éxidos de nitrogénio (NOX), que séo
prejudiciais a saude (BAN-WEISS et al., 2007).
A venda de diesel B5 é obrigatdria em todos os postos que revendem 6éleo diesel, e
é sujeita a fiscalizacdo pela ANP. A adicédo de até 5% de biodiesel ao diesel de petréleo foi
amplamente testada, dentro do programa de testes coordenado pelo Ministério de Ciéncia e
Tecnologia, que contou com a participacdo da Associagcdo Nacional dos Fabricantes de
Veiculos Automotores (Anfavea). Os resultados demonstraram ndo haver a necessidade de
qualquer ajuste ou alteracdo nos motores e veiculos que utilizem essa mistura. Outras
misturas também vém sendo estudas e apoiadas pela Resolu¢cdo ANP n°2/2011, a qual
permite o uso experimental do 6leo diesel B6 a B20 em frotas cativas® ou em equipamento

industrial especifico.

2.2 - Microalgas

Microalgas séo seres fotossintetizantes que crescem rapidamente e em diferentes
condi¢cdes ambientais devido a sua simples estrutura celular. Conhecidas como uma das
formas de vida mais antigas do planeta, esses microrganismos envolvem uma enorme
diversidade de formas e fungdes ecoldgicas (MATA, MARTINS & CAETANO, 2010). A
definicdo de microalgas abrange tanto organismos procaridticos (por exemplo,
cianobactérias), como organismos eucarioticos, 0s quais apresentam uma variedade de
classes definidas pelo tipo de pigmento, ciclo de vida e estrutura celular. Dentre outras

classes é possivel citar as algas verdes, algas vermelhas e diatomaceas (BRENNAN &

® Quantidade de veiculos pertencentes ou a servico de uma pessoa juridica.



OWENDE, 2010). Estima-se que mais de 50.000 espécies existam, mas somente um
namero limitado de aproximadamente 30.000 espécies ja& foram estudadas e analisadas
(RICHMOND, 2004).

S&o descritos como habitat natural das microalgas os oceanos abertos, as costas
rochosas e 0 meio aquatico de agua doce como rios, lagos, valas e lagoas (STENGEL,
CONNAN & POPPER, 2011). Em relacdo ao metabolismo, as microalgas podem
apresentar metabolismo autotréfico, quando a luz é a Unica fonte de energia, sendo esta
convertida em energia quimica através da fotossintese, heterotrofico, quando um composto
organico é a unica fonte de energia e mixotrofico, quando além da luz como fonte de
energia também podem ser utilizados compostos organicos como fonte de carbono. Muitas
espécies sdo capazes de alterar o metabolismo de acordo com as mudangas ambientais
(RYM et al., 2010).

Uma das caracteristicas mais relevantes das microalgas é a capacidade de utilizar
CO, proveniente de um processo poluidor, o que proporciona a redu¢do da emissdo de gas
carbonico na atmosfera. A conversdo do CO; e a utilizacdo da energia luminosa, através do
processo de fotossintese, permitem a producdo de carboidratos, proteinas, lipidios e
hidrocarbonetos (CHISTI, 2007). Dessa forma, a biomassa e os extratos da biomassa de
microalgas vém ganhando destaque no mercado mundial, sendo aplicados de diferentes
formas como na producdo de proteinas, ésteres, carotenoides, clorofila, enzimas,
antibidticos, hidrocarbonetos e vitaminas (RICHMOND, 2004).

2.2.1 - Fotossintese

O processo de fotossintese consiste na fixagdo de CO; e liberagdo de gas oxigénio
(O,). Esse processo estd associado a sistemas membranosos especiais, denominados
membranas fotossintéticas. Em eucariotos, as membranas fotossintéticas estdo relacionadas
as organelas intracelulares denominadas cloroplastos. Esses sistemas de membranas
fotossintéticas sdo denominados de tilacoides (figura 1) (HALL & RAO, 1994).
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Figura 1. Detalhes da estrutura do cloroplasto. llustracdo das convolugbes das membranas dos tilacéides
definindo um espaco interno, denominado estroma, e originando estruturas que correspondem as membranas
empilhadas, denominadas grana. Fonte: MADIGAN, MARTINKO & PARKET, 2007.

O primeiro evento necessario a fotossintese é a absorcdo de energia luminosa pelos
pigmentos, os quais fazem parte do complexo antena nas membranas tilacdides. A antena
distal, formada pelos pigmentos acessérios como carotenoides, ficoeritrina, ficocianina,
clorofila b e clorofila c, absorve a energia luminosa em menor comprimento de onda e a
transfere para a antena proximal, formada pela clorofila a (figura 2) (HALL & RAO, 1994).

Os pigmentos devem estar localizados de modo a ndo estarem muito perto uns dos
outros (para que um pigmento ndo seja ativado pela excitacdo de outro), nem muito longe
(para ndo dificultar a excitacdo e transmissdo da energia). Em condicdo limitante de luz, a
quantidade de pigmentos é aumentada como tentativa de compensar a auséncia de luz. Pelo
mesmo motivo, alta intensidade de luz reduz a quantidade de pigmentos o que é
caracterizado como Fotoaclimatacdo (CAMACHO RUBIO et al., 2003). No caso da
Fotoinibicdo, ocorre uma reducdo na capacidade fotossintética induzida por pela elevada
irradiancia nos tecidos fotossintetizantes. Em muitos casos a fotoinibicdo é reversivel, a
taxa fotossintética pode ser restabelecida depois de um logo periodo em qual o organismo
esta exposto a baixa irradiancia (HALL & RAO, 1994).

Na antena proximal, os elétrons sdo transferidos para o centro de reagdo do
fotossistema Il (PS 11). A energia absorvida pela antena (fase fotofisica) é utilizada na fase

fotoquimica (fixacdo de CO;) para a realizacdo de inUmeras reagGes quimicas. Caso 0



centro de reac&o nio receba essa energia’, a mesma deve ser dissipada na forma de calor ou
fluorescéncia; nesse ultimo é a antena proximal que fluoresce. A dissipagéo da energia faz
parte de um sistema de defesa para impedir a formacéo de espécies reativas de oxigénio de
modo a danificar a proteina D; do PS Il caracterizando um Fotodano (CAMACHO RUBIO
et al., 2003).

Energia luminosa

P o Pigmentos
Transferéncia \ Complexo antena
de energia ! (membrana tilacéide)

- AoV ( . &y

. \ &---‘-;‘— - \ J ',
\ — \\a”—-n \ / 'V

|

\\ \v & f

Centro de

reacao
Aceptor de

Clorofilaa eletréons

Figura 2. Transferéncia de energia. Pigmentos absorvem energia no complexo antena e a transferem até o
centro de reacdo. Fonte: TAIZ & ZEIGER, 2006.

O complexo central do PS Il é formado por duas proteinas integrais denominadas D
e Dy, as quais formam o heterodimero D1/D,. Associados a proteina D; encontram-se a
clorofila P680, a feofitina (Phe), a plastoquinona B (Qg) e residuos de tirosina. A proteina
D, mantém sua estrutura ligada a plastoquinona A (Qa). No centro de reacdo, o elétron é
transmitido ao seu receptor priméario no PS Il (P680). O elétron excitado é transferido na
seguinte ordem: P680, Phe, Qa, Qg € citocromo bg/f. Durante a fase fotoquimica, também

sdo utilizados os elétrons oriundos do foto-oxidagdo da molécula de agua (fase fotofisica),

" Quando ainda esta processando outro elétron. Ocorre em casos de fotoinibic4o, quando a quantidade de
fétons emitidos é maior que a capacidade de absorcdo do aparato fotossintético.
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nesse caso 0s elétrons sdo transferidos até a P680 por meio de residuos de tirosina. Para
cada duas moléculas de &gua oxidadas, ocorre a liberacdo de uma molécula de O,
(EBERHARD, FINAZZI & WOLLMAN, 2008).

O citocromo bg/f transfere elétrons do plastoquinona reduzida (QgH,) até a
plastocianina e esta os transfere para a clorofila P700, no centro de reacéo do fotossistema |
(PS ). O PS I catalisa a oxidacdo da plastocianina e a redugéo da ferrodoxina. No PS |
existe ainda a enzima NADP oxiredutase, que reduz NADP*™ a NADPH, completando a
sequéncia do transporte de elétrons. A oxidacdo da QgH, e da molécula de agua permite a
transferéncia de protons com criacdo de um gradiente eletroquimico na membrana. Esse
processo é essencial para sintese de ATP pela enzima ATPase. A figura 3 demonstra a
transferéncia de elétrons e prétons na membrana tilacdide (EBERHARD, FINAZZI &
WOLLMAN, 2008).

Tanto as moléculas de NADPH; como as moléculas de ATP sdo utilizadas durante
as reagOes de fixacdo de CO, pelas enzimas-chave ribulose 1,5 bifosfato carboxilase
(RubisCO) e fosforibuloquinase. A fixacdo de CO, ocorre através do ciclo de Calvin,
guando na primeira etapa, a RubisCO catalisa a formacdo de duas moléculas de &cido 3-
fosfoglicérico (AFG) a partir de ribulose bifosfato e CO,, como ilustrado no quadro Il. Em
seguida o AFG é fosforilado e reduzido a um intermediario chave da glicolise, o
gliceraldeido 3-fosfato. A partir dessa etapa, a glicose pode ser produzida pela reversdo das
etapas iniciais da glicolise (HALL & RAO, 1994; EBERHARD, FINAZZI & WOLLMAN,
2008).

Para que a RubisCO promova a incorporacdo de seis moléculas de CO,, por
exemplo, hd a necessidade de seis moléculas de ribulose bifosfato que atuam como
aceptoras. Essa reacdo leva a formacdo de doze moléculas de AFG, as quais atuam como
esqueleto de carbono na formacao de seis novas moléculas de ribulose bifosfato e de uma
molécula de hexose, utilizada na biossintese celular. Uma séria complexa de rearranjos
origina as seis moléeculas de ribulose 5-fosfato, a partir da quais as seis ribuloses bifosfato
serdo geradas. A Ultima etapa dessa regeneracéo corresponde a fosforilagdo da ribulose 5-
fosfato catalisada pela enzima fosforibuloquinase. Assim como a RubisCO, essa enzima
tambem ¢é exclusiva do ciclo de Calvin (EBERHARD, FINAZZ| & WOLLMAN, 2008).
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Figura 3. Transferéncia de elétrons e prétons na membrana tilacoide. As linhas tracejadas em azul
representam a transferéncia de elétrons, enquanto as linhas vermelhas representam a transferéncia de prétons.
Fonte: WIKIPEDIA, 2013.

MADPH {oriundo das reagtes luminosas
ou do fluxo reverso de elétrons)
ATP (oriundo das reagtes luminosas)
12 3-fosfo- 12 ATP
alicerato
(36 carbonos)
B ose o 12 1,3-bifosfo
glicerato
12 Gliceraldeido
& Ribulose 3-fosfato
5-fosfato (36 carbonos)
(30 carbonos)
Rearranjo Frutose
AgteEEs 10 gliceraldeido 6-fosfato
3-fosfato (6 carbonos)
(30 carbonos) 1
Biossintese

Quadro I1. O ciclo de Calvin. Para cada seis moléculas de CO, incorporadas, uma
frutose 6-fosfato é produzida. Fonte: MADIGAN, MARTINKO & PARKET, 2007.
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2.2.2 - Sintese de biomoléculas

A sintese de biomoléculas esta envolvida com uma séria de rea¢fes enzimaticas que
originam a formacdo de carboidratos, proteinas e lipidios, conforme demonstrado no
quadro I1l. E valido lembrar que outras moléculas também séo sintetizadas tais como
nucleotideos, pigmentos, vitaminas e compostos fendlicos.

Em uma primeira etapa de biossintese ocorre a fotossintese seguida do ciclo de
Calvin (descritos na secao anterior). Esses processos resultam na molécula de gliceraldeido
3-fosfato (G3P) que via reversdo das etapas iniciais da gliclise pode ser convertida em
carboidrato a ser utilizado para biossintese celular.

Os carboidratos em microalgas podem ser encontrados na forma de glicose,
celulose, amido, pectina, xilana, manana e outros polissacarideos (STENGEL, CONNAN
& POPPER, 2011). Muitos polissacarideos sdo metabolicamente ativos, seja como
componente estrutural da parede celular; portanto estando envolvidos no crescimento
celular, ou como molécula de armazenamento, sujeitos as alteracdes estruturais durante o
ciclo de vida (CRAIGIE, 1990).

Parte da molécula G3P segue a rota convencional da glicolise sendo convertida na
molécula de piruvato. Esse processo é catalisado pelas enzimas gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase, fosfogliceroquinase, fosfoglicerato mutase, enolase e piruvato quinase, que
convertem gliceraldeido 3-fosfato em 1,3-bifosfoglicerato, 1,3-bifosfoglicerato em 3-
fosfoglicerato, 3-fosfoglicerato em 2-fosfoglicerato, 2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato
e fosfoenolpiruvato em piruvato, respectivamente. A enzima piruvato desidrogenase, na
presenca da coenzima A, converte o piruvato em acetil-CoA. Durante esse processo ocorre
a sintese de amino&cidos usados como precursores de proteinas (MING LV et al., 2010).

A partir da molécula de acetil-CoA ocorre a producdo de Malonil-CoA, catalisada
pela enzima acetil-CoA carboxilase (ACCase). A partir do malonil-CoA comec¢a o
alongamento da cadeia de acido graxo que em ciclo continuo permite a acumulacdo de
lipidios. Para a sintese de acidos graxos é de fundamental importancia a acdo da enzima
ACCase, sendo primordial a atividade e concentracdo dessa enzima. Em relacdo a atividade
enzimatica, esta pode ser regulada pelo pH do estroma do cloroplasto, bem como por
moléculas de NADH,. A medida que ocorre a fotossintese, o transporte de protons (H*) do
estroma para a membrana tilacoide resulta no aumento do pH de 7,0 para 8,0 (MING LV et
al., 2010).
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Quadro 111. Sintese de componentes bioquimicos em Chlorella vulgaris. (1) A energia luminosa € absorvida
pelos pigmentos fotossintetizantes é transformada em energia quimica, sendo esta utilizada na biofixacéo de
CO, de modo a produzir gliceraldeido 3-fosfato (G3P). (2) Sintese de carboidrato a partir de G3P. (3) Através
da glicélise, parte da molécula G3P é convertida em piruvato e esta convertida em acetil-CoA com a sintese
proteinas. (4) A enzima Aceti-Coa Carboxilase (ACCase) catalisa a conversdo de acetil-CoA em malonil-
CoA , levando ao acumulo de lipidios. A quantidade de nitrogénio regula a concentracdo da ACCase, bem
como o pH no estroma do cloroplasto regula a atividade dessa enzima. Fonte: MING LV et al., 2010.

Jé& a concentragdo enzimatica € regulada pela transcrigdo e traducdo do RNA sendo,
no entanto, necessario nitrogénio (na forma de nitrato de potassio, por exemplo) para a
sintese de aminoacidos e consequentemente sintese protéica (MING LV et al., 2010).
Sendo o nitrogénio essencial, condi¢des limitantes desse componente impossibilitam a
sintese de outras proteinas envolvidas na divisdo celular. Quando as células ndo sdo mais
capazes de se dividir, os lipidios séo sintetizados e armazenados dentro das células como
material de reserva (SINGH, NIGAM & MURPHY, 2011). Por esse motivo, fica facil
perceber que a quantidade de nitrogénio intracelular é um fator relevante envolvido na
biossintese de lipidios. Se por um lado condicGes limitantes de nitrogénio favorecem a
biossintese de lipidios intracelulares em células ja desenvolvidas, por outro, podem afetar o
crescimento celular de novas células. Nesse sentido, aumentar o teor lipidico e obter

biomassa simultaneamente torna-se um desafio para pesquisadores da area.
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2.2.2.1 - Lipidios

Os lipidios constituem um grupo de compostos que, apesar de quimicamente
diferentes entre si, exibem a sua insolubilidade em agua e solubilidade em solventes
organicos como caracteristica definidora. Diferentes lipidios apresentam diferentes funcées
bioldgicas. Em muitos organismos, dleos e gorduras séo as formas principais de armazenar
energia, enquanto os fosfolipidios e os esterdis representam perto de metade da massa das
membranas bioldgicas. Outros lipidios, embora presentes em quantidades relativamente
pequenas, desempenham papéis cruciais como cofatores enzimaticos, transportadores de
elétrons, pigmentos que absorvem energia luminosa, ancoras hidrofobicas, agentes
emulsificantes e mensageiros intracelulares (NELSON & COX, 2010).

Os lipidios envolvidos no armazenamento e transporte de energia nas microalgas
sdo compostos, do ponto de vista quimico, altamente reduzidos e derivados dos acidos
graxos. Os acidos graxos sdo acidos carboxilicos com cadeias de hidrocarbonetos de 4 a 36
atomos de carbono. Em alguns &cidos graxos essa cadeia é totalmente saturada (SFAS - ndo
contém duplas ligacBes), outros contém uma (monoinsaturados) ou mais duplas ligacbes
(poli-insaturados ou PUFAS). Enquanto os 4&cidos graxos saturados sdo solidos em
temperatura ambiente (classificados como gordura), os insaturados de cadeia carbénica
com 0 mesmo comprimento séo liquidos (6leos), apresentando menor ponto de fusdo (HU
et al., 2008).

A estrutura de um 4&cido graxo pode ser indicada mediante uma notacao
simplificada, na qual se escreve o nimero de atomos de carbono e o numero de duplas
ligacGes, separados por dois pontos. Por exemplo, o &cido palmitico que contém 16 atomos
de carbono e é saturado, é abreviado como 16:0 ou Cs6:0; ja 0 &cido oléico que contém 18
atomos de carbono e uma dupla ligacdo, € abreviado como C18:1 ou Cigl. As
propriedades fisicas dos acidos graxos e dos compostos que 0s contém sdo determinadas
pelo comprimento e pelo grau de insaturagdo da cadeia hidrocarbénica. Embora a maior
parte dos acidos graxos esteja na forma esterificada com o glicerol, € correto lembrar que
alguns acidos graxos também sdo encontrados como substancias livres. A tabela | lista 0s
acidos graxos mais comumente encontrados (NELSON & COX, 2010).

Os lipidios mais simples constituidos de &cidos graxos sdo os triacilglicerideos
(TAG) ou triglicerideos. As moléculas de TAG sdo compostas de trés acidos graxos, cada

um em ligacdo éster com uma unica hidroxila do glicerol. Na maioria das ceélulas
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eucaridticas as moléculas de TAG formam uma fase separada de goticulas microscépicas

oleosas no citosol, servindo como depo6sitos de combustivel metabdlico (HU et al., 2008).

Como combustiveis estocados, as moléculas de TAG apresentam duas vantagens

significativas sobre os carboidratos: sendo os a&tomos de carbono dos &cidos graxos mais

reduzidos que aqueles dos agUcares, a oxidacdo dos TAG libera uma quantidade de energia

maior que a liberada pelos carboidratos; além do fato de serem moléculas hidrofdbicas,

logo o organismo que transporta gordura como combustivel ndo tem que carregar o peso

extra da agua de hidratacdo que esta sempre associada aos polissacarideos armazenados
(NELSON & COX, 2010).

Tabela 1. Acidos graxos mais comumentes encontrados. Em negrito os acidos graxos insaturados. Fonte:
VIANNI & BRAZ-FILHO, 1996.

Nome usual Nome IUPAC
Ac. butirico Ac..butandico
Ac. valérico Ac. pentandico
Ac. caprdico Ac. hexanoico
Ac. caprilico Ac. octandico
Ac. caprico Ac. decandico
Ac. laurico Ac. dodecandico
Ac. miristico Ac. tetradecandico
Ac. palmitico Ac. hexadecandico
Ac. estearico Ac. octadecandico
Ac. araquidico Ac. eicosanoico
Ac. linocérico Ac. tetracosanoico
Ac. palmitoléico (Cis:1) | Ac. palmitoléico
Ac. oléico (Cys:1) Ac. oléico
Ac. linoléico (Cyg:2) Ac. linoléico
Ac. linolénico (C1g:3) Ac. linolénico
Ac. araquiddnico (Cx:4) | Ac. araquiddnico
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As microalgas podem ser consideradas uma fonte alternativa de lipidios, por
apresentarem um teor lipidico variando entre 15-75% de seu peso seco, a depender da
forma de cultivo (tabela Il) (CHISTI, 2007). Em alguns casos, quando conteudo de oOleo
atingiu 75% de peso em relagcdo a massa seca, ocorreu um baixo crescimento celular, como
é 0 caso de Botryococcus braunii, por exemplo. Para outras microalgas, com niveis de 6leo
entre 20-50%, como Chlorella sp., Dunaliella sp., Isochrysis sp., Nannochloris sp.,
Nannochloropsis sp., e Tetraselmis sp., foram relatados maiores crescimentos (MATA,
MARTINS & CAETANO, 2010).

Tabela I1. Teor lipidico de algumas microalgas. Fonte: CHISTI, 2007.

Microalga Conteudo lipidico (% massa seca)
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16-37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Monallanthus salina >20
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Nitzschia sp. 45-47
Schizochytrium sp. 50-77
Tetraselmis sueica 15-23

Muitos sdo os trabalhos que tém relatado um aumento no teor lipidico em fungéo da
reducdo das concentragcbes de nitrato no meio extracelular. Em 2009, Converti e
colaboradores avaliaram a influéncia de diferentes concentragdes de nitrato de sddio no

teor lipidico das microalgas Nannochloropsis oculata e Chlorella vulgaris cultivadas a
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70umol de fétons.m™s™. A microalga marinha, N. oculata, foi avaliada em concentracdes
de 0,075g.L™, 0,15g.L™ e 0,30g.L™* de NaNOs no meio de cultura; enquanto que a espécie
dulcicola, C. vulgaris, foi cultiva em 0,375 g.L™?, 0,75g.L™ e 1,5g9.L™" de NaNOs. Para C.
vulgaris, foi observado um aumento na produtividade em lipidios de 8,16mg.L™.d™ para
20,30mg.L™".d* ao reduzir a concentracido de 1,5g.L™" para 0,375g.L™* de NaNOs. J4 no
caso de N oculata, a reducdo de 0,30g.L™ para 0,075g.L™ de NaNO3 no meio de cultura
aumentou de 10,01mg.L*.d* para 16,41mg.L™.d™ a produtividade em lipidios. Contudo,
neste Gltimo caso também foi observada reducdo da taxa de crescimento celular, a qual
passou de 0,13d* para 0,10d™*

Ming Lv e colaboradores, em 2010, descreveram a necessidade de diferentes
condigdes de cultivo para assegurar uma alta producdo de biomassa aliada a um alto teor
lipidico. Para tal, as microalgas devem ser cultivadas sob condi¢des favoraveis e
posteriormente estressadas nutricionalmente com concentracdes reduzidas de nitrato. Os
autores analisaram o crescimento celular e o contetudo lipidico de Chlorella vulgaris
(cultivada sob aeracdo com enriquecimento de CO; a 1,0%, intensidade de luz de 60umol
de fotons.m™s™ e temperatura de 25°C) nas concentracdes de 0,2mM, 1,0mM, 3,0mM e
5,0mM de nitrato de potassio no meio de cultura. A concentracdo celular aumentou de
0,4g.L" para 1,2g.L™ com 0 aumento de 0,2mM para 5,0mM de KNO3, em contrapartida o
conteddo lipidico reduziu de 22,5% para 15,9% em peso seco de biomassa.

Em 2011, Ordog e colaboradores acompanharam a concentracéo de lipidios durante
15 dias de cultivo da espécie Chlorella minutissima, nas concentracdes de 0,007g.L™,
0,021g.L™, 0,035g.L™, 0,07g.L™" e 0,7g.L" de nitrogénio no meio de cultura. A microalga
foi cultivada sob aeracdo com enriquecimento de CO, a 1,5%, 130pumol de fotons.m?s™
com ciclos claro e escuro 14:10 e 25°C. Ao final dos 15 dias de cultivo, a microalga
mantida a 0,7g.L™* de nitrogénio apresentou uma concentracdo celular de 2,88g.L™ e 11,2%
de contetdo lipidico. J4 a microalga cultivada em 0,007g.L™ de nitrogénio apresentou
concentracéo celular de 0,97g.L™ e teor lipidico de 43,3%.

2.2.3 - Potencialidades industriais das microalgas

De modo geral, 0 aumento da demanda de produtos obtidos a partir das microalgas

deve-se, principalmente, ao fato de apresentarem substéncias com efeitos antioxidantes,
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acidos graxos poli-insaturados e biomoléculas imunologicamente ativas. Empresas de
producédo de compostos de microalgas vém desenvolvendo novos sistemas de producéo de
biomassa e utilizacdo dessa biomassa em produtos diferenciados (PULZ & GROSS, 2004).

Os polissacarideos de microalgas sdo importantes, na inddstria alimenticia, por
apresentarem alta digestibilidade e auséncia de limitagdo ao uso do p6 de microalgas em
alimentos (RICHMOND, 2004). Esses polissacarideos também sdo moléculas de
importancia farmacoldgica. Resultados de programas de screening para testar efeitos
imunologicamente relevantes dessas macromoléculas in vitro tém mostrado que certos
polissacarideos altamente sulfatados podem desencadear a resposta humoral do sistema
imune humano (NAMIKOSHI, 1996).

Em relacdo as proteinas, o elevado conteldo protéico de varias espécies de
microalgas é uma das razdes para considerar esses microrganismos como uma fonte nédo
convencional de proteinas (RICHMOND, 2004), as quais estdo presentes em diversas
formas e localizacgdes celulares como, por exemplo, componente celular, enzimas, ligadas a
pigmentos, ligadas a carboidratos, dentre outros (SPOLAORE et al., 2006). N&o apenas o
teor protéico é importante, mas também o fato do aminoacido padrdo de quase todas as
microalgas ser comparado favoravelmente com o de outras proteinas alimentares. A
medida que as células sdo capazes de sintetizar todos os aminoacidos, podem fornecer os
essenciais para alimentagéo de seres humanos e animais (GUIL-GUERRERO et al., 2004).

As microalgas também representam uma valiosa fonte de quase todas as vitaminas
essenciais (A, By, By, Bs, B12, C, E, nicotinato, biotina, acido félico e acido pantoténico), o
que agrega valor nutricional a sua biomassa (GUIL-GUERRERO et al., 2004). Assim
como muitos outros constituintes intracelulares, o teor de vitaminas pode variar em fungéo
de fatores ambientais, estratégias de separacdo da biomassa e método de secagem das
células (BROWN et al., 1999). Outros importantes constituintes sao 0s pigmentos como a
clorofila, os carotenoides e ficobiliproteinas. Essas moléculas tém uma ampla variedade de
aplicagdes comerciais, desde a utilizagdo como corante natural em alimentos até a
utilizacdo como moléculas antioxidantes e anti-inflamatorias em cosméticos (SPOLAORE
et al., 2006).
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2.2.3.1 - AplicacGes industriais de lipidios de microalgas

Dentre as inumeras biomoléculas de microalgas utilizadas industrialmente,
destacam-se os lipidios, os quais podem ser comercializados pela industria alimenticia,
farmacéutica, cosmética e, mais recentemente, industria petro-quimica.

Os PUFAs, em geral cadeias carb6nicas maiores do que 18 atomos de carbono, sdo
essenciais para a saude humana e animal e devem ser adquiridas a partir de fontes
alimentares. Peixes e 6leo de peixes sdo usualmente empregados na obten¢do de PUFAS; no
entanto, os produtos extraidos dessas fontes tém levantado discussdes no que diz respeito a
seguranca alimentar devido ao acumulo de toxinas por peixes. Além disso, a utilizacdo
dessas fontes como aditivo alimentar é limitado em funcdo de problemas associados ao
forte odor, sabor desagradavel e baixa estabilidade oxidativa. Para certas aplicacGes, o 6leo
de peixe € inapropriado devido ainda a presenca de acidos graxos mistos (TAGs com dois
ou mais acidos graxos diferentes). Sendo os PUFASs originarios de peixes que consomem as
microalgas em ambientes oceénicos, € l6gico considerar as microalgas como potenciais
fontes de PUFAs (SPOLAORE et al., 2006).

Atualmente, nas areas alimenticia e farmacéutica, verifica-se uma tendéncia em
agrupar os acidos graxos insaturados em familias conhecidas como o (6mega). Dentre 0s
acidos graxos de microalgas, as familias do ®3 e 6 sdo de particular interesse e essas se
diferenciam em relacdo as suas estruturas quimicas. Enquanto os acidos graxos da familia
®3 contem sua primeira ligacdo dupla entre o 3° e 4° atomo de carbono, os &cidos graxos da
familia w6 contem sua primeira ligacdo dupla entre o 6° e 7° &tomo de carbono. Dentre
alguns acidos graxos dessas familias se destacam: o acido eicosapentaendico (EPA) com
acao anti-inflamatoria; os acidos docosahexaenodico (DHA) e palmitoléico que reduzem o
risco de certas doencas cardiacas; o0 acido oléico com capacidade antioxidante; e o &cido
linolénico com atividade antimicrobiana (LOURENCO, 2006).

Em 2003 a Nutrinova (www.nutrinova.com; Frankfurt, Alemanha) anunciou a
producdo de DHA utilizando a biotecnologia de microalgas. Para tal, a empresa tem
cultivado Ulkenia sp. em fermentadores de 80m?® para obter 0 6leo que é comercializado
com o nome de DHActive® e utilizado como um suplemento dietético em alimentos e
bebidas para adultos, gravidas, lactantes, bem como direcionado para tratamentos da salde
cardiovascular (SPOLAORE et al., 2006; PULZ & GROSS, 2004).
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Na indastria de cosméticos, algumas espécies de microalgas como Arthrospira e
Chlorella, ttm sido cultivadas para o desenvolvimento de produtos direcionados aos
cuidados do rosto, corpo e cabelo. Esses produtos utilizam os &cidos graxos para agao
emoliente, espessante e emulsificante na elaboracdo de cremes. Os emolientes sao
considerados os principais ingredientes dos produtos cosméticos, pois sdo 0s grandes
responsaveis pelo aspecto sensorial do produto. Uma correta selecdo dos emolientes
proporciona uma melhor experiéncia sensorial para o consumidor (COSMETICA, 2009).

Bastante comuns em xampus e mascaras de hidratacdo, os acidos graxos essenciais
sdo usados principalmente nos cosméticos de wuso tdépico. Por terem efeito
antiqueratinizante, sdo muito usados para tratar peles e cabelos secos, deixando-0s mais
macios. Além disso, alguns Oleos tém sido utilizados para auxiliar na fotoprotecdo e na
minimizacdo dos danos da radiacdo UV na pele. Para isso eles precisam ser
moderadamente resistentes a oxidacdo e rancificacdo a fim de garantirem um produto
estavel durante todo o periodo de validade. Outra opcdo sdo os 6leos encapsulados que
apresentam menor contato com o oxigénio presente no ar, sendo menos suscetiveis a
oxidagio (STOLZ & OBERMAYER, 2005; COSMETICA, 2009).

Os 4acidos graxos presentes em extrato de Chlorella vulgaris (Dermochlorella®,
Codif, St. Malo, Francga) tém sido utilizados em cremes que visam estimular a regeneracéo
de tecidos e a sintese de colageno, o que resulta na reducdo de rugas. Recentemente dois
novos produtos foram lancados, sendo um composto por extrato de Nannochloropsis
oculata (Pepha-Tight®) caracterizado por proporcionar firmeza a pele com efeitos a curto e
longo prazo, e outro com extrato de Dunaliella salina (Pepha-Ctive®) que demonstra
capacidade de estimular a proliferacdo celular e influenciar o metabolismo energético
envolvido na sintese da pele (SPOLAORE et al., 2006).

Os lipidios de microalgas apresentam ainda potencialidade na industria petro-
quimica, devido a possibilidade de se utilizar os &cidos graxos para producao de biodiesel.
A atual producdo comercial de biodiesel envolve uma transesterificacdo alcalina de TAGs
encontrados em culturas de oleaginosas. No entanto, o cultivo de algumas oleaginosas para
biodiesel ndo tem se tornado sustentavel, uma vez que, sdo necessarias grandes quantidades
de terra aravel, bem como de adgua doce. Nesse sentido, as microalgas tém sido estudadas
como promissoras fontes de TAGs para producdo de biodiesel, apresentando como
vantagens em relacdo ao cultivo de oleaginosas (BRENNAN & OWENDE, 2010):
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(1) elevada produtividade resultante de maiores taxas de fotossintese;

(2) podem ser cultivadas em terras ndo araveis;

(3) ndo deslocam culturas tradicionais de oleaginosas voltadas para fins alimenticios;

(4) podem utilizar &gua do mar e agua salobra, o que reduz o uso de agua potavel. Os
nutrientes utilizados no cultivo, como nitrogénio e fésforo, também podem ser obtidos a
partir de aguas residuais. Além de fornecer meio de crescimento existe um potencial para
tratamento de efluentes orgénicos provenientes da industria,;

(5) coleta pode ser diaria sem seguir regime de safra;

(6) realizam a biofixacdo de CO; (1 kg de biomassa seca de microalga utiliza cerca de 1,83
kg de COy);

(7) o cultivo de algas ndo necessita de herbicidas ou pesticidas;

(8) podem produzir valiosos co-produtos, tais como proteinas, pigmentos, além da
biomassa residual a extracdo de 6leo que pode ser utilizada como fertilizante;

(9) teor e a qualidade dos acidos graxos podem ser facilmente manipulados no sentido de se
gerar um combustivel que se enquadre na especificacdo a ser seguida.

Devido a maior eficiéncia fotossintética (entre 4 a 7%), a produtividade em
biomassa e em 6leo das microalgas € maior quando comparada as oleaginosas. Enquanto a
produtividade em 6leo de microalgas pode ser cerca de trinta vezes maior que a de palma
(maior produtividade dentre as oleaginosas), a produtividade em biomassa pode ser cerca
de dezenove vezes superior que a de soja (principal matéria-prima utilizada para producao
de biodiesel) (COUTINHO & BOMTEMPO, 2011; FRANCO et al., 2012).

Contudo, a producdo de biodiesel a partir de microalgas € um processo que para ser
viavel, necessita de intensa pesquisa cientifica, envolvendo avaliacbes que vdo desde a
verificacdo das espécies responsaveis pelas maiores produtividades gerais em &cidos
graxos, até o estudo do uso dos co-produtos resultantes do processo de producdo do
biocombustivel. Igualmente importantes sdo as questdes relacionadas aos processos de
separacdo da biomassa e extracdo do lipidio, bem como a produtividade em biomassa.
Essas questdes podem ser a chave para a viabilizacdo econémica dos cultivos de

microalgas visando & producéo de biodiesel.
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2.2.4 - Espécie Chlorella vulgaris

De acordo com o Cdédigo Internacional de Nomenclatura Botanica (CINB), a
espécie Chlorella vulgaris esta inserida na categoria de algas verdes a ser definida pelo filo
Chlorophyta, classe Chlorophyceae, ordem Chlorococcales, familia Oocystaceae e género
Chlorella. Géneros do filo Chlorophyta, sdo em maioria unicelulares, predominantemente
dulcicolas, apresentam o amido como principal fonte de reserva e a celulose como principal
constituinte da parede celular (BICUDO & MENEZES, 2006).

Células da espécie Chlorella vulgaris (figura 4) possuem coloracédo verde devido a
presenca dos pigmentos clorofila a e b em seu cloroplasto. Além da clorofila, apresentam
ainda fB-caroteno e vérias xantofilas como a luteina, violaxantina, zeaxantina, anteraxantina,
neoxantina, astaxantina e cantaxantina. Em relagdo ao metabolismo, essas células séo
capazes de suplementar a quantidade de carbono pela utilizacdo de matéria organica
dissolvida na forma de acUcares, acidos aminados e outras moléculas pequenas,
caracterizando um metabolismo mixotrofico (LOURENCO, 2006).

Dentro do género Chlorella, diferentes espécies ja foram descritas apresentando
diferentes teores de lipidio, como é o caso de Chlorella ellipsoidea, com cerca de 4,5% em
lipidios, Chlorella pyrenoidosa, com 2 a 12% em lipidios, Chlorella protothecoides, com
aproximadamente 12% em lipidios e Chlorella emersonii, com 10 a 50% em lipidios
(MATA, MARTINS & CAETANO, 2010). Para Chlorella vulgaris, uma das espéecies mais
estudadas devido a alta taxa de crescimento, facil cultivo e dificil contaminacdo mesmo em
sistemas abertos (HUNTLEY e REDALJE, 2006); ja foi descrito um teor de 40% de
lipidios em biomassa seca, quando Iliman e colaboradores (2000) cultivam a espécie em
baixa concentracdo de nitrogénio (203 mg.L? de (NH4).HPO,), 25°C,
25umol de fétons.m™s™ e sob aeragdo com ar enriquecido de CO, a5,0% em uma vazéo de

1L.min™.
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Figura 4. Observagdo microscopica de Chlorella vulgaris. Fonte: HELD & RAYMOND, 2011.

2.3 - Producao de biodiesel a partir de microalgas

De acordo com Halim e colaboradores (2012), a cadeia de producdo de biodiesel
utilizando com matéria-prima as microalgas envolve como principais etapas: cultivo de

microalgas; separacdo da biomassa; extracao; e transesterificacdo dos lipidios.

2.3.1 - Obtencéao de biomassa (com elevador teor lipidico)

A escolha do método mais apropriado para o cultivo das microalgas é de suma
importancia para a viabilidade do processo, sendo importante a busca por um ponto étimo
entre o custo de implantacdo/operacdo e a produtividade em biomassa. De modo geral, a
obtencdo de biomassa pode ocorrer em cultivos abertos, em tanques tipo raceway, e
cultivos fechados, em fotobiorreatores.

Tanques raceway sao bastante utilizadas para o cultivo de microalgas por serem de
baixo custo tanto de implantacdo como de operagdo. Em contrapartida necessitam de
grande area de cultivo, a evaporagdo da &gua pode ser considerada significativa pelo
contato direto com o ar, s&o mais propensos a oscilagdes de temperatura durante dia/noite e
diferentes estacdes do ano, além de serem mais susceptiveis a contaminacdes com
microrganismos indesejaveis (STEPHENSON et al., 2010).

Os fotobiorreatores fechados podem apresentar diferentes configuracdes

geométricas e modos de operacao, sendo os fotobiorreatores em forma de sacos e tubulares
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0s que apresentam melhor relagéo custo/produtividade. Esse tipo de cultivo possibilita um
melhor controle das varidveis que podem afetar a produtividade em biomassa, tais como
pH, temperatura, agitacdo e concentracdo de CO,. Outra vantagem é que os fotobiorreatores
fechados evitam a incidéncia direta da luz no cultivo, 0 que ameniza a intensidade dos raios
solares na cultura. Como limitagcdo, os fotobiorreatores ocasionam superaguecimento,
acumulacdo de O, rompimento celular por cisalhamento e maiores custos de producéo e
operacdo (HARVEY, MACKLEY & SELIGER, 2003).

A produtividade em biomassa microalgal e o acimulo de lipidios nesta podem ser
manipulados por mudancas nas condi¢Ges de crescimento, sendo a resposta espécie-
especifica (CONVERTI et al., 2009). Dentre os fatores nutricionais e ambientais (tabela
1) que podem alterar as condi¢fes de crescimento destacam-se: 0s nutrientes; pH;
intensidade de luz; temperatura; e aeracdo. Desse modo estudos que apresentam como
estratégias de cultivo alteragdes no metabolismo de microalgas apresentam um potencial
para aumentar a produtividade em biomassa e em lipidios, alem de alterar o perfil dos 6leos
produzidos.

Tabela 111. Efeito de diferentes condi¢des de cultivo no perfil lipidico de microalgas. Fonte: BEHRENS &
KYLE, 1996.

Condicdes de cultivo Efeito no contetdo e perfil lipidico
Baixa concentracdo de Nitrogénio | Aumenta o conteudo lipidico
Baixa concentracdo de Fosforo Aumenta o conteudo lipidico
fon Manganés Aumenta o contetdo lipidico
Alta intensidade luminosa Aumenta a quantidade de acidos graxos
Baixa temperatura Aumenta a quantidade de acidos graxos insaturados
Alta concentracdo de CO, Aumenta a quantidade de acidos graxos insaturados

Algumas estratégias de cultivo para obtencdo de biomassa tém sido estudadas como
0 desenvolvimento do metabolismo mixotréfico, ou ainda o cultivo em duas fases, sendo
uma autotrofica e outra mixotréfica. O metabolismo mixotréfico € mais rapido e
consequentemente apresenta maior produtividade quando comparado ao desenvolvimento

autotrofico. Espécies de microalgas mixotroficas foram utilizadas com sucesso em escala

25



industrial para a producdo de PUFAS, sendo o custo elevado do carbono organico um fator
limitante para o uso destas espécies (ZHENG et al., 2012)

Em 2009, Liang, Sarkany & Cui compararam a produtividade em biomassa e
lipidios para Chlorella vulgaris quando cultivada em condicdes autotrofica, heterotrofica e
mixotréfica. Em condicio autotréfica, as células foram cultivadas na presenca (0,25g.L™" de
NaNO3; no meio de cultura) e auséncia de nitrato de sodio. Para cultivo heterotréfico, as
células cresceram no escuro com presenca de 1% de glicose. E finalmente, no cultivo
mixotréfico, as células foram cultivadas na presenca de luz com 1% de glicose. Os autores
compararam ainda o uso de trés fontes de carbono diferentes: glicose 1%; acetato 1% e
glicerol a 1% e 2%. No caso do cultivo mixotro6fico com 1% de acetato foi observado
também a influéncia de nitrato de sodio. Dentre todos os cultivos testados, a maxima
produtividade em biomassa (254mg.L™.d™) foi obtida em cultivo mixotréfico (presenca de
luz e 1% de glicose). Embora o maior contetdo lipidico (38% em peso seco) tenha sido
obtido em cultivo autotréfico com NaNO; no meio de cultura, o cultivo mixotrofico
apresentou maior crescimento celular de modo a superar a produtividade em lipidios
(54mg.L™.d") quando comparado ao cultivo autotréfico.

Depois do carbono, o nitrogénio é o nutriente mais importante para a producao de
biomassa. De modo geral a composi¢cdo de macromoléculas em microalgas, na fase
exponencial de crescimento e no crescimento em batelada, respeita a seguinte ordem:
proteinas > carboidratos = lipidios > &cido nucléico (TOKUSOGLU & UNAL, 2003).
Contudo, em condicdes de estresse nutricional e envelhecimento da cultura essa proporcéao
pode ser alterada com o aumento de lipidios e reducdo na concentracdo de proteinas.
Respostas tipicas a limitacdo de nitrogénio sdo a descoloracdo da célula (diminuicdo das
clorofilas) e o acumulo de carbono organico na forma de polissacarideos e lipidios
(BECKER, 1994).

Como jéa citado anteriormente, pesquisas que visam aumentar o conteudo lipidico a
partir de condi¢des limitantes de nitrogénio, devem ser conduzidas de forma a ndo reduzir a
produtividade em biomassa. Em algumas espécies de microalgas, por exemplo, a enzima
RubisCO pode ser utilizada como uma fonte alternativa de nitrogénio. Essa degradagéo de
proteinas contribui para menores taxas de fotossintese e taxas de crescimento mais lentas
(COURCHESNE et al., 2009).
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Além do nitrogénio, outros constituintes vém sendo estudados como a concentracdo
de fésforo (LI et al., 2011; YIN-HU et al., 2012) e ferro (LIU, WANG & ZHOU, 2008;
LIN, GU & JUNDA, 2012) no meio extracelular. Em alguns casos, esses constituintes sdo
estudados por meio do planejamento experimental (LI et al., 2011), com o objetivo de
determinar a influéncia de diversas variaveis simultaneamente. A metodologia do
planejamento experimental & uma ferramenta fundamental na teoria estatistica, que fornece
informagdes seguras sobre o processo, minimizando o empirismo que envolve técnicas de
tentativa e erro (RODRIGUES & IEMMA, 2005).

2.3.1.2 - Parametros de avaliacéo dos cultivos

A avaliacdo dos cultivos pode ser feita através de alguns pardmetros matematicos,
sendo os mais comuns, taxa especifica de crescimento, produtividade em biomassa e
produtividade em lipidios. Enquanto o primeiro parametro mede a variacdo do numero de
células por unidade de tempo especifico, os dois ultimos medem a obtencdo do produto de
interesse por unidade de tempo total, seja esse produto as células (biomassa) ou os lipidios.
No caso de avaliacdo da potencialidade da biomassa visando a producdo de biodiesel é
interessante também avaliar a produtividade em TAGs e/ou proceder uma
transesterificacdo direta na biomassa.

Na fase na qual o cultivo de microalgas apresenta crescimento exponencial, 0s
incrementos populacionais num intervalo de tempo sdo profundamente influenciados pela

densidade inicial de células, conforme representado pela equacéo:

rN :(d—Nj onde
dt

d é a densidade de células, N é o numero de células contadas, t é o tempo e r representa a
taxa de crescimento exponencial da populacdo ou constante de crescimento. Essa expressao

pode ser derivada para:

Ni= N; xe", onde
N; € equivalente ao numero de células no inicio do intervalo de tempo, N corresponde ao
namero de células no final do intervalo de tempo e r é a taxa proporcional de mudanga.

Esta ultima varidvel, portanto, € um componente chave para estabelecer a extensdo da

mudanga numérica a partir de um dado ponto. Ela fornece uma expressao instantanea de
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crescimento a partir da densidade de células. Por isso r é chamada de taxa instantanea de
crescimento ou taxa intrinseca de aumento, sendo sua unidade expressa em d* ou h™. O
desenvolvimento da expressdo anterior origina a equacao:

InN f— In Ni

, onde
At

r

At € o intervalo de tempo decorrido entre as medidas de nimeros de células e In é o
logaritmo natural dos valores. Assim r é geralmente tratado na literatura como a taxa de
crescimento de culturas de microalgas e descrito como:
r =u—m,onde

u ¢ a taxa especifica de crescimento ¢ m a taxa de mortalidade da populagdo. Se m for nulo,
entdo a taxa especifica instantanea de crescimento € igual a taxa especifica de crescimento.
Como em culturas de microalgas que crescem vegetativamente € dificil estimar m, muitas
vezes assume-se que r e p sdo iguais, quando na verdade essa condigdo € muito rara e,

conceitualmente, essas duas variaveis séo diferentes (LOURENCO, 2006).

2.3.2 - Separacao da biomassa

Apds obtencdo da biomassa, 0 passo seguinte € a separacdo as células do meio
liquido, recuperando a biomassa para os processos downstream. O processo de separacao
dessa biomassa representa uma tarefa desafiadora devido ao tamanho desses
microrganismos (geralmente 1 a 20 um), além do fato de estarem suspensos em meio
liquido (YEN CHEN et al., 2011).

A etapa de separacdo da biomassa € de grande importancia para viabilidade do
processo de obtencdo do biodiesel, ja que representa um total de 30 a 40% do custo da
producdo de biomassa. Estudos ja demonstraram que a separacdo, junto a etapa de secagem
da biomassa, representa um gasto significativo de energia na producéo de biodiesel a partir
de microalgas (SANDER & MURTHY, 2010).

Os principais métodos de colheita de biomassa sdo floculacdo, flotacéo,
centrifugacdo e filtragcdo. Processos como floculacdo e flotagdo estdo envolvidos na etapa
inicial de pré-separacédo, na qual ocorre a reducdo do volume de meio de cultura e aumento
da concentracdo de biomassa. ApoOs essa etapa inicial, 0 meio resultante é ainda mais
concentrado atraves de técnicas como centrifugacéo e filtracdo. A escolha desses métodos

depende das caracteristicas da espécie de microalga a ser colhida como densidade, tamanho
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celular e valor do produto desejado, levando em conta a energia requerida e rapidez que
cada método apresenta (BRENNAN & OWENDE, 2010).

2.3.3 - Extracao de lipidios

Embora todas as etapas citadas anteriormente sejam essenciais, a extracdo de
lipidios (realizada com solvente devido a solubilidade dos lipidios) € particularmente
importante devido a necessidade da lise celular para extravasamento do contetdo lipidico
que se encontra localizado no interior da célula. Sendo assim a escolha do método mais
apropriado para cada microalga estudada é de fundamental importancia para aumentar a
eficiéncia da extracdo lipidica (YON LEE et al., 2010).

O solvente utilizado para extracdo deve atender a alguns requisitos como: possuir
seletividade para separar o 6leo de materiais estranhos ou indesejaveis; baixa toxicidade;
facil recuperacdo sem deixar residuos no 6leo; imiscibilidade em agua; e apresentar ponto
de ebulicdo que favoreca a sua posterior eliminagdo. Solventes como hexano, metanol,
etanol e misturas de cloroférmio:metanol sdo comumente utilizados para extracdo lipidica
em microalgas (KING, LIANG & RUSCH, 2002).

Vérios métodos de rompimento celular podem ser utilizados para ruptura da parede
celular a depender da composicéao da parede e da natureza dos produtos de interesse. Dentre
esses métodos incluem-se 0s processos mecanicos tais como moinhos (homogeneizador
potter, por exemplo), ultrassom; e os métodos ndo mecéanicos como choque osmdtico,
congelamento, autoclave, micro-ondas e digestdo enzimatica. Os métodos ndo mecanicos
muitas vezes podem desnaturar as enzimas e proteinas presentes nas células (FON SING et
al., 2010).

Muitos sdo os trabalhos que tém demonstrando o uso de diferentes solventes
organicos associados a diferentes métodos de rompimento celular. Em 2010, Yon Lee e
colaboradores, observaram o efeito de diferentes métodos de rompimento celular na
extracdo lipidica das microalgas Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp. e Botryococcus sp.
Os autores conduziram a extragdo na presenca da mistura cloroférmio:metanol (1:1)
associado ao uso de autoclave, triturador, micro-ondas, sonicador, e solugdo NaCl 10%.
Para as trés espécies estudadas, o maior produtividade em lipidios foi obtida na extragédo
associada ao uso do micro-ondas com resultados de 7,4mg.Lt.d* (C. wulgaris e

Scenedesmus sp.) e 10,2mg.L™.d™* (Botryococcus sp.).
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Sheng e colaboradores (2011) também investigaram diferentes métodos de lise
celular no processo de extracdo lipidica de Chlorella vulgaris com cloroférmio:metanol
(1:1). Foram testados, moagem com areia molhada, moagem com areia Umida, moagem
com nitrogénio liquido, ultrassom, triturador, lise enzimatica e micro-ondas; sendo as
maiores concentracOes lipidicas obtidas nos processos de moagem com nitrogénio liquido
(29% em peso seco), lise celular com celulase (24%), lise celular com lisozima (22%),
micro-ondas (18%) e ultrassom (15%).

Muitos estudos tém demonstrado extracdo de lipidios através do método por fluido
supercritico. Esse método tem como principio basico alcancar uma determinada fase que
esta além da fase critica (supercritica), em qual o menisco de separacdo das fases liquida e
gasosa desaparece restando uma fase homogénea (SAWANGKEAW, BUNYAKIAT &
NGAMPRASERTSITH, 2010). Varios fluidos supercriticos estdo sendo explorados como
CO,, etanol, metanol, etileno, benzeno e tolueno (MENDES et al., 2003).

Particularmente, a extracdo com fluido supercritico de CO, (SCCO,) tem sido
bastante interessante para extracdo de produtos relacionados as microalgas devido as
vantagens como: nao apresenta toxicidade; a baixa temperatura do processo (31°C) impede
a degradacdo térmica de produtos; a alta difusdo e baixa tensdo superficial permitem o
acesso a poros menores nas células; além da facil separacdo de CO, em temperatura
ambiente. No entanto, as principais desvantagens do uso supercritico de CO, sdo 0s
elevados custos de operacdo e as questBes relacionadas a seguranca (JAIME et al., 2007,
MENDES et al., 2003; OTA et al., 2009).

Em 2011, Halim e colaboradores compararam o rendimento da extracdo de lipidios
totais utilizando hexano associado ao uso de soxhlet em relagdo a extragdo SCCO,. No
estudo, os autores utilizaram a microalga Chlorococcum sp. sendo as condicBes da extracao
SCCO;de: 60°C e 30MPa. Ao utilizar hexano e soxhlet, em cinco horas de extracdo, foram
obtidos cerca de 0,03g de lipidios por grama de biomassa seca. Ja na extracdo SCCO,, em
uma hora de extracdo, foram obtidos cerca de 0,069 de lipidios por grama de biomassa

seca.
2.3.4 - Transesterificacdo de lipidios

Assim como nas oleaginosas, para que o 6leo de microalgas seja compativel com os

motores a diesel, esse Gleo necessita passar por um processo quimico denominado
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transesterificagdo. Como ja descrito anteriormente, no processo de transesterificagdo as
moléculas de TAGs presentes no 6leo de microalgas reagem com um &lcool (metanol, por
exemplo) geralmente na presenca de um catalisador de modo a formar ésteres (nesse caso
metilicos) de acidos graxos. Estequiometricamente, para cada trés moléculas de alcool e
uma molécula de TAG séo produzidos trés ésteres e uma molécula de glicerina.

Além das rotas convencionais de producdo de biodiesel (extracdo de lipidios
seguida da transesterificacdo), alguns trabalhos tém demonstrado a reacdo de
transesterificacdo in situ. Nesse caso a extracdo e transesterificagdo ocorrem no mesmo
processo com o alcool atuando em dois papeis, 0 de solvente para extracdo e de reagente
para transesterificacdo (LAM & LEE, 2012). A transesterificacdo in situ apresenta maiores
rendimentos em ésteres quando comparada a rota convencional, além de reduzir o tempo de
processamento e consequentemente o custo de producdo. Para Chlorella vulgaris ja foi
descrito um rendimento de 90% em ésteres metilicos quando realizado transesterificagéo in
situ nas seguintes condicdes: temperatura de reacdo de 60°C; metanol como solvente; acido
sulfarico como catalisador (0,04 mol) e tempo de reacdo de 4h (EHIMEN, SUN &
CARRINGTON, 2010).
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2.4 - Justificativa

A existéncia de grandes quantidades de &cidos graxos em algumas microalgas,
aliada as varias vantagens em relacdo as outras fontes tradicionais de acidos graxos, tem
estimulado o desenvolvimento de projetos com estratégias para viabilizar economicamente
a sintese de lipidios em microalgas. No Brasil, o cultivo em massa de microalgas € um
campo de investigagdo bastante promissor. Considerando a existéncia de regides com
condicBes climaticas potencialmente adequadas, com temperaturas amenas e sol em
abundancia, sua pratica parece ser uma possibilidade socio-econémica muito promissora

em praticamente todas as regides do pais.

No entanto, para que as microalgas possam ser efetivamente utilizadas para a
producdo de diversos Gleos a serem aplicados no setor energético, € necessaria intensa
pesquisa cientifica envolvendo avaliacbes que vao desde a verificacdo das espécies que
apresentam maiores produtividades gerais em 0leos, até o estudo do uso dos co-produtos
resultantes do processo de producdo do biocombustivel. Nesse contexto, é de fundamental
importancia o desenvolvimento de pesquisas que visam aumentar a produtividade em
biomassa e em dleos a fim de diminuir os custos envolvidos e difundir o uso dessa

biomassa.

Dada a importancia do tema, varios projetos de producdo de biodiesel a partir de
microalgas estdo em andamento em varios paises, como EUA, China e Australia. No Brasil,
as pesquisas sobre o uso de microalgas para a producdo de biodiesel ainda sdo bastante
recentes e em pequeno nimero. Considerando a grande politica de incentivo a producéo de
biodiesel no pais, é urgente e justificada a reunido de esforcos pela comunidade cientifica

para viabilizar as microalgas como nova fonte de dleos graxos.
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3-OBJETIVOS

Objetivo geral

- Avaliar diferentes condicdes de cultivo de Chlorella vulgaris visando o aumento da

produtividade em biomassa e lipidios.

Objetivos especificos

- Selecdo do método de extracdo lipidica mais eficiente, para biomassa de Chlorella
vulgaris, a ser utilizado nas etapas de avaliacdo de diferentes condi¢bes de cultivo e

aplicacdo de condicdo de estresse no meio de cultura.

- Avaliacdo, por meio do planejamento experimental, de diferentes condig¢des de cultivo

visando a maximizacdo da producao de biomassa.

- Aplicacdo de condicdo de estresse no meio de cultura visando aumentar o teor lipidico na

biomassa.
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4 - MATERIAIS E METODOS

As principais etapas realizadas nesse trabalho estdo apresentadas no quadro 1V.

Selecdo do método de extracgao lipidica mais eficiente, para biomassa de microalgas, a ser

utilizado nas etapas sequintes.

[ )

Anélise comparativa entre diferentes protocolos de extracdo de lipidios, tendo em vista a
quantificacdo de lipidios totais e triacilglicerideos, bem como o perfil de acidos graxos.

Os protocolos utilizados se diferenciaram quanto ao tipo de solvente e mecanismo de

rompimento celular aplicado.

- /

Avaliacdo, por meio do planejamento experimental, de diferentes condi¢des de cultivo visando a
maximizacéo da producdo de biomassa.

/Inicialmente foram estudadas como\ /Os resultados do 1° planejamento\

varidveis independentes a concentragéo de
nitrato e a concentracdo de fosfato,
enquanto a variavel dependente observada

foi a produtividade em biomassa.

)

direcionaram para um 2° estudo tendo
como  variaveis  independentes a

concentracdo de nitrato e o in6culo inicial

)

de células.

Aplicacao de condicdo de estresse no meio de cultura visando aumentar o teor lipidico na

biomassa.

Biomassa crescida e coletada na melhor condicdo de cultivo indicada no planejamento foi

estressada, via auséncia de nitrato, e avaliada quanto ao seu teor lipidico.

Quadro IV. Fluxograma da metodologia utilizada.




4.1 - Microrganismo e manutencgao

Foi utilizada a microalga dulcicola Chlorella vulgaris, gentilmente cedida pelo Prof.
Armando A. H. Vieira da Universidade Federal de Sdo Carlos. A cepa foi mantida em tubos
contendo 8mL de meio WC modificado estéril (GUILLARD & LORENZEN, 1972 - em
anexo) para cada 2 gotas da cultura retirada com pipeta pasteur estéril. Os tubos foram
mantidos em camara de germinagdo, sob 20umol de fétons.ms®, 21+1°C, sendo agitados

manualmente a cada 48h e as células repicadas a cada 20 dias.

4.2 - Obtencéo de biomassa

4.2.1 - Selecdo do método de extracao lipidica mais eficiente

Para obtencdo do indculo, as células foram cultivadas em frascos erlenmeyer
estéreis de 500mL contendo 300mL de meio WC modificado estéril. Os frascos foram
mantidos sob agitacdo constante de 180rpm, 100umol de fétons.m?s™ e 25+2°C, sendo a
cultura crescida até alcancar uma densidade éptica em 730nm (DO730nm) €m torno de 0,8
(fase exponencial). O in6culo obtido foi transferido (de modo que a concentracdo final de
células no meio de cultura fosse DO730nm 0,02) para garrafas do tipo pet cristal de 6L
contendo 5L de meio WC modificado estéril (figura 5). As culturas em batelada simples
foram mantidas sob agitacdo pneumética, intensidade de luz de 100umol de fétons.m?s™ e
temperatura de 25+2°C até alcancar um DO730,m em torno de 1,0 (fase estacionéria). A
biomassa obtida foi coletada por centrifugacdo a 3.500rpm (ou 2607g) durante 10min,

sendo em seguida liofilizada e estocada a 4°C até o momento das extracdes.

N\

Figura 5. Biomassa de C. vulgaris obtida em garrafas do tipo pet de cristal.
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4.2.2 - Avaliacgéo, por meio do planejamento experimental, de diferentes condicdes de
cultivo visando a maximizacéo da producdo de biomassa.

Inicialmente, foram estudadas como variaveis independentes do planejamento
experimental as concentragdes de nitrato de sédio e fosfato de potéssio dibasico do meio de
cultura. As variaveis foram estudadas por meio de uma anélise fatorial do tipo 2% com trés
pontos centrais (tabela 1V), resultando em um total de sete ensaios (tabela V). O in6culo
obtido (conforme descrito anteriormente) foi lavado com o meio a ser cultivado para
garantir que ndo estivesse carregando nitrato e fosfato do meio anterior e transferido (de
modo que a concentracdo final de células fosse DO73onm 0,02) para garrafas do tipo pet
cristal de 6L contendo 5L de meio correspondente, conforme a tabela V. As culturas foram
mantidas sob agitacdo pneumatica, 100umol de fétons.m™?s™ e 25+2°C até alcancar um
DO730nm €m torno de 1,0. A variavel dependente (produtividade em biomassa) foi avaliada
através de registros diarios do peso seco. A taxa de crescimento foi determinada por
observac@es diarias do DO730nm € a analise estatistica dos resultados feita com auxilio do
programa DESIGN-EXPERT versao 8.0.7.1 trial.

Tabela V. Tabela de niveis da analise fatorial nitrato x fosfato.

Variaveis Independentes -1 0 +1
NaNO3 (mg.L™) - X3 30,35 75,29 120,0
KoHPO4 (mg.L™) - X, 4,49 8,72 13,46

Tabela V. Matriz de niveis para analise fatorial 22 com trés pontos centrais.

Ensaios X1 Xz
Garrafédo 1 -1 -1
Garrafao 2 +1 -1
Garrafdo 3 -1 +1
Garrafdo 4 +1 +1
Garrafdo 5 0 0
Garrafdo 6 0 0
Garrafao 7 0 0
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Os resultados iniciais direcionaram os estudos para o desenvolvimento de um novo
planejamento experimental alterando a faixa de estudo da concentracdo de nitrato de sddio
e inserindo como varidvel independente o inoculo inicial de células. A concentracdo de
fosfato de potassio bibasico foi fixada em 4,49mg.L™. Novamente as variaveis foram
estudadas por meio de uma anélise fatorial do tipo 2% com trés pontos centrais (tabela V1),
resultando em sete ensaios (tabela V). O indculo obtido foi lavado (ja descrito
anteriormente) e transferido para garrafas do tipo pet cristal de 6L contendo 5L de meio,
conforme a tabela V. As culturas foram mantidas sob agitacdo pneumaética, 100umol de
fotons.m™?s™ e 25+2°C até alcancar um DO7zonm e€m torno de 1,0. Durante o segundo
desenho experimental, as garrafas foram mantidas sob sistema de rodizio de posicdo na
estante (a cada 24 horas) para garantir que todas as culturas estivessem sob as mesmas
intensidades de luz. A produtividade em biomassa foi determinada por observacédo diaria do
peso seco. A taxa de crescimento foi calculada através de observacGes diarias do DO730nm.
Os resultados foram avaliados através do programa DESIGN-EXPERT versdo 8.0.7.1 trial.
Para validacdo dos resultados obtidos no planejamento, as melhores condi¢Ges de cultivo

foram repetidas e a produtividade em biomassa determinada ao final do cultivo.

Tabela VI. Tabela de niveis da analise fatorial nitrato x indculo inicial de células.

Variaveis Independentes -1 0 +1
NaNOs (g.L-1)- X; 0,12 0,67 1,21
Indculo inicial de células (DO730nm) - X2 0,02 0,11 0,20

4.2.3 - Aplicacao de condicéo de estresse no meio de cultivo visando aumentar o teor
lipidico na biomassa

Parte da biomassa crescida na melhor condi¢do de cultivo, conforme indicado no
planejamento, foi coletada por centrifugacdo a 3.500rpm (ou 2607g) durante 10min e
liofilizada para analise de seu conteudo lipidico. Outra parte foi centrifugada, lavada e
ressuspendida em meio WC modificado estéril contendo 4,49mg.L™ de fosfato de potéssio
dibasico e isento de nitrato de sddio, o qual foi determinado de “meio de estresse”. Esta

cultura foi crescida em garrafa do tipo pet cristal de 6L contendo 5L de meio WC, sendo
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mantida sob agitacdo pneumatica, 100pumol de fétons.m™?s™ e 25+2°C por mais 4 dias.
Ap0s esse periodo, a biomassa “estressada” foi também coletada por centrifugacdo sendo
em seguida liofilizada e avaliada quanto as mudangas em seu contetdo lipidico. A
produtividade em biomassa ao final de cada etapa de cultivo foi obtida atraves da

quantificacdo do peso seco.

4.2.4 - Parametros do cultivo: taxa especifica de crescimento e produtividade em
biomassa

A taxa especifica de crescimento (u) da cultura foi avaliada na fase exponencial de
crescimento por meio de curvas de crescimento, obtidas por verificacdo diaria do DO730nm,

sendo calculada de acordo com a férmula a seguir:

e

t € o tempo total (dias) de crescimento celular, X; € a concentracdo final da cultura e X; é a

concentraco inicial. O resultado foi expresso em d™.

O peso seco foi obtido filtrando-se, a vacuo, volumes conhecidos da cultura em
membrana de fibra de vidro 0,45um, previamente pesada. Apos a filtracdo, a membrana foi
seca em estufa a 105°C em pernoite, sendo na sequéncia pesada novamente. O peso da
biomassa seca foi calculado a partir da subtracdo entre o peso final e o peso inicial da

membrana conforme formula a seguir:

(M ¢ —M; )x1000
\'

Peso seco = , onde

M € o peso final da membrana (g), M; € o peso inicial da membrana (g) e v é o volume de

cultura filtrado (mL). O resultado foi expresso em g.L™.
A produtividade (P,) em biomassa foi calculada segundo a formula a seguir:

Bf - Bi
Py = , onde

B: é a biomassa seca final obtida apés o tempo total de cultivo (g.L™?), B; é a biomassa seca
inicial obtida no tempo zero de cultivo (g.L™) e t é o tempo total (dias) para obtencéo da
biomassa. O resultado foi expresso em g.L™*.d™.

38



4.3 - Extracgéo de lipidios totais

Foram testados diferentes protocolos de extragdo envolvendo os seguintes solventes:
etanol (MONTES D’OCA et al.,, 2011), hexano (MONTES D’OCA et al.,, 2011),
cloroférmio:metanol 1:2 (BLIGH & DYER, 1959) e cloroférmio:metanol 2:1 (FOLCH,
LESS & SLOANE STANLEY, 1957). No procedimento segundo Montes D’Oca, foram
utilizados 0,59 de biomassa seca para cada 20mL de etanol ou hexano (a depender do
protocolo), sendo a mistura submetida ao ultrassom por 20min em temperatura ambiente de
25°C. Na sequéncia, a biomassa foi separada por centrifugacdo a 2.000rpm (ou 1490g9)
durante 5min. A fase organica foi cuidadosamente transferida para baldo de rotavaporador e
evaporada em rotavaporador rotatério a 60°C. A fracdo lipidica foi seca até peso constante
em estufa com circulacgdo de ar a 30°C.

No método segundo Bligh & Dyer, foi necessario adicionar 2mL de agua destilada
para cada 0,5g de biomassa seca. A biomassa umida foram adicionados 7,5mL de solugo
cloroférmio:metanol 1:2 seguido da agitacdo manual por 2min. Em seguida foram
adicionados 2,5mL de cloroférmio, sendo feita agitacdo manual por 30s, e mais 2,5mL de
agua destilada, e novamente, feita agitacdo manual por 30s. A biomassa foi separada por
centrifugacdo a 3.500rpm (ou 2607g) durante 8min a 4°C. A fase organica foi
cuidadosamente transferida para baldo de rotavaporador e evaporada em rotavaporador a
50°C. A fracdo lipidica foi seca até peso constante em estufa com circulacdo de ar a 30°C.

No ultimo protocolo de extracdo a ser testado, “Folch”, foram utilizados 36mL de
solucdo cloroférmio:metanol 2:1 para cada 0,59 de biomassa seca, sendo a mistura
submetida a trituracdo em potter (velocidade média) por 3min. A biomassa foi separada por
centrifugacdo a 3.500rpm (ou 2607g) durante 8min a 4°C. A fase organica foi
cuidadosamente recolhida, sendo transferida para outro tubo onde sofreu a adi¢do de 9mL
de KCI 0,88%. Nesse momento foram formadas duas fases, sendo a parte superior
desprezada com o auxilio de uma pipeta. A parte inferior foram adicionados 4,5mL de
solucéo cloroformio:metanol:agua 3:48:47. Novamente foi observado a formagdo de duas
fases, sendo a parte superior desprezada com o auxilio de uma pipeta, e feita a lavagem
com a solucdo cloroférmio:metanol:agua por mais duas vezes. A organica final foi
cuidadosamente transferida para baldo de rotavaporador e evaporada em rotavaporador
40°C. A fracdo lipidica foi seca até peso constante em estufa com circulagéo de ar a 30°C.
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Uma vez realizados os quatro protocolos em suas versdes originais, foram
realizadas algumas modificagdes na metodologia quanto ao rompimento celular. No caso
do método de Bligh & Dyer, foram realizadas extracdes utilizando também ultrassom e
potter. Para a extracdo assistida pelo uso de ultrassom, todos os solventes foram
adicionados e as etapas de agitacdo manual substituidas pelo uso do ultrassom por 20min a
temperatura ambiente de 25°C. J& no uso do potter, foram mantidas as agitacdes sendo
apenas realizadas com o auxilio do potter. Para o procedimento de “Folch”, foram
realizadas extracGes utilizando o ultrassom. Nesse caso, o rompimento celular com potter
foi substituido pelo uso de ultrassom por 20min em temperatura ambiente de 25°C. Todas
as extracOes foram realizadas em triplicatas e o rompimento celular feito com o auxilio do

microscopio optico. A massa de lipidios foi determinada por analise gravimétrica.

Tabela VI1I. Diferentes protocolos de extra¢éo testados.

Mecanismo de rompimento Variagdes na
Solvente x .
celular / Tempo de extracao metodologia
Etanol
(MONTES D’OCA et al., 2011) Ultrassom / 20min -
Hexano
(MONTES D’OCA et al., 2011) Ultrassom / 20min -
Cloroférmio: metanol (1:2) Ultrassom / 20min
(BLIGH & DYER, 1959) Agitacdo manual / 3min Potter / 3min
Cloroférmio: metanol (2:1)
(FOLCH, LESS & SLOANE Potter / 3min Ultrassom / 20min
STANLEY, 1957)

O teor de lipidios (%LT) foi calculado segundo a férmula a seguir:

(M —M; )x100
Mp

%LT = , onde
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M é a massa final (g) do baldo volumétrico onde foi realizada a evaporagdo do solvente, M;
é a massa inicial (g) do baldo volumétrico e My, (g) é a quantidade de biomassa utilizada
para a extracdo de lipidios. A produtividade (P.r) de lipidios foi calculada segundo a

formula a sequir:

Pt = Lt—T , onde

LT é a quantidade de lipidios totais obtido por volume de cultura (mg.L™) e t é o tempo

total (dias) para obtencéo dos lipidios. O resultado foi expresso em mg.L ™ .d™.

4.3.1 - Quantificacdo de triacilglicerideos

A quantificacdo de triacilglicerideos nas amostras de lipidios foi realizada pelo
método glicerol-3-fosfato oxidase-p-clorofenol (triglicérides monoreagente K117; Bioclin)
(TAKAGI, KARSENO & YOSHIDA, 2006). O lipidio presente no interior do baldo de
rotovaporador foi ressuspendido em 5mL de alcool isopropilico, sendo 10uL dessa amostra
(lipidio + alcool) transferidos para um tubo onde foi adicionado 1mL do reagente
enzimatico. Para analise do padréo, foram utilizados 10uL do reagente padrdo em 1mL do
reagente enzimatico. Como branco, foram utilizados apenas 10uL do reagente enzimatico.
Devidamente homogeneizados, os tubos foram submetidos a banho-maria por 10min. Apds
esse periodo, a absorbancia foi lida em comprimento de onda de 500nm e o branco

utilizado para zerar o equipamento. Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

A quantidade de triacilglicerideos (TAG) foi calculada segundo a férmula a seguir:

TAG = ( AaAXVa J _onde

p

A, é a absorbancia obtida da amostra, A, é a absorbancia obtida do padréo e V, € o volume
de alcool isopropilico utilizado para ressuspender o lipidio presente no interior do baldo. O

resultado obtido foi expresso em mg.5mL ™ 4coor.
Uma vez obtida a massa de TAG e sabendo a massa de LT ou a quantidade de

biomassa que originou 0 TAG, é possivel calcular a concentracdo de TAG (Crag) nos LT

segundo a formula a seguir:
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TAG
C =——,onde
TAG LT

TAG é a massa de triacilglicerideos (mg) e LT é a massa de lipidios totais (g). O resultado
foi obtido em mg.g™ lipidio- POr fim foi calculada a produtividade de triacilglicerideos (Prac)

de acordo com a formula a seguir:

C
Prac = TtAG ,onde

Crac € a concentracéo triacilglicerideos (mg.g™ lipidio) € T € 0 tempo total (dias) de cultivo

para obtencdo dos triacilglicerideos. O resultado foi expresso em mg.g™t.d™.

4.3.2 - Perfil de &cidos graxos

Para analise do perfil de acidos graxos foi realizada a reacdo de transesterificacao
(segundo a norma ASTM D 3457 - 87) na amostra de lipidios totais, de modo a obter
glicerol e esteres de &cidos graxos. Em um baldo volumétrico, foram adicionados 6mL de
solucdo NaOH em metanol (0,5N) a 0,4g da amostra de 6leo, sendo a mistura submetida ao
banho-maria para dissolu¢do do 6leo (baixo aquecimento para ndo evaporar o solvente) por
cerca de 1min. Na sequéncia foram adicionados 8mL de trifluoreto de boro em metanol
(20% de metanol) sendo a amostra fervida por cerca de 2min. Ap6s o esfriamento em
temperatura ambiente, foram adicionados 2mL de hexano e solucdo saturada de NaCl
(observando a subida da fase orgéanica no gargalo do baldo volumétrico) para recuperagao
dos ésteres. Uma vez resfriada, a amostra permaneceu em repouso até separacdo das
camadas organica e aquosa. Para analise foram injetados 1uL na camada organica, a qual
continha os ésteres.

A andlise por cromatografia gasosa e deteccao por espectrometria de massas foi feita
em coluna HP-5MS com 30m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de
espessura de fase estacionéria. Foi utilizada inje¢do no modo ‘split” com razdo de 10:1 para
volume de inje¢do de 1 uL e na faixa de massas de 20 a 500u.m.a. A temperatura inicial do
forno foi 40°C (1min), sendo feita variagdo a 10°C.min™ até 300°C (30min). O injetor foi
mantido a 250°C e a interface a 300°C. O gas hélio (H,) foi utilizando como gas de arraste a
uma vazdo de ImL.min™. Os &cidos graxos foram identificados pela consulta & biblioteca
digital de espetros de massas Willey7Nist05 e via cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-EM).
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4.4 - Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados através o software BIOEST 5.0, sendo de

95% o nivel de significancia adotado (p <0,05).
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 - Selecdo do método de extracgdo lipidica

Embora a extracdo de lipidios seja principalmente feita pelos métodos de “Bligh &
Dyer” ¢ “Folch”, diferentes procedimentos vém sendo descritos em relacdo a concentracdo
dos solventes cloroféormio e metanol, mecanismo de rompimento celular e tempo de
extracdo. Baseado nos inumeros relatos da literatura quanto a extracdo de lipidios da
biomassa de microalgas, no fato da eficiéncia do método depender da espécie estudada e,
no pequeno numero de estudos que apresentam andalises comparativas entre esses metodos;
fez-se necessario selecionar o0 método de extracao lipidica mais eficiente para a C. vulgaris
utilizada no presente trabalho. Essa etapa ndo teve por objetivo validar uma ou outra
metodologia para ser aplicada em larga escala, mas sim selecionar o0 método mais eficiente
a ser utilizado no laboratério nas etapas de quantificacéo de lipidios totais.

Diferentes protocolos de extracdo foram comparados, tendo em vista a quantificacdo
de lipidios totais e triacilglicerideos. Os protocolos utilizados se diferenciaram quanto ao
tipo de solvente e mecanismo de rompimento celular. Inicialmente foram avaliados os
solventes etanol e hexano, cloroférmio:metanol (1:2) e cloroférmio:metanol (2:1),
utilizando para rompimento celular o ultrassom por 20min, a agitacdo manual por 3min e 0
potter por 3min, respectivamente. Ap6s as avaliacGes iniciais quanto aos solventes
utilizados, a mistura cloroférmio:metanol (1:2) foi testada com ultrassom por 20min e
potter por 3 min; ja a mistura cloroférmio:metanol (2:1) foi testada com ultrassom por
20min. A figura 6 mostra a analise comparativa dos diferentes protocolos em relacdo ao
teor de lipidios totais.

Numa andlise, em relacdo aos solventes utilizados, o uso da mistura
cloroférmio:metanol (2:1) se mostrou mais eficiente (extraindo 16% LT) em relacdo ao
etanol (cerca de 10% LT), hexano (aproximadamente 4% LT) e cloroférmio:metanol (1:2)
(6% LT). Em uma analise, quanto ao mecanismo de rompimento celular, foram observados
diferentes comportamentos. Para a mistura cloroférmio:metanol (1:2), o uso do potter
(extraindo cerca de 7% LT) foi mais eficiente quando comparado a agitagdo manual (6%
LT) e ao uso do ultrassom (5% LT). J& no caso da mistura cloroférmio:metanol (2:1), o uso
do ultrassom (aproximadamente 19 % LT) foi mais eficiente quando comparado ao uso do
potter (16% LT).
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Figura 6. Andlise comparativa de diferentes protocolos de extracdo em relacdo ao teor de lipidios totais.
Etanol (m); hexano (m); Cloroférmio:metanol (1:2) com agitacdo manual (m); cloroférmio:metanol (1:2) com
ultrassom (m); cloroférmio:metanol (1:2) com potter ( ); cloroférmio:metanol (2:1) com potter (m) e
cloroférmio:metanol (2:1) com ultrassom (") (n=3).

O hexano e cloroférmio, solventes apolares, tendem a penetrar na membrana celular e
extrair os lipidios neutros® presentes no citoplasma. Esses solventes se ligam aos lipidios
por ligagBes van der Waals de modo a formar um complexo “solvente orgénico + lipidios
neutros”. Esse complexo, acionado por um gradiente de concentracdo, difunde através da
membrana celular e da pelicula estatica de solvente®. Como resultado, os lipidios neutros
sdo extraidos da célula e dissolvidos no solvente organico apolar (MERCER & AMENTA,
2011).

Alguns lipidios neutros sdo encontrados no citoplasma unidos com lipidios polares™.
Esse complexo “lipidio neutro + lipidios polares” esta ligado a proteinas através de ligacoes
do tipo hidrogénio. Nesse caso, as interacdes van der Waals formadas pelos solventes
apolares ndo sdo capazes de interromper essas associacdes entre lipidios e proteinas, sendo

necessario o uso de solventes polares, tais como metanol e etanol. Os solventes polares

® Mais indicados para producéo de biodiesel devido & quantidade de 4cidos graxos, encontram-se em grande
parte no interior da célula. Exemplos: TAGs e ceras.

% Formado pela interacdo entre os solventes e a parede celular.

19| ipidios que contém outros componentes além dos &cidos graxos. Exemplos: fosfolipidios, glicolipidios,
carotenoides e esterais.
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formam ligacGes do tipo hidrogénio com os lipidios polares, enquanto os solventes apolares
se associam aos lipidios neutros (MERCER & AMENTA, 2011).

Misturas de cloroformio:metanol sdo usadas para assegurar a extragdo completa de
todos os lipidios neutros, tanto sob a forma de glébulos livres como sob a forma de
complexos associados a proteinas. Além disto, essas misturas extraem tanto lipidios
neutros, através do cloroférmio, como lipidios polares, através do metanol. Por esse
motivo, essas misturas tendem a apresentar maiores resultados de lipidios totais extraidos.
De acordo com Molina e colaboradores (1999), misturas de cloroférmio:metanol extraem
hidrocarbonetos, carotenoides, clorofilas, esterois, triacilglicerdis, ceras, aldeidos, acidos
graxos, fosfolipidios e glicolipidios; enquanto o uso de hexano extrai preferencialmente
hidrocarbonetos, triacilglicerois e acidos graxos.

A escolha dos solventes foi baseada em duas misturas de solventes apolares e polares
comumente utilizadas (cloroférmio:metanol na proporcéo 1:2 e 2:1), um solvente apolar
(hexano) e um solvente polar (etanol). Embora o uso do hexano possa parecer mais
adequado, visto que a extracdo € em grande parte, exclusivamente, de TAGs (uma das
matérias-prima para biodiesel); faz-se necessaria a exata quantificacdo de TAGs para
melhor selecdo do método de extracdo.

A figura 7 mostra a andlise comparativa dos diferentes protocolos em relagdo a
concentracdo de TAGs. A concentracdo de TAGs em relagdo ao peso seco da biomassa
mostrou ser relativamente proporcional ao teor de lipidios, logo o protocolo que apresentou
maior teor de lipidios, cloroférmio:metanol (2:1) associado ao uso de ultrassom, também
foi o protocolo que apresentou maior quantidade de TAGs por grama de biomassa. Apesar
dos solventes polares auxiliarem a extracdo de fosfolipidios e glicolipidios, os quais
também contém 4&cidos graxos, é muito improvavel que o kit enzimatico tenha
guantificando esses acidos graxos como TAGs, isso porque o sitio ativo da enzima do kit
liga-se a molécula de glicerol que esté associada aos acidos graxos do TAG. Logo a maior
concentragdo de TAG alcangada pelo uso da mistura cloroformio:metanol (2:1) pode ser
explicada pelo fato dos solventes polares auxiliarem a extragdo de lipidios neutros (TAGS)
tanto sob a forma livre como sob a forma de complexos, enquanto o solvente neutro

(hexano) extrai preferencialmente moléculas de TAGs livres.
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Figura 7. Analise comparativa de diferentes protocolos de extracdo em relacdo a concentragdo de TAGsS.
Etanol (m); hexano (m); Cloroférmio:metanol (1:2) com agitacdo manual (m); cloroférmio:metanol (1:2) com
ultrassom (m); cloroférmio:metanol (1:2) com potter ( ); cloroférmio:metanol (2:1) com potter (m) e
cloroférmio:metanol (2:1) com ultrassom (). As barras na vertical representam o desvio padrdo (n=3).

Quanto ao mecanismo de rompimento celular, a associacdo de ultrassom ao uso de
solventes organicos aumentou a quantidade de lipidios extraidos da biomassa de
microalgas. A figura 8 ilustra as consequéncias dos solventes e do ultrassom sobre a parede
celular de C. vulgaris.

Figura 8. Célula de C. vulgaris em diferentes fases de extracdo. (A) Controle - células antes de serem
submetidas a extracdo. Seta vermelha aponta a célula integra. (B) Detritos celulares das células rompidas -
extragdo com cloroférmio:metanol (2:1) associada ao uso do ultrassom por 20min. Seta vermelha aponta os
detritos. Em todos os mecanismos de rompimento celular testados foram observados detritos celulares.
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No ultrassom, a energia elétrica é transformada em energia mecénica através de
transdutores ultra-sénicos que provocam uma vibracdo mecanica a certa frequéncia. Essa
energia mecanica € chamada de cavitacdo ultrassonica e sua caracteristica mais importante é
causar vibragdes microscopicas que atuam como milhdes de micro explosdes. O efeito
quimico da cavitacdo ultrassbnica € a geracdo de radicais altamente reativos devido a
dissociacdo de algumas moléculas. Além disso, a imploséo de bolhas de cavitagdo no interior
do organismo em consequéncia ao uso do ultrassom pode contribuir para ruptura da parede
celular (MASON, PANIWNYK & LORIMER, 1996).

Dependendo da qualidade da ruptura celular, podem ser evitadas grandes quantidades
de solventes de modo que a extracdo seja mais eficiente. E valido lembrar que,
industrialmente, o processo de rompimento celular deve ser o mais eficiente tanto
energético como economicamente. Portanto, € 16gico pensar que uma avaliacdo de custo
versus beneficio deve ser feita para a escolha de tecnologias que visam a quebra da parede
celular durante a extracéo lipidica.

Os estudos realizados na primeira fase do presente trabalho definiram como melhor
protocolo a extracdo com cloroférmio:metanol (2:1) auxiliada pelo uso de ultrassom.
Também foi feita a analise do perfil de acidos graxos através do processo de
transesterificacdo utilizando o lipidio total extraido por esse protocolo. Os principais picos
presentes no cromatograma de ions totais (CIT) foram retidos entre 3 e 31min. A
composicdo em acidos graxos foi obtida através dos espectros de massas de seus derivados
ésteres metilicos, por consulta a biblioteca digital de espectros de massas padréo
Wiley7Nist05. A composicdo quantitativa apresentada foi obtida pelo método de
normalizacdo de areas, onde o percentual indicado corresponde a contribuicdo de cada pico
em area sobre o total de areas de todos os picos. O CIT do lipidio extraido com
cloroférmio:metanol (2:1) associado ao uso de ultrassom esta ilustrado na figura 9 e os

resultados da analise resumidos na tabela VIII.
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Figura 9. Cromatograma de ions do produto da reagdo de transesterificacdo. A reagdo de transesterificacao
foi realizada a partir do lipidio extraido com cloroférmio:metanol (2:1) associado ao uso de ultrassom.

Tabela VII1. Composi¢do percentual relativa dos lipidios extraidos com cloroférmio:metanol (2:1) associado
ao uso de ultrassom. Em negrito os &cidos graxos insaturados.

Tempo de
retencdo (min.)

Quantidade
relativa (%o)

Indicativo para os seguintes compostos

14,558

16,881
17,937
18,679
18,776
19,065
19,934
20,471
20,538
20,642-20,785
20,912
22,089
22,149
22,227
22,378
22,415
22,602
24,032
24,213
24,943
25,703
26,415
27,097

0,053

2,097
0,278
2,669
8,386
20,688
0,232
0,868
1,148
35,722
5,767
1,38
0,489
0,279
0,323
1,758
0,233
0,16
0,087
0,054
0,179
0,106
0,244

Acido dodecandico (Acido laurico)

Acido tetradecanoico (Acido miristico)

Acido pentadecandico

Acido 7,10 - Hexadecadiendico

Acido 7,10,13 - Hexadecatrienoico + hexadecendico (Acido palmitoléico)
Acido hexadecanoico (Acido palmitico)

Acido heptadecanéico (Acido margarico)

Acido 6,9,12 - octadecatrientico (Acido gama-linoléico)
Acido 9,12,15 - Octadecatriendico (Acido linolénico)
Acido 9,12 - Octadecadiendico (Acido linoléico)

Acido octadecanoico (Acido estearico)

Acido 5,8,11,14 - eicosatetraendico (Acido araquiddnico)
Acido 5,8,11,14,17 - eicosapentaendico

Acido 7,10,13 - eicosatriendico

Acido 8,11 - eicosadiendico

Acido 11 - eicosenoico + Acido 11,14,17 - eicosatriendico
Acido - eicosanoico (Acido araquidico)

Acido 13-docosendico (Acido ertcico)

Acido docosanoico (Acido behénico)

Acido tricosantico

Acido tetracosandico (Acido lignocérico)

Acido pentacosan6ico

Acido hexacosanoico
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A determinacdo das caracteristicas do biodiesel é feita mediante 0 emprego das
normas da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), das normas internacionais
"American Society for Testing and Materials™ (ASTM), da "International Organization for
Standardization” (1SO) e do "Comité Européen de Normalisation” (CEN).

Os oleos insaturados produzem um biodiesel mais susceptivel a oxidacdo devido a
sua instabilidade quando armazenado por muito tempo, desse modo, o perfil de &cidos
graxos € principalmente avaliado em relacdo aos teores de PUFAs (HU et al., 2008). No
produto de transesterificacdo da extracdo com cloroférmio:metanol (2:1) foram detectados
cerca de 21% de acido palmitico, 36% de acido linoléico, 1,1% de &cido linolénico, 1,4%
de &cido araquidénico e 24% de outros &cidos.

Em 2009, Converti e colaboradores avaliaram a eficiéncia de diferentes protocolos
de extracdo lipidica para biomassa de Nannochloropsis oculata obtida a 20°C e
70umol de fétons.m?s™. O protocolo de “Folch” associado ao uso de ultrassom (extraindo
24,3% LT em 6h) também se mostrou mais eficiente quando comparado ao “Folch”
original (7,0% LT em 1.5h), uso de éter de petréleo (7,2% LT em 4h), éter de petroleo
associado ao soxhlet (8,2% LT em 4h) e éter de petroleo associado ao ultrassom (3,3% LT
em 6h).

Montes D’Oca e colaboradores (2011) testaram a eficiéncia de alguns protocolos de
extracdo lipidica utilizando biomassa de Chlorella pyrenoidosa obtida comercialmente.
Para a extracdo lipidica, os autores utilizaram como solventes a mistura
cloroférmio:metanol (2:1), metanol, etanol, cloroférmio e hexano, todos associados ao uso
de ultrassom durante 20min. Dentre os protocolos testados, novamente a mistura
cloroférmio:metanol se mostrou mais eficiente (extraindo 12,29% LT) em relacdo ao
metanol (4,02% LT), etanol (1,96% LT), cloroférmio (7,54% LT) e hexano (0,37% LT).

Recentemente Araujo e colaboradores (2013) compararam cinco métodos de
extracdo lipidica em biomassa de Chlorella vulgaris: “Bligh & Dyer” associado ao uso de
ultrassom por 60min, diclorometano:metanol (2:1) associado ao uso de ultrassom por
30min, “Folch” associado ao uso de ultrassom por 30min, isopropanol:hexano (1:1,5)
associado ao uso de ultrassom por 60min e acetona associada ao soxhlet por 8h. A
biomassa foi obtida a 22+2°C, 20umol de fétons.cm™?s™ e fotoperiodo de ciclo claro e

escuro 18:6. Nesse caso, 0 protocolo segundo “Bligh & Dyer” se mostrou mais eficiente
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(extraindo 52,3% LT) frente ao diclorometano:metanol (10,9% LT), “Folch” (16,1% LT),
isopropanol:hexano (2,2% LT) e Soxhlet (1,8% LT). Araujo e colaboradores ainda
avaliaram a composicao dos acidos graxos para todos os protocolos estudados e afirmaram
ndo haver diferenca na composicao final de 6leo em funcdo dos métodos de extracdo. Na
biomassa de C. vulgaris obtida sob diferentes condi¢Ges de cultivo das que aqui foram
mostradas, foram detectados 39% de &cido palmitico, 16% de &acido linoléico, 23% de

acido oléico, 3% de &cido linolénico e 19% de outros &cidos graxos.

5.2 - Avaliacéao de diferentes condicdes de cultivo

5.2.1 - Concentragéo de nitrato x Concentragéo de fosfato

Pelo fato dos lipidios serem macromoléculas intracelulares e a sua extracdo levar ao
rompimento celular, em cultivos de microalgas parte da biomassa obtida pode ser utilizada
como indculo em uma nova batelada enquanto que outra parte é rompida para a extracao
lipidica. Sabendo que o aumento do conteldo lipidico esta relacionado as condigdes
limitantes de nitrogénio, e que a0 mesmo tempo a auséncia de nitrogénio impossibilita 0
crescimento celular; tentativas para aumentar a produtividade em lipidios podem reduzir a
produtividade em biomassa de modo a prejudicar o inéculo de futuras geracGes. Nesse
sentido, no presente trabalho foi feita uma avaliacdo prévia para maximizacao da producéao
de biomassa seguida de estratégia para o aumento do teor lipidico, de forma a alcancar de
fato uma maior produtividade em lipidios.

No processo de obtencéo de biomassa foram estudadas inicialmente como variaveis
independentes do planejamento experimental as concentracfes de nitrato de sédio e fosfato
de potéssio dibasico do meio de cultura. Como variavel dependente foi avaliada a
produtividade em biomassa, sendo obtida por quantificacdo diaria do peso seco. A taxa de
crescimento foi determinada por leituras diarias de DO7zonm. A tabela IX lista a taxa de
crescimento e a produtividade em biomassa obtida em cada ensaio, enquanto as tabelas X e

X1 apresentam a analise de variancia e o resumo estatistico, respectivamente.
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Tabela IX. Matriz de niveis do planejamento experimental com valores preditos (em negrito) e experimentais
da produtividade em biomassa, além da taxa de crescimento. Enquanto X, representa NaNOs, X, representa
K,HPO,.

Ensaios X1 Xo | w@) | Po@Ltd® | Po(gL™dY)
Garrafédo 1 -1 -1 0,129 0,021 0,025
Garraféo 2 +1 -1 0,171 0,028 0,032
Garrafédo 3 -1 +1 0,026 0,011 0,015
Garrafédo 4 +1 +1 0,243 0,025 0,030
Garrafdo 5 0 0 0,143 0,030 0,025
Garrafédo 6 0 0 0,137 0,020 0,025
Garrafédo 7 0 0 0,148 0,038 0,025
Tabela X. Andlise de variancia para a resposta.
Fonte qslfz;?j?addoé Ici;br:rlijsa(cjjz (Iq\iljzctjjlfa?j?)ss Valor de F Erz)/glf I';
Modelo 1,729E-004 3 5.762E-005 0.62 0.6484
X1 1,133E-004 1 1.133E-004 1.22 0.3504
Xa 4,210E-005 1 4.210E-005 0.45 0.5494
X1 X3 1,743E-005 1 1.743E-005 0.19 0.6944
Residual 2,793E-004 3 9.309E-005
Falta de ajuste | 1,170E-004 1 1.170E-004 1.44 0.3528
Erro puro 1,623E-004 2 8.115E-005
Tabela XI. Resumo estatistico do modelo.
Desvio padrdo  9,648E-003 R° 0,3823
Média 0,025 R? ajustado -0,2353
R? predito -9,3474

O modelo matematico que representa a produtividade em biomassa na regiao

experimental estudada pode ser expresso pela equacgéo a seguir:

Pb (g.L™.d™) = 0,025 + 5,323E-003 X; — 3,422E-003 X, + 2,087E-003 X; X, + 3,68E-003
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Valores de “Prob>F” menores que 0,05 (o =95%) indicam que 0s termos s&o
significativos. Nesse caso nenhum termo foi significativo. Na anélise de variéncia, a
curvatura (ndo significativa) foi tratada como falta de ajuste. A falta de ajuste ao modelo é
também observada no baixo valor de R? (0,3823). A diferenca entre os valores preditos e 0s
valores experimentais, bem como o alto erro experimental podem ser justificados por uma
possivel diferenca na intensidade luz. Embora todas as culturas estivessem submetidas as
mesmas condic¢Oes de temperatura e agitacdo, os garrafdes foram alocados em prateleiras
diferentes na estante e diferentes posicdes podem ter sido favorecidas por mais ou menos
intensidade luminosa. Com o intuito de corrigir essa situacdo, os garrafdes subsequentes
foram mantidos em sistema de rodizio diério para garantir que todas as culturas estivessem
sob as mesmas intensidades de luz.

De modo geral o modelo obtido ndo representa matematicamente a produtividade
em biomassa na regido estudada, sugerindo a repeticdo dos experimentos. Ainda que 0s
resultados obtidos ndo sejam validos estatisticamente, torna-se importante analisar alguns
graficos gerados pelo programa como possivel forma de direcionamento no
desenvolvimento de um novo desenho experimental.

Na andlise individual das varidveis (figuras 10 e 11) foi possivel observar que um
aumento na concentracdo de nitrato teve influéncia positiva sobre a resposta. Ao passar a
concentracdo de nitrato do nivel -1 para o nivel +1 (eixo das abscissas) a produtividade em
biomassa aumentou. Esse efeito positivo pode ser observado no modelo matematico através
do valor + 5,323E-003 X;. Em relagdo ao aumento da concentracdo de fosfato, este
apresentou efeito negativo (— 3,422E-003 X;). Ao passar a concentracdo de fosfato do nivel
-1 para o nivel +1 ocorreu uma queda na produtividade em biomassa. A influéncia da
concentracdo de nitrato sobre a resposta foi maior que a influéncia da concentracdo de
fosfato (|5,323E-003| >|3,422E-003|).

No grafico de interacdo das varidveis (figura 12), o grau de interacdo pode ser
caracterizado pela posicdo das retas: retas cruzadas representam forte interagéo e retas
paralelas estdo relacionadas a uma fraca ou ausente interacdo. Nesse caso, em que as retas
ndo estdo nem cruzadas nem paralelas, as variaveis podem ser caracterizadas como média
interacdo. No nivel -1 de nitrato (eixo das abscissas), a combinacdo com o nivel -1 de

fosfato (reta preta) apresentou maior produtividade em biomassa quando comparado ao
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nivel +1 de fosfato (reta vermelha). Ao aumentar a concentragdo de nitrato (nivel +1), as
variacOes de fosfato ndo apresentaram diferenca no resultado, sendo novamente a
produtividade em biomassa maior no nivel -1 de fosfato.

Quando o fosfato foi utilizado em sua condi¢do +1 ocorreu maior influéncia sobre a
resposta que quando utilizado na condigdo -1 (reta vermelha com maior angulo de
inclinacdo). Embora com diferentes influéncias, a produtividade final em biomassa se
manteve maior com o fosfato em seu nivel -1, independente da concentracéo de nitrato. No
direcionamento de um novo planejamento, a concentracdo de fosfato poderia ser fixada em
seu nivel mais baixo (4,49mg.L™* K,HPO,) ou ainda avaliada em concentracdes inferiores
as estudadas. J& a concentracdo de nitrato poderia ser fixada em seu nivel mais alto
(120mg.L™) ou avaliada em concentragdes superiores as estudadas.
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Figura 10. Andlise da concentracdo de nitrato sobre a produtividade em biomassa. Eixo das abscissas
corresponde aos valores codificados de nitrato. Eixo das ordenadas representa os valores obtidos para a
produtividade em biomassa. As barras na vertical representam o erro experimental. Os circulos representam
0s pontos centrais.
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Figura 11. Andlise da concentracdo de fosfato sobre a produtividade em biomassa. Eixo das abscissas
corresponde aos valores codificados de fosfato. Eixo das ordenadas representa os valores obtidos para a
produtividade em biomassa. As barras na vertical representam o erro experimental. Os circulos representam
0S pontos centrais.
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Figura 12. Interacdo da concentragdo de nitrato e concentracdo de fosfato. Eixo das abscissas corresponde aos
valores codificados de nitrato. Eixo das ordenadas representa os valores obtidos para a produtividade em
biomassa. Reta preta corresponde a concentragdo de fosfato em seu nivel -1 e reta vermelha corresponde a
concentragdo de fosfato em seu nivel +1. As barras na vertical representam o erro experimental. Os circulos
no centro do gréafico representam os pontos centrais, enquanto os circulos nas extremidades representam 0s
ensaios.
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5.2.2 — Concentragao de nitrato x Inoculo inicial de células

Como resultado do primeiro planejamento experimental, o fosfato foi fixado em seu
ponto minimo (4,49mg.L* K,HPO,) enquanto o nitrato foi avaliado em maiores
concentragdes. Em um segundo desenho experimental, foram estudadas como variaveis
independentes as concentra¢fes de nitrato e o indculo inicial de células. Como variavel
dependente foi avaliada a produtividade em biomassa sendo determinada por quantificacéo
diéria do peso seco. A taxa de crescimento foi definida por observagdes diarias de DO73onm.
A tabela XII lista a taxa de crescimento e a produtividade em biomassa obtida em cada
ensaio, assim como as tabelas XIIl e XIV apresentam a analise de variancia para as

respostas obtidas e o resumo estatistico, respectivamente.

Tabela XI11. Matriz de niveis do segundo planejamento experimental com valores preditos (em negrito) e
experimentais da produtividade em biomassa, além da taxa de crescimento. Assim como X; representa
NaNQO3, X, representa o indculo inicial de células.

Ensaios X4 Xo | w@) | Po@Ltd® | Po(gL™dY)
Garrafao 1 -1 -1 0,550 0,025 0,026
Garraféo 2 +1 -1 0,574 0,026 0,026
Garrafao 3 -1 +1 0,157 0,029 0,033
Garrafdo 4 +1 +1 0,151 0,033 0,037
Garrafao 5 0 0 0,275 0,032 0,033
Garrafao 6 0 0 0,327 0,032 0,033
Garrafao 7 0 0 0,334 0,033 0,033

Tabela XI11. Analise de variancia para a resposta obtida no segundo planejamento.

Fonte Soma dos Graus de Meédia dos Valor de E p- valor

quadrados | liberdade gquadrados Prob>F

Modelo 3,814E-005 3 1,271E-005 43,46 0,0226

X1 6,250E-006 1 6,250E-006 21,37 0,0438

Xz 2,870E-005 1 2,870E-005 98,11 0,0100

X1X; 3,189E-006 1 3,189E-006 10,90 0,0808

Curvatura 3,237E-005 1 3,237E-005 110,65 0,0089
Erro puro 5,850E-006 2 2,925E-007
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Tabela XIV. Resumo estatistico do modelo do segundo planejamento.

Desvio padrdo  3,314E-003 R® 0,5365
Média 0,030 R? ajustado 0,7029
R? predito -16,3633

O modelo matematico que representa a produtividade em biomassa na regido experimental

estudada pode ser expresso pela equacéo a seguir:

Pb (g.L™".d™) = 0,030 + 1,250E-003 X; + 2,679E-003 X, + 8,929E-004 X; X, + 2,70E-004

Uma vez que, valores “Prob>F” menores que 0,05 indicam significancia nos termos
avaliados, foram significativos estatisticamente o modelo, a concentragdo de nitrato, o
indculo inicial de células e a curvatura. Embora grande parte dos valores experimentais
tenha sido parecido com os valores preditos, foi observado uma diferenca nos ensaios 3 e 4,
sendo encontrado um R? de 0,5365. Os resultados aqui mostrados permitem a utilizagdo do
modelo matematico para a area de estudo avaliada.

Quando a concentragéo celular foi a mesma em todos os ensaios (primeiro desenho
experimental), de modo geral, maiores taxas de crescimento também foram maiores
produtividade em biomassa. Ao variar a concentracdo inicial de células, a taxa de
crescimento passou a ser inversamente proporcional a concentracdo celular e néo
apresentou mais relacdo com a produtividade. Ensaios com menor inéculo inicial
apresentaram maior taxa de crescimento quando comparados aos ensaios com maior
indculo.

Na anéalise individual das variaveis (figuras 13 e 14) foi possivel observar que ao
passar a concentragdo de nitrato do nivel -1 para o nivel +1 a produtividade em biomassa
aumentou, sendo esse efeito positivo quantificado pelo valor + 1,250E-003. O mesmo foi
observado ao aumentar o indculo inicial de células do nivel -1 para o nivel +1. Nesse caso,
o efeito da variavel X, foi maior do que o efeito da variavel X; (|2,679E-003| >|1,250E-
003)).

No grafico de interacdo (figura 15), as varidveis apresentam média interacdo. A
interacdo das variaveis gera um efeito maior que quando observadas separadamente
(18,929E-003| >|2,679E-003|>|1,250E-003|). Tanto no nivel -1 quanto no nivel +1 de nitrato

(eixo das abscissas), a maior produtividade em biomassa foi obtida quando combinado com
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o nivel +1 do in6culo inicial de células (reta vermelha). Contudo, é ainda observada uma
maior produtividade no nivel +1 de nitrato e nivel +1 do in6culo inicial de células.

Quando as ceélulas estdo em sua concentracdo mais baixa (reta preta), utilizar mais
ou menos nitrato ndo interfere na resposta final de produtividade em biomassa. Ja em
elevada concentragéo celular (reta vermelha), aumentar a concentragdo de nitrato promove
um efeito significativo na produtividade em biomassa (reta vermelha com maior angulo de
inclinacdo). A figura 16 relaciona a produtividade em biomassa com a concentracdo de
nitrato e o indculo inicial de células. A regido vermelha indica a area de maior
produtividade (1,21g.L™ de NaNO3z e DO73onm inicial de células de 0,2).
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Figura 133. Analise da concentragdo de nitrato durante o segundo planejamento. Eixo das abscissas
corresponde aos valores codificados de nitrato. Eixo das ordenadas representa os valores obtidos para a
produtividade em biomassa. As barras na vertical representam o erro experimental. Os circulos representam
0s pontos centrais, estando dois PC no mesmo ponto.
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Figura 144. Andlise do in6culo inicial de células sobre a produtividade em biomassa. Eixo das abscissas
corresponde aos valores codificados do indculo. Eixo das ordenadas representa os valores obtidos para a
produtividade em biomassa. As barras na vertical representam o erro experimental. Os circulos representam
0s pontos centrais, estando dois PC no mesmo ponto.
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Figura 155. Interacdo do indculo inicial de células e concentracéo de nitrato. Eixo das abscissas corresponde
aos valores codificados de nitrato. Eixo das ordenadas representa os valores obtidos para a produtividade em
biomassa. Reta preta corresponde ao indculo inicial de células em seu nivel -1, enquanto a reta vermelha
corresponde ao inoculo inicial de células em seu nivel +1. As barras na vertical representam o erro
experimental. Os circulos no centro do grafico representam os pontos centrais, enquanto os circulos nas
extremidades representam 0s ensaios.
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Figura 166. Produtividade em biomassa em relacdo ao indculo inicial de células e a concentracdo de nitrato
no meio de cultura. (A) Gréafico tridimensional das respostas. Regido vermelha tende a gerar maior
produtividade em biomassa (B). Regido de maior produtividade ampliada.

Como etapa fundamental na metodologia do planejamento experimental, o resultado
final passou por uma etapa de validacdo. Para confirmacdo das melhores condicdes de
cultivo visando a maximizacdo da biomassa, foram repetidas as condi¢es experimentais do
segundo planejamento. A biomassa foi cultivada nas seguintes condigdes: 4,49mg.L™ de
K,HPO,; 1,21g.L™" de NaNO3 e DOy30nm inicial de 0,2. A produtividade em biomassa ao
final do cultivo foi determinada por quantificacdo do peso seco. Como resultado final foi
obtida uma produtividade em biomassa de 0,031g.L™.d™, a qual corrobora com o resultado

obtido no planejamento nas mesmas condices mencionadas (0,033g.L™.d™).

Quando a concentracéo de nitrato foi ampliada e a concentracao de fosfato reduzida,
durante o primeiro desenho experimental, observou-se um aumento na produtividade em
biomassa, passando de aproximadamente 0,016g.L™".d" (REZENDE et al., 2012) para
0,028g.L".d". Apébs o segundo desenho experimental, com aumento da concentragdo de
nitrato e do inoculo inicial de células, obteve-se uma produtividade ainda superior de
0,033g.L™%.d™. O maior resultado em produtividade foi alcangado principalmente em fungéo
da reducdo do tempo de cultivo necessario a obtencdo de biomassa, passando de
aproximadamente 25 dias (REZENDE et al., 2012) para 13 dias de cultivo.
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O menor tempo de cultivo foi proporcionado ndo s6 pelas elevadas quantidades de
nitrato, que possibilitou a realizacdo de diversas reacBes metabdlicas necessérias ao
crescimento celular, como tambeém pelo maior inoculo celular. Contudo alguns aspectos
necessitam ser avaliados tais como: custo versus beneficio do aumento da concentracéo de

nitrato e indculo celular ideal para obtencdo de biomassa.

A reducédo no tempo de cultivo reduz custos do processo, como por exemplo, a
energia necessaria ao funcionamento do sistema de cultivo. Muitas vezes o custo do meio
de cultura ainda é inferior ao gasto energético necessario para manutencdo de um sistema
de cultivo em uma planta piloto (DUERR, EDRALIN & PRICE, 1997).

Em relacdo a concentracdo inicial de células, o in6culo na fase exponencial
(DO730nm 0,2), apresenta como vantagem a reducdo da fase lag de crescimento. Nesse caso
as células ja ultrapassaram a fase de adaptacdo e como estdo sendo inoculadas em um meio
mais rico (maior concentracdo de nitrato e a reducdo de fosfato ndo é significativa)
estabelecem imediato crescimento exponencial. Embora pareca ldgico que uma maior
concentracdo celular favoreca a obtencdo final de biomassa, é importante que o indculo
inicial esteja em sua fase exponencial. Isso porque na fase exponencial, as células

geralmente se encontram em condi¢des mais “saudaveis” e com o metabolismo acelerado.

Ainda que sejam encontrados muitos relatos sobre a produtividade de Chlorella
vulgaris, muitas vezes torna-se dificil a comparagdo entre os dados obtidos em funcéo das
diferentes condi¢des descritas, como intensidade de luz e aeracdo. Em 2009, Liang,
Sarkany & Cui compararam a produtividade em biomassa para Chlorella vulgaris quando
mantida sob diversas condi¢Ges de cultivo. Em cultivo autotrofico, as células foram
cultivadas nas seguintes condicdes: 0,18g.L™ de fon nitrato; 0,16g.L™ de fon fosfato; vazéo
de ar de 200mL.min™; e luz fluorescente constante. Apds 23 dias de crescimento celular,
foi obtida uma produtividade em biomassa de 0,010g.L™.d.

Embora alguns autores estejam obtendo maiores produtividades em biomassa, na
grande maioria das vezes ocorre a injecdo de CO,, como no trabalho de Ming Lv e
colaboradores (2010) que avaliaram o crescimento celular de Chlorella vulgaris sob
diferentes condicbes de cultivo. Dentre algumas situagGes, a célula foi cultivada em:
0,31g.L™ de fon nitrato; 6,99g.L™ de fon fosfato; sob aeracdo com ar enriquecido com CO,

a 1,0% em uma vazdo de 1,2L.min""; iluminacéo constante de 60umol de fétons.m?s™: e
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temperatura de 25°C. Ao final de 4 dias de cultivo, foi obtida uma produtividade em torno
de 0,26g.L™.d*. Nesse trabalho os autores avaliaram também o consumo de nitrato, o qual
foi zerado ao final dos 4 dias de cultivo.

Em 2012, Kim e colaboradores otimizaram as condi¢fes de cultivo através do
planejamento experimental e compararam a produtividade em biomassa para trés algas
verdes. Como variaveis independentes foram avaliadas as concentragdes de cloreto de
amonio, fosfato de potéssio dibasico e pH do meio de cultura. A variavel dependente
observada foi a produtividade em biomassa apos 11 dias de cultivo. As células foram
mantidas sob sistema de ciclo claro e escuro 12:12, 27°C, 100umol de fétons.m™?s™ e a
densidade celular determinada através do DOggonm. A maxima produtividade obtida para
Chlorella sp. foi de 0,091g.L™".d* quando cultivada em 20mM de NH.CI (ou 0,28g.L™ de
nitrogénio, para efeito de comparacdo a quantidade de 1,21g.L™" de NaNOs utilizada no
presente trabalho corresponde a 0,20g.L™ de nitrogénio); 0,19g.L™ de ion fosfato e pH 7,0.

Uma vez otimizadas as condi¢cdes de cultivo, foi avaliada a produtividade em
biomassa em diferentes concentragdes de CO, em fotobiorreator tubular fechado. Os
melhores resultados foram observados quando se utilizou o ar enriquecido com CO;a 1,0%.
Nesse caso foi obtida um taxa especifica de crescimento igual a 0,58d* e uma

produtividade em biomassa de 0,28g.L™*.d™.

5.3 - Aplicacéo de condigéo de estresse no meio de cultivo

Uma vez determinadas as melhores condi¢Ges para crescimento celular de C.
vulgaris, tais condi¢bes foram reproduzidas visando a obtencdo de biomassa. Apds o
crescimento (12 etapa), parte da biomassa foi centrifugada e liofilizada para avaliacdo de
seu contetdo lipidico e outra parte centrifugada foi lavada e inoculada em “meio de
estresse”, isento de nitrato de sodio (2% etapa). Ao final de quatro dias a biomassa foi
novamente centrifugada, liofilizada e analisada quanto ao seu teor e perfil lipidico. A
produtividade em biomassa ao final de cada etapa foi avaliada através do peso seco. A

figura 17 mostra o crescimento celular (escala logaritmica) em diferentes etapas de cultivo.

A tabela XV resume as avaliages aps a 12 e a 22 etapa de cultivo. A excecdo da
produtividade em biomassa que reduziu, os demais termos avaliados foram favorecidos

pela condicdo limitante de nitrato no meio extracelular. Embora o teor de lipidios tenha
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aumentado significativamente, a produtividade em lipidios ndo sofreu grandes mudancas

devido a produtividade em biomassa que diminuiu.

No presente trabalho foi possivel aumentar o teor de lipidios (de 19,6% pra 25,4%)
realizando-se o cultivo em duas etapas sendo a segunda de auséncia de nitrato no meio de
cultura. Além disto, foi possivel reduzir o tempo de cultivo de 25 dias para 17 dias, ao

otimizar a concentracdo de nitrato, fosfato e DO73onm inicial.
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Figura 17. Crescimento celular em diferentes etapas de cultivo. (W) Condigdes favordveis ao crescimento
celular: 1,219.L‘1 de NaNOQO;, 4,499.L‘l de K,HPO,; e DO7s0nm inicial de 0,2. Apoés alcancarem a fase
estacionaria de crescimento (DO7300m = 1,022), as células foram centrifugadas, lavadas e ressuspendidas em
meio contendo 4,49g.L™ de K,HPO, e isento de NaNO;. (M) Meio de estresse para induzir ao aumento da
produtividade em lipidios. Com eficiéncia em torno de 97% de centrifugacéo, as células foram inoculadas em
meio de estresse com DO-3gnm de 0,997 e mantidas por mais 4 dias até alcangarem 0 DO73g,m de 1,058.

Tabela XV. Analise comparativa apds 12 e 22 etapa de cultivo.

Avaliacao Antes Estresse | Depois Estresse
Produtividade em biomassa (g.L™.d™) 0,032 + 0,001 0,027 + 0,004
Teor de lipidios (%) 19,6 25,4
Produtividade em lipidios (mg.L™.d™) 6,65+ 0,212 75+0,141
Produtividade em TAG (mg.g™*.d™) 274+ 0,707 31,3 + 0,566
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As figuras 18 e 19 ilustram o perfil cromatogréafico dos lipidios extraidos apds 12 e
22 etapa de cultivo, respectivamente. As tabelas XV1 e XVII resumem os principais &cidos
graxos encontrados. Apds 12 etapa de cultivo foram detectados cerca de 18% de acido
palmitico, 29% de &cido linoléico, 4% de acido linolénico e 1,4% de acido araquidonico.
Apos a inducdo de estresse o perfil cromatogréafico apresentou 24% de acido palmitico,
13% de &cido linoléico, 30% de acido linolénico e 0,7% de &cido araquidonico.

Apesar de ndo haver restricbes na regulamentagdo nacional, a norma EN14214
estabelece que o limite maximo aceitavel para o teor de &cido linolénico é de 12%, e é de
1% o teor maximo admitido para os &cidos graxos com mais de trés duplas ligagdes. Com
base nessas informac@es conclui-se que o perfil de &cidos graxos apds 12 etapa de cultivo é
mais adequado para a producao de biodiesel. No entanto, é valido relembrar que o contetido

e perfil lipidico podem ser alterados em funcéo das variagfes nas condicdes de cultivo.

Segundo levantamento da safra brasileira de grdos 2012/13, o cultivo de soja
(principal matéria-prima utilizada para obtencdo de biodiesel) tem ocupado uma &rea de
2.6879 mil hectares, com produtividade agricola de 2.841 Kg.ha® (0,78g.m?2.d™) e
produtividade em 6leo de 559Kg.ha’ ao ano (ou 0,15g.m2.d') (CONAB, 2012).
Imaginando um tanque de cultivo de microalga com 30cm de altura, onde 1L de cultura
ocupa uma area aproximadamente de 0,0033m?, a produtividade em biomassa ap6s 17 dias
para uma cultura com densidade de 0,5g.L™ seria cerca de 8,9g.m?.d™. Se essa biomassa
apresentar ainda 25,4% de teor lipidico, a produtividade em lipidios decorridos os 17 dias
de cultivo seria de 2,26g.m™2.d™. Nessas condicdes, a produtividade em biomassa de C.
vulgaris seria 11 vezes superior a produtividade atingida pela soja, enquanto a
produtividade em lipidios seria 15 vezes superior. Vale lembrar que parte da producdo de
soja esta destinada a fins alimenticios, e a produtividade de soja citada se refere ao total da
producdo. Logo € légico pensar que a quantidade de oleaginosa por hectares direcionada a

producéo de biodiesel é ainda menor.
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Figura 18. Cromatograma de ions do produto da reacdo de transesterificacdo. A reacdo de transesterificacdo
foi realizada a partir do lipidio presente em biomassa obtida na 12 etapa de cultivo.

Tabela XVI. Composicdo percentual relativa dos lipidios presentes em biomassa obtida na 12 etapa de
cultivo. Em negrito os &cidos graxos insaturados.

Tenlpo d? Quaptldade Indicativo para os seguintes compostos

retencdo (min.) relativa (%o)

16,691 1,956 Acido tetradecan6ico (Acido miristico)

17,737 0,315 Acido pentadecandico

18,492 4,835 Acido 7,10 - Hexadecadiengico

18,624 13,126 Acido 7,10,13 - Hexadecatrienoico + hexadecendico (Acido palmitoléico)

18,883 17,572 Acido hexadecanoico (Acido palmitico)

19,737 0,277 Acido heptadecanéico (Acido margarico)

20,282 1,202 Acido 6,9,12 - octadecatriendico (Acido gama-linoléico)

20,442 28,533 Acido 9,12 - Octadecadiendico (Acido linoléico)

20,646 4,312 Acido 9,12,15 - Octadecatrienoico (Acido linolénico)

20,723 2,784 Acido octadecandico (Acido esteérico)

21,891 1,378 Acido 5,8,11,14 - eicosatetraendico (Acido araquiddnico)

21,946 0,410 Acido 5,8,11,14,17 - eicosapentaendico

22,023 0,119 Acido 7,10,13 - eicosatriendico

22,205 0,256 Acido 11 - eicosendico + Acido 11,14,17 - eicosatriendico

22,398 0,058 Acido - eicosanoico (Acido araquidico)

25,493 0,140 Acido tetracosandico (Acido lignocérico)
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Figura 19. Cromatograma de ions do produto da reacdo de transesterificacdo. A reacdo de transesterificacdo
foi realizada a partir do lipidio presente em biomassa obtida na 22 etapa de cultivo (cultivo em auséncia de

nitrato).

Tabela XVII. Composicdo percentual relativa dos lipidios presentes em biomassa obtida na 22 etapa de
cultivo. Em negrito os &cidos graxos insaturados.

Tempo de
retencdo (min.)

Quantidade
relativa (%o)

Indicativo para os seguintes compostos

16,674
17,737
18,492
18,547
18,795
19,726
20,255
20,414
20,508
20,662
21,869

1,375
0,166
3,768
12,908
23,649
0,102
0,694
12,859
30,342
1,773
0,684

Acido tetradecanoico (Acido miristico)

Acido pentadecandico

Acido 7,10 - Hexadecadiendico

Acido 7,10,13 - Hexadecatrienoico + hexadecendico (Acido palmitoléico)
Acido hexadecanoico (Acido palmitico)

Acido heptadecanéico (Acido margarico)

Acido 6,9,12 - octadecatrientico (Acido gama-linoléico)
Acido 9,12 - Octadecadiendico (Acido linoléico)

Acido 9,12,15 - Octadecatriendico (Acido linolénico)
Acido octadecanoico (Acido estearico)

Acido 5,8,11,14 - eicosatetraendico (Acido araquiddnico)
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Pela simples comparacgéo feita anteriormente ficam claras as vantagens do uso de
microalgas para producdo de biodiesel, embora ainda sejam necessarios outros estudos
visando reduzir ainda mais o tempo de cultivo para aumentar significativamente a
produtividade em lipidios. Quando Liang e colaboradores (2009) mantiveram Chlorella
vulgaris sob condigdes autotrdficas e sob auséncia de ion nitrato, a produtividade em
lipidios apds 23 dias de cultivo foi de 4mg.L™".d™". Nessas condic@es o teor lipidico obtido
foi de 33%.

Quando Ming Lv e colaboradores (2010) cultivaram Chlorella vulgaris sob
condicdes limitantes de nitrato de potassio, a produtividade em lipidios apos 4 dias de
cultivo ficou em torno de 40mg.L™.d™.

Em 2012, Ling Yeh e colaboradores estimaram a influéncia de diferentes meios de
cultivo na produtividade lipidica de Chlorella vulgaris. As células cultivadas a 25°C de
temperatura e 60 pmol de fétons.m™?s™ de intensidade luminosa em ciclo claro e escuro
16:8, foram mantidas em condicdes autotréficas, utilizando como fonte de carbono
organico CO; ou NaHCO3. Na presenca de NaHCOs, a produtividade em lipidios ap6s 5
dias de crescimento variou de 2,7 a 6,3mg.L™".d™, dependendo da composicio do meio de
cultivo. Quando na presenca de ar enriquecido com CO, a 2,0% em uma vazdo de 0,2vvm,
a produtividade variou entre 40,2 e 56,2 mg.L™.d™". Quando obtida uma produtividade de
56,2mg.L™.d™, o perfil de 4cidos graxos foi 0 seguinte: 5,24% de 4cido palmitico; 0,06%
de &cido palmitoléico; 2,39% de acido olénico; 3,31% de acido oléico; 6,16% de acido

linoléico; 1,18% de &cido linolénico; e 5,5% outros acidos.
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6 - CONCLUSOES

O uso da mistura dos solventes organicos cloroférmio:metanol (2:1) associado ao uso de
ultrassom se mostrou mais eficiente a extracdo de lipidios totais e TAGs em biomassa de
Chlorella vulgaris. O uso dessa mistura pode favorecer a extracdo de lipidios neutros
(TAGs) tanto sob a forma livre como sob a forma de complexos. A associacdo do uso de
ultrassom ao uso do solvente favorece o rompimento celular e aumenta o rendimento da

extracéo.

A méxima produtividade em biomassa foi observada quando foi utilizado uma
concentracdo de 1,21g.L™ de NaNOs; 4,49g.L™ de K,HPO, e indculo inicial de células
igual a DO730nm 0,2. O aumento na concentracdo de nitrato de sdédio favoreceu no
desenvolvimento de diversas reagdes metabdlicas associadas ao crescimento celular, assim

como o aumento no in6culo inicial reduziu a fase lag de crescimento.

A excecdo da produtividade em biomassa, o teor e a produtividade em lipidios, assim como
a produtividade em TAGs foram favorecidos pela condicdo limitante de nitrato no meio
extracelular. Ainda que tenha sofrido reducéo ap0s a etapa de estresse, a produtividade final
em biomassa se manteve favoravel em relacdo a produtividade obtida no inicio do estudo.
No presente trabalho foi possivel aumentar a produtividade final em biomassa e em lipidios

e reduzir o tempo total de cultivo.
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8 - ANEXO

Meio WC modificado (GUILLARD & LORENZEN, 1972)

Reagente Concentragéo
Tampéo TRIS 0,5g.L7"
NaNOj; 0,085g.L*
NaHCO; 0,0126g.L™
CaCly.2H,0 0,03676g.L™
MgS04.7H,0 0,03697¢g.L™*
K,HPO, 0,00871g.L™
H3BO3 1% imL.L?
Solucdo de vitaminas imL.L?
Solucédo de metais tracos imL.L?
Ph (ajustado com HCI 1M) 8,5

Solucdo de vitaminas

Reagente Concentragéo
Tiamina 0,1g.L™"
Cianocobalamina 0,0005g.L™*
Biotina 0,0005g.L™

Filtracdo em membrana de
0,22um
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Solucéo de metais tragos

Reagente Quantidade
CuS04.5H,0 0,0098g
ZnS0,4.7H,0 0,022g
CoCl,.6H,0 0,01g
MnCl,.4H,0 0,18g
NaMo0,.2H,0 0,0063g
Ferro Quelado 900mL
Ferro Quelado
Reagente Quantidade
Na,EDTA 4,369
FeCl;.6H,0 3,159
Agua destilada 900mL
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Solventes utilizados para extragéo de lipidios totais

Solventes Caracteristicas
Cloroférmio Marca TEDIA
HPLC/ SPECTRO CS 1334-001 Estabilizado com 0,5-1,0% etanol
n- < 95% Marca TEDIA
HPLC/ SPECTRO HS 1722-001
Metanol Marca TEDIA
HPLC/ SPECTRO MS 1922-001
Etanol Marca TEDIA

HPLC/ SPECTRO AS 1131-001

Equipamentos utilizados para rompimento celular

Equipamentos

Caracteristicas

Potter

Ultrassom

Unidade potter para trituracdo com pistilo Modelo TE-099
Dimensédo L= 350 x P= 300 x A=540mm
Poténcia 150W

Banho ultrassdnico Modelo USC 180
Frequéncia 40KHZ
Poténcia 132W
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