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RESUMO

Buchelly, Raguel Juliana Romo. Avaliacao do perfil de acidos graxos e respostas bioquimicas
de Isochrysis galbana sob diferentes condig¢fes fotoautotroficas, visando a producédo de
acidos graxos poli-insaturados (6mega 3). Rio de Janeiro, 2015. Dissertacdo (Mestrado em
Tecnologia de processos quimicos e bioquimicos)- Escola de Quimica, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Os acidos graxos poli-insaturados (PUFA), entre eles, o tipo 6mega 3, 0 acido eicosapentaenodico
(EPA) e docosahexaenodico(DHA) sdo considerados acidos graxos essenciais para manter a satde
humana. A microalga Isochrysis galbana € reconhecida por sua boa qualidade nutricional e por
sua capacidade de armazenar carboidratos, carotenoides e lipidios com alto conteldo de acidos
graxos poli-insaturados, sendo avaliada como uma fonte promissora de dmega 3. Nesse contexto,
0 presente trabalho teve como objetivo a avaliagdo da etapa de cultivo (na fase final de
crescimento e estaciondria) e a otimizacdo das condi¢des de cultivo fotoautotroficas de
Isochrysis galbana, variando simultaneamente trés fatores: intensidade luminosa, salinidade e
aeracdo, para produzir maiores porcentagens de PUFAs do tipo dmega 3, como o DHA , em seu
perfil total de &cidos graxos, levando em conta outras respostas bioquimicas importantes como a
acumulacdo de lipidios, concentracdo de biomassa e densidade celular e estudando paralelamente
o efeito desses parametros na producdo de carboidratos e pigmentos fotossintéticos. Como
resultado, foi determinado que a coleta da microalga na etapa final de crescimento apresenta uma
maior produtividade de biomassa de 40.37 mg/Ld, com um aumento no contetdo do &cido graxo
a linolénico (ALA, precursor dos 6mega 3). Também foi encontrado que intensidades de luz
sobre a saturacdo luminosa entre 115 — 130 pmol fotons/m?s, salinidades altas de 47 g/L e uma
vazdo de ar de 2.5 vvm sdo as condi¢des fotoautotréficas ideais no cultivo de Isochrysis galbana
para alcancar uma otimizacdo simultanea de porcentagem de DHA (12.5 %), &cidos graxos poli-
insaturados tipo dmega 3 (41.6 %), concentracdo de biomassa (231 mg/L) e porcentagem de
lipidios totais (27.28 %). A razédo de poli-insaturados 6mega 3/6mega 6 nas condi¢des avaliadas
variou entre 4 — 7, evidenciando o potencial da biomassa de Isochrysis galbana para suplemento
alimenticio humano ou aquicultura. As outras respostas bioquimicas de carboidratos e pigmentos
fotossintéticos como clorofila A, C e carotenoides variaram segundo as condic¢Bes de cultivo
entre 8.3-15%, 1.4 - 4.0 ug/mL, 0.4 - 1.14 pg/mL e de 1 - 2.9 pug/mL, respetivamente.

Palavras-chave: Microalga, Omega 3, Acidos graxos, Otimizac&o



ABSTRACT

Buchelly, Raguel Juliana Romo. Evaluation of fatty acid profile and biochemical responses
of Isochrysis galabana under different photoautotrophic conditions, aiming the production
of polyunsaturated fatty acids (omega 3). Rio de Janeiro, 2015. Thesis (Master’s degree in
technology of chemical and biochemical processes) — Chemical School, Federal University of
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Omega 3-type polyunsaturated fatty acids (PUFASs), included eicosapentaenoic (EPA) and
docosahexaenoic acid (DHA) are essential fatty acids for maintenance of human health. The
microalgae Isochrysis galbana is recognized for its good nutritional quality and its ability to
store carbohydrates, carotenoids and lipids with high content of polyunsaturated fatty acids,
being documented as a promising source of omega 3. In this context, the aim of this work is to
evaluate the growth phase (final exponential growth and stationary phase) and the optimization
of photoautotrophic culture conditions of Isochrysis galbana, by ranging simultaneously: light
intensity, salinity concentration and air flow, in order to produce higher percentages of DHA
and omega 3-type PUFAs, considering other important biochemical responses, such as lipid
accumulation, biomass production and cell density. At the same time, the effect of these
parameters in carbohydrates and photosynthetic pigments production is assessed. As a result, it
was determined that harvest of microalgae biomass in the final exponential growth phase has a
higher biomass yield of 40.37 mg/Ld, with an increase in the content of alpha-linolenic fatty acid
(ALA, Precursor of omega 3). Light intensity near to luminous saturation between 115-130
umol photons/m?s, high salinity at 47 g/L and an air flow at 2.5 vvm are the ideal conditions for
the photoautotrophic culture of Isochrysis galbana to achieve a simultaneous optimization in the
content of DHA (12.5%), omega 3-type polyunsaturated fatty acids (41.6%), total lipids
(27.28%) and biomass concentration (231 mg/L). The ratio of polyunsaturated acids omega
3/omega 6, in the evaluated conditions, was maintained in 4-7, showing the potential of
Isochrysis galbana biomass as a food supplement for humans or fish feed. Other biochemical
responses as carbohydrates and photosynthetic pigments like chlorophyll A, C and carotenoids

varied according to culture conditions from 8.3 to 15%, 1.4 to 4.0 pg/mL, 0.4 to 1.14 pg/mL and
1 to 2.9 pg/mL, respectively.

Keyword: Microalgae, Omega 3 fatty acids, Optimization
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16

1 INTRODUCAO

A progressiva mudanga nos habitos alimentares nas dltimas décadas, favorece o
consumo de alimentos processados do tipo fast food (hambdrguer, pizza, batata frita, entre
outros) e de 6leos de sementes que apresentam um alto contetdo de acidos graxos saturados e
PUFAs do tipo 6mega 6, mas sdo alimentos empobrecidos em PUFAs do tipo 6mega 3. 1sso
tem provocado uma alarmante alteragdo na proporgéo ideal de 6mega 3/6mega 6 que deve
estar presente no corpo. Segundo o reportado por experientes em nutricdo, essa relagéo
precisa se manter a niveis menores de 1:5, no entanto, a proporcdo tem aumentado entre 10
até 25 vezes a mais no dmega 6 do que no 6mega 3, causando graves doencas relacionadas
com problemas cardiovasculares, altos niveis de colesterol no sangue, enfermidades

autoimunes, asma e cancer (Hakvag, 2012; Rubio-Rodriguez et al., 2010).

Devido ao atual contexto social e a dificuldade de alterar os habitos alimentares na
populagéo, existe um forte interesse em incluir produtos enriquecidos com dmega 3 na dieta,
destacando-se 0 DHA e o EPA, para retornar ao equilibrio do corpo, utilizando 6leos
encapsulados e alimentos funcionais de uso diario, entre eles leite, iogurte, ovos, massa, paes,

biscoitos e cereais (Conchillo, Valencia, & Puente, 2012; Coutinho et al., 2008).

A dose diaria recomendada por organizacdes de salde de émega 3 (EPA e DHA) é de
430 mg/dia para as mulheres e de 667 mg/dia nos homens (Gupta, Barrow, & Puri, 2012;
Lemahieu et al., 2013). Estas quantidades podem variar dependendo do estado e salude do
individuo. Aqueles com enfermidade coronaria devem tomar 1 g/dia e mulheres que estdo em

etapa de gestacdo ou lactantes é recomendavel tomar 200 mg/dia (Gong et al., 2014).

Na atualidade, o 6leo de peixe é a principal fonte de 6mega 3, mas sua utilizacéo
apresenta problemas de disponibilidade da matéria-prima, contaminacdo, objecdo por seu
sabor e odor e ndo aceitacdo por vegetarianos. Portanto, a procura de novas fontes naturais se
faz necessaria para suprir a demanda crescente no mercado (Gupta et al., 2012; Rubio-
Rodriguez et al., 2010).

Os processos biotecnoldgicos usando as microalgas como microrganismos produtores
de metabdlitos de alto valor agregado entre eles carboidratos, carotenoides, acidos graxos

poli-insaturados, lipidios e proteinas tem ganhado um campo importante na inddstria.
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Microalgas marinhas, como Isochrysis galbana, sdo reconhecidas como produtoras primérias
das PUFAs da familia dmega 3 em cultivos fotoautotréficos, podendo superar os problemas

apresentados pelo uso do peixe, projetando-se como uma fonte natural promissora.

O sucesso do uso das microalgas fotoautotroficas reside na baixa exigéncia
nutricional, alta taxa de crescimento, facilidade e reprodutibilidade do cultivo. Entretanto,
uma das principais vantagens pela diversidade das espécies e sua capacidade de adaptacdo a
diferentes condicdes de cultivo, € a possibilidade de direcionar o metabolismo das microalgas
para 0 aumento na producdo de um metabdlito de interesse variando unicamente fatores

quimicos e bioguimicos do cultivo (Guihéneuf, Mimouni, Ulmann, & Tremblin, 2009).

Contribuindo nesse cenario, o laboratorio de tecnologias verdes - GreenTec da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, tem desenvolvido diversas pesquisas com
microalgas, principalmente dulcicolas, como matéria-prima com alto potencial para a geracéo
de biodiesel. A pesquisa do grupo abrange desde a otimizacdo de cultivo até a obtencdo e
purificacdo do biodiesel (Hakalin, 2014; Sandoval, 2015; Viegas et al., 2015). No entanto, no
grupo, também se reconhece a importancia das microalgas em outras areas biotecnoldgicas
para um aproveitamento total da biomassa. Mesquita (2013) caracterizou bioquimicamente as
microalgas marinhas Dunaliella tertiolecta, Isochrysis galbana e Tetraselmis gracilis e a
dulcicola Chlorella pyrenoidosa, encontrando que estas espécies tem um bom conteudo de
proteinas, ricas em aminoacidos essenciais que poderiam ser utilizados na area de alimentos
(Mesquita, 2013).

As variagdes nos parametros bioquimicos e quimicos no cultivo das microalgas, como
0 uso de diferentes fontes de carbono, deplecdo de nitrogénio, intensidade luminosa,
temperatura, aeracdo, salinidade, entre outros, tem sido amplamente estudados. Porém, se tem
poucas informacgdes do efeito simultdneo da alteracdo de varios pardmetros nas respostas
bioquimicas e sua implicacdo no perfil lipidico das microalgas. Portanto, este trabalho visa
pesquisar concomitantemente o efeito da salinidade, intensidade luminosa, aeracdo e sua
interacdo entre fatores do cultivo fotoautotréfico na resposta da microalga marinha Isochrysis
galbana no crescimento, acumulacdo de lipidios, clorofila A, C, carotenoides e perfil de
acidos graxos, procurando a melhor combinacdo desses pardmetros para aumentar a

acumulacao de acidos graxos poli-insaturados do tipo émega 3, especialmente do DHA.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar as condicdes de cultivo fotoautotréfico em escala de laboratdrio da microalga
Isochrysis galbana para obter um perfil de acidos graxos rico em poli-insaturados do tipo
0mega 3 (especialmente DHA), avaliando simultaneamente o efeito das condic¢des de cultivo

no crescimento, acumulacgéo de lipidios, carboidratos e pigmentos fotossintéticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Auvaliar o potencial da microalga Isochrysis galbana para a producao de &cidos graxos

poli-insaturados do tipo 6mega 3, especialmente para a producdo de DHA;

» Estudar o crescimento celular e concentragdo de biomassa seca sob diferentes

condicdes de salinidade, aeracdo e intensidade luminosa;

» Avaliar o efeito das etapas de cultivo na fase final exponencial e estacionaria na
produtividade de biomassa, acumulacdo de lipidios, o perfil de acidos graxos e outras

respostas bioquimicas;

» Determinar o efeito da salinidade e intensidade luminosa na acumulacao de lipidios,
clorofila A e C, carotenoides e carboidratos da microalga Isochrysis galbana;

» Determinar como diferentes condi¢des de cultivo fotoautotrofico e sua interacdo entre

fatores podem afetar o perfil de &cidos graxos da microalga Isochrysis galbana;

» Encontrar a melhor condicdo de cultivo no que se refere a salinidade, intensidade
luminosa e aeragdo para a producdo de acidos graxos poli-insaturados, especialmente
para 0 DHA, sem afetar outras respostas importantes como acumulacéo de lipidios e

producéo de biomassa.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CLASIFICACAO DOS ACIDOS GRAXOS E SEU BENEFICIO NA SAUDE

Os acidos graxos sao definidos como &cidos carboxilicos de cadeias hidrocarbonadas que
podem ter uma composi¢do de 4 até 30 &tomos de carbono. Segundo a quantidade de
carbonos presentes na cadeia, eles podem ser classificados como de cadeia curta (C < 6),
cadeia média (6 C — 18 C) e cadeia longa (C > 18), sendo os de cadeia média e longa (entre 12
e 24 carbonos) os mais encontrados na natureza (Lodish et al., 2003; Souza, Matsushita, &
Visentainer, 1998).

Outra classificacdo complementar é feita com base no numero de liga¢bes duplas
presentes. Denominam-se acidos graxos saturados as cadeias hidrocarbonadas lineares que
ndo tem duplas ligacdes (SAFA), e os acidos graxos insaturados aqueles que tém uma dupla
ligagdo, chamado também de monoinsaturado (MUFA), ou mais de duas duplas ligacdes
separadas por um grupo metileno, conhecidos como &cidos graxos poli-insaturados (PUFA)
(Lodish et al., 2003).

Dentre as PUFAs, se incluem as familias dos 6mega 3 (w3) e dos dmega 6 (w6), que
diferem um do outro pela posicdo da primeira dupla ligacdo, contando a partir do carbono
metil alocado na extremidade oposta ao grupo carboxilico, como é esquematizado na figura 1
(Adarme-vega, Thomas-hall, & Schenk, 2013; Rubio-Rodriguez, 2011; Wen & Chen, 2003).
Assim, a representacdo das PUFAs ¢é feita segundo a quantidade de carbonos presentes e 0
grau de instauracdo, junto com a familia a qual pertence, por exemplo: 0 acido graxo o
linolénico (ALA) com 18 carbonos e trés duplas ligaces € o precursor dos 6mega 3 e pode
ser representado como C18:3 ®3 e o acido linoléico (LA), precursor dos dmega 6 também

com 18 carbonos ¢ duas duplas ligagdes ¢ representado como C18:2 w6 (Souza et al., 1998).

As PUFAs ALA e LA, séo acidos graxos essenciais para 0s seres humanos, ja que
contribuem na sadde, mas ndo podem ser sintetizados completamente pelo organismo,
devendo ser incluidos na dieta. Atualmente, 0s 6leos de origem vegetal, como o 6leo de soja,
girassol e linhaca, sdo a principal fonte de LA e ALA que sdo supridos na alimentagéo, e a
partir deles o organismo tem a capacidade de transforma-los em PUFAs de cadeia longa
0mega 6, como acido araquidénico (C20:4 AA) e 6mega 3, como o0 acido eicosapentaendico
(EPA C20:5) e docosahexaendico (DHA C22:6) (figura 1).
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No entanto, nos eucariotos superiores € apresentada uma baixa eficiéncia de conversao
das cadeias longas de 6mega 3, de aproximadamente 5 % para EPA e menor que 0.5 % para o
DHA, cuja eficiéncia ainda decresce com a idade (Citadin, 2007; Gong et al., 2014). Isto
contribui a uma maior acumulacdo no corpo de PUFAs dmega 6 com respeito as PUFAS
Odmega 3, 0 que prejudica a satde e qualidade de vida das pessoas, pelo qual o EPA e DHA

sdo também considerados como &cidos graxos essenciais e devem ser inclusos na dieta.

A

O=—0

Figura 1 Denominagdo “w” dos acidos graxos poli-insaturados (A) e estrutura de: EPA C20:5 w3 (B), DHA
C22:6 w3 (C) e AA C20:4 w6 (D).

Adaptado (de Jesus Raposo, de Morais, & de Morais, 2013)

A partir dos anos 1950 e 1960, sdo conhecidas as primeiras informacgfes sobre a
identificacdo do DHA no 6leo de peixe e os beneficios das PUFAs do tipo 6mega 3 na salde
cardiovascular descritos pelo professor Noruegués Notervap. A partir desse momento,
inimeras pesquisas clinicas foram realizadas, e hoje em dia ndo se tem davidas da
importancia da ingestdo destas PUFAs, destacando-se 0 DHA e EPA, para prevenir e tratar

diversas doencas (Hakvag, 2012).

Especificamente, o EPA é associado com a saude cardiovascular, anti-inflamatério e
usado para tratamentos de doencas, como aterosclerose e certos tipos de cancer e 0 DHA ¢
geralmente utilizado para melhorar o desenvolvimento do cérebro e sistema visual em
criangas nos primeiros dois anos de vida. Devido a que este &cido graxo € um componente
essencial nas células neuronais, é usado também no tratamento para prevengdo do Alzheimer
(Lemahieu et al., 2013; Martins, Piotto, & Barbosa, 2008; Talab, Ardjmand, Motallebi, &
Pourgholam, 2010).
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3.2 FONTES DE OMEGA 3

Os 0mega 3 de cadeia longa podem ser encontrados de forma natural em microrganismos
marinhos de &guas frias e profundas como microalgas, bactérias e fungos, e em animais como
peixes e caranguejos. Por outro lado, as plantas superiores ndo tem a capacidade de sintetizar
PUFAs de cadeias longa, mas devido ao avanco na area molecular, elas sdo modificadas
geneticamente para produzi-las (tabela 1 e 2) (Adarme-vega et al., 2013; Cao, Cao, & Zhao,
2012).

Tabela 1 Diferentes organismos e microrganismos produtores de PUFAs e seu respetivo porcentagem de
EPA/DHA no conteudo total de lipidios.

Bactérias Fungos
Organismo % Organismo %
Shewanella putrefaciens 40.0 EPA  Thraustochytrium 62.9 EPA +DHA
aureum
Alteromonas putrefaciens 24.0 EPA  Mortierella 13-20 EPA
Pneumatophorus japonicus 36.3 EPA  Pythium 12 EPA
Photobacterium 4.6 EPA  Pythium irregulare 8.2 EPA
Plantas transgénicas Microalgas
Organismo % Organismo %
Glixine max 20.0 EPA  Nannochloropsis sp. 26 EPA+DHA
(Soja)
Brassica carinata 25.0 EPA  Thraustochytrium sp. 45.1 EPA+DHA
(Mostarda-da-abissinia)
Nicotiana benthamiana 26.0 EPA  Chlorella minutissima 39.9 EPA
(Tabaco)
Pavlova lutheri 27.7 EPA+DHA
Isochrysis galbana 28 EPA+DHA

Adaptado de (Adarme-vega et al., 2012)

Atualmente, o mercado mundial de 6mega 3 é liderado pela venda de 6leo de peixe,
extraido principalmente do salméo, sardinha, cavala e bacalhau que em sua composicao de
acidos graxos totais, ttm um contetdo superior de 6mega 3 do que de 6mega 6 (Gupta et al.,
2012). Essa composicao pode ser observada na tabela 2, onde sdo comparados os lipidios de

diferentes tipos de 6leo de peixe e sementes.

Um dos maiores problemas que tem essa matéria-prima é a sustentabilidade, ja que sua
alta demanda no mercado compromete cada vez mais sua disponibilidade para os fins de
extracdo e concentragdo dos dmegas. Além disso, os Oleos extraidos de peixes tém outros
problemas que afetam a qualidade e custo do produto, como baixa estabilidade oxidativa, alta

contaminacdo com metais pesados (mercurio e cobre), toxinas, variacdo na composi¢do de
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PUFAs, objecdo em seu consumo por vegetarianos e como consequéncia de seu sabor e odor,
0 produto deve passar por um processo de desodorizagdo, aumentando os custos de producgéo
e elevando o preco no mercado (Atalah, Cruz, lzquierdo, Rosenlund, & Caballero, 2007;
Lemahieu et al., 2013; Martins et al., 2008). Portanto, novas fontes competitivas de 6mega 3
de boa qualidade e baixo custo de geracdo devem ser encontradas para suprir a crescente

demanda no mercado de alimentos funcionais.

Tabela 2 Lipidios obtidos em diferentes tipos de 6leos de sementes e peixe.

Oleo Saturado  Monoinsaturados  Poli-insaturados ®3 ®6 »3/06
Girassol 12.00 20.50 67.50 0.1 63.20 <0.01
Milho 14.50 29.90 55.60 0.90 50.40 0.02

Soja 15.60 21.20 63.20 7.30 51.50 0.14
Palma 47.80 37.10 15.10 030 10.10 0.03
Olive 14.30 73.00 12.70 0.70 7.80 0.09

Figado de 22.60 20.70 56.80 19.80 0.90 22.00
bacalhau

Salmao 19.90 17.00 63.10 35.30 1.060 33.30
Sardinha 30.40 14.50 55.10 28.10 2.20 12.77

Fonte: (Rubio-Rodriguez et al., 2010).

As microalgas marinhas, como as espécies de dinoflagelados e de diatoméaceas, sdo as
produtoras primarias de grandes quantidades de PUFAs do tipo dmega 3, e por cadeia
alimentar é transferida aos outros organismos no mar aberto (Hamilton, Haslam, Napier, &
Sayanova, 2014). Devido a isto e ao fornecimento de outros nutrientes importantes, as
microalgas tém sido utilizadas h&4 muito tempo na aquicultura como alimento de peixes e
crustaceos nas primeiras etapas de crescimento (Roy & Pal, 2014). Na figura 2 é ilustrada a

cadeia trofica marinha e as diferentes fontes de acidos graxos da familia émega 3.

Conchillo et al. (2012) determinaram que o Oleo obtido das microalgas tem
quantidades similares de dmega 3 ao 6leo de peixe, com a vantagem de possuir trés vezes
menos colesterol e maior quantidade de esqualeno e fitosterdis, substancias que também
geram efeitos benéficos para a satide. Comparada com os 6leos de peixes, 0 6leo extraido das
microalgas também apresentam dificuldades por sua baixa estabilidade oxidativa e odor
desagradavel que séo desafios que tem que ser superados.

Em adicdo, o cultivo de microalga é de facil manipulacdo e existem espécies

especificas produtoras de um so tipo de PUFA, o que facilita a purificacdo dos émegas 3
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essenciais. Também, apresenta uma taxa de crescimento alta e ndo tem problemas com
sazonalidades, aumentando a produtividade dos 0megas 3 na escala industrial (Bianchini,

Silvana, Mauricio, & Bibliografica, 2006). Comparadas com os fungos e bactérias, as

microalgas podem produzir duas vezes mais acidos graxos poli-insaturados (Gupta et al.,

.

2012).

Consumldores

Peixe‘\k

Alimento

\;enetlc/aY
6>

%{‘\\z v I ,‘?

Alimento Microalgas

Planta
trans

Caranguejo

Figura 2 Cadeia tréfica marinha e fontes de acidos graxos poli-insaturados 6mega 3.
Fonte: (Adarme-vega et al., 2013)

Pelo exposto anteriormente, as microalgas sdo consideradas como fontes altamente
promissoras de dmega 3, tornando-se foco de muitas pesquisas em engenharia bioquimica e
genética com a finalidade de incrementar a producdo de poli-insaturados, modificando as
condicdes de cultivo ou utilizando seus genes relacionados com sua sinteses para transferi-los
a outros microrganismos nao produtores que sejam de facil manipulacdo genética (Gupta et
al., 2012).

3.3 MICROALGAS

As microalgas sdo microrganismos fotossintéticos oxigénicos altamente diversos em sua
taxonomia, que apresentam como pigmento principal a clorofila A, e secundarios ou também
chamados pigmentos acessorios como a clorofila B, C, D e carotenoides (Lourenco, 2006;
Mesquita, 2013). A maioria delas sdo unicelulares, tanto eucariotas quanto procariotas

(cianobactérias), encontradas principalmente livres em ambientes aquéaticos marinhos e de
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agua doce, mas também estdo presentes no solo e no ar (Tomaselli, Masojidek, Lee, VVonshak,
& Molina, 2004).

Até o momento, perto de 35.000 espécies de microalgas tem sido descritas na literatura,
mas estima-se que existam entre 200.000 e 800.000, constituindo a maior propor¢do das
espécies das algas (Bianchini et al., 2006). O tamanho das microalgas varia entre 2 - 200 um,
elas podem, ou ndo, apresentar motilidade e a grande maioria segue habitos planctonicos,
constituindo a base de alimento dos ecossistemas aquéaticos (Lourenco, 2006; Sieburth,
Smetacek, & Lenz, 1978).

Apesar de exibir um metabolismo fotossintético e acumularem substancias semelhantes
as plantas, as microalgas possuem uma maquinaria fotossintética 10 vezes mais eficiente na
transferéncia de massa e na geracdo de biomassa, por apresentarem uma estrutura celular
simples que permite converter facilmente a energia solar em energia quimica, e estdo em
contato direto com o0s nutrientes inorganicos submersos na agua necessarios para Sseu
crescimento (Chauton, Reitan, Norsker, Tveteras, & Kleivdal, 2015; Ratha & Prasanna,
2012).

A elevada capacidade de fixar CO, durante a fotossintese através do ciclo do carbono
torna as microalgas responsaveis pela fixacdo de mais de 50 % do carbono organico global,
produzindo por sua vez, efluentes altamente oxigenados pela liberacdo de O, (Milledge, 2011,
Ratha & Prasanna, 2012; Theresia, Thomas, & Klaus D, 2012).

Em comparagdo com as plantas, as microalgas apresentam certas vantagens, como:

e Duplicacdo de células em um curto periodo de tempo, gerando uma elevada
produtividade anual de biomassa;

e Nao precisam de terras araveis para seu cultivo, portanto ndo sdo dependentes de
sazonalidades e ndo competem com o uso destas terras para fins alimenticios;

e Sdo considerados microrganismos de baixa exigéncia nutricional, o que permite
utilizar meios de cultivo econdmicos ou efluentes agroindustriais para seu
crescimento;

e Apresentam um menor consumo de agua que as plantas superiores;

e Possuem uma maior quantidade de acidos graxos com cadeias superiores a 18 C;

e Suportam amplas condi¢cdes ambientais de temperatura, pH e salinidade.
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Diante de tantas vantagens, o cultivo das microalgas tem chamado a atencdo de
pesquisadores e empresarios, que consideram este microrganismo uma fabrica bioldgica com
um grande potencial para seu uso econémico industrial (Bianchini et al., 2006; Coutinho et
al., 2008; Ratha & Prasanna, 2012).

3.3.1 Classificacao das microalgas

Conforme Tomaselli et al. (2004), as algas e microalgas sdo tradicionalmente
classificadas com base em seus pigmentos fotossintéticos, natureza quimica de sua reserva
energeética e pela composicao da sua parede celular. Além disso, para sua classificacdo sao
consideradas caracteristicas morfoldgicas da célula (Guschina & Harwood, 2006). Na tabela 3

é listada a classificacao dos principais grupos de microalgas.

Tabela 3 Classificagdo dos principais grupos de microalgas

Grupo Tipo de Pigmento acessorio Substanciade Componentes da
clorofila reserva parede celular
Chlorophyta AB Carotenos e Xantofilas Amido e Celulose
(Algas verdes) lipidios
Phaeophyta AC Carotenos e Xantofilas Laminaria Celulose e algina

(Algas marrons) (Ficoxantina)

Rhodophyta AD Ficocianina e Amido das Celulose e
(Algas vermelhas) ficoeritrina florideas pectinas
Chrysophyta AC1-2 Fucoxantina Crisolaminarina  Celulose e silica

(Algas douradas)

Prymnesiophyta AC1-2 Carotenos e Crisolaminarina N&o possuem
(Haptophyta) Fucoxantinas parede celular
Euglenophyta AB Carotenos e xantofilas Paramilo N&o possuem
(Euglendides) parede celular

Dinophyta AC Carotenos e xantofilas Amido e Celulose ou sem

(Dinoflegelados) lipidios parede celular

Adaptado de: (Sandoval, 2015; Tomaselli et al., 2004)

Dentre as espécies de microalgas reconhecidas como produtoras de PUFAs da familia
O0mega 3 estdo as Prymnesiophyta Isochrysis sp. e Pavlova lutheri, as Bacillariophyceae

Phaeodactylum tricornutum e Thalassiosira spp. e a Dinophyta Crypthecodinium cohnii.

3.3.2 Isochrysis galbana

Isochrysis galbana é uma microalga marinha marrom-dourada unicelular, que possui
uma estrutura filamentosa de orientacdo nomeada haptonema, alocada entre dois flagelos de

igual tamanho (aproximadamente 7 pm), os quais permitem sua movimentacdo no meio (Liu
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& Lin, 2001). Sua forma pode ser eliptica ou esférica, com 5 - 6 um de comprimento, 2 - 4
pm de largura, 2.5 - 3 pm de espessura e volume de 58 - 80 um®, muito menor que o volume
de outros tipos de microalgas como Dunaliella tertiolecta e Tetraselmis gracilis, que
apresentam um volume de 667 e 769 um®, respetivamente (Campos & Barbarino, 2010; Lin,
Chang, Tsao, & Leu, 2007). Como consequéncia de seu pequeno tamanho e volume fazem

parte do nanoplacton (Mesquita, 2013).

Estruturalmente, ndo apresentam parede celular, apenas possuem um revestimento de
membrana plasmatica e plastidios rodeados de trés membranas. Esta microalga armazena
lipidios em grénulos denominados corpos lipidicos, onde cada célula pode produzir entre 3 e 7
granulos (Liu & Lin, 2001). Reporta-se que na fase de crescimento exponencial e
estaciondria, Isochrysis galbana acumula entre 19 — 30 % de lipidios em relacdo a sua

biomassa seca.

Segundo Pulz e Gross (2004) e Marchetti et al. (2012), Isochrysis sp. pode ser cultivada
em processos indoor e outdoor, principalmente para fins de aquicultura na alimentacdo direta
de larvas de crustaceos, moluscos e peixes devido as suas caracteristicas nutritivas, onde é
ressaltado seu alto conteido de PUFAs tipo dmega 3, acido ascorbico e sua facil assimilacdo

(van Bergeijk, Salas-Leiton, & Cafavate, 2010).

Na literatura, sdo descritas duas cepas de Isochrysis galbana que sdo geralmente
utilizadas, Isochrysis galbana clone T-ISSO e Isochrysis galbana Parke, que apresentam
algumas diferencas entre si. T-ISSO possui uma capacidade maior de se adaptar a um amplo
intervalo de temperatura e intensidade luminosa, apresentando um crescimento 6timo a
temperaturas de 27 - 28 °C. Entretanto, nessa temperatura, Parke sofre limitagdes em seu
crescimento, ja que sua temperatura Otima de cultivo é 20 °C (Grima, Srinchez, Siinchez,
Camachoa, & Alonsob, 1992). Néo obstante, a principal diferenca entre elas estad na
composicdo do perfil lipidico. Isochrysis galbana clone T-ISSO pode acumular quantidades
significativas s6 de DHA e lIsochrysis galbana Parke apresenta simultaneamente a
acumulacdo de EPA - DHA (Yoshioka, Yago, Yoshie-Stark, Arakawa, & Morinaga, 2012).

Os pigmentos fotossintéticos deste grupo de microalgas presentes nos cloroplastos das
células incluem clorofila a, clorofila c1, clorofila c2 e carotenoides, principalmente xantofilas,

que sdo pigmentos amarelo-dourados como fucoxantina (o mais abundante nela), também tem
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[-caroteno, diadinoxantina, diatoxantina e outros derivados da fucoxantina (Berger, Liaaen-
jensen, Mcalister, & Guillard, 1977).

3.3.3 Valor comercial das microalgas

Nos ultimos anos, um dos grandes objetivos de estudo do cultivo das microalgas a nivel
mundial foi direcionado a producdo de lipidios para a geracdo de biodiesel como uma
alternativa sustentavel aos combustiveis fésseis (Nwokoagbara, Olaleye, & Wang, 2015;
Zhao, Yu, Li, Tang, & Huang, 2014). Até 0 momento, a producdo do biodiesel de terceira
geracdo, como também é chamada, € avaliada como tecnicamente possivel, mas ainda néo é

tecnicamente econdmica, sendo o aperfeicoamento do processo um desafio a ser superado.

Por causa da heterogeneidade das microalgas e sua capacidade de estocar uma quantidade
ilimitada de produtos de interesse comercial, poderia se pensar hum aproveitamento integral
da biomassa (biorrefinaria), visando ter uma maior viabilidade econdémica em aplicagdes nas
indUstrias de biocombustiveis, farmacéutica, de cosméticos e de alimentos para humanos e
animais (Sahu et al., 2013; Sibi, Shetty, & Mokashi, 2015).

Pulz (2001), cita que entre os produtos obtidos de macro e microalgas a nivel mundial,
gera-se um retorno de USD 5* 10%ano. A producéo de biomassa microalgal anual é
aproximadamente de 5000 ton e produz um retorno de USD 1.25* 10%ano (Otto Pulz &
Gross, 2004).

Na tabela 4 sdo relatados os dados dos principais produtos obtidos das microalgas e seu
preco no mercado. Nota-se que o [ caroteno, a astaxantina e os acidos graxos poli-
insaturados, especialmente o DHA, sdo os produtos com maior valor agregado. Conforme dito
por Harwood e Guschina (2009) o DHA obtido de microalga é comercializado pela empresa

Martek em mais de 60 paises.

Segundo o reporte de mercado feito pela companhia Packaged Facts, a venda global de
produtos enriquecidos com 6mega 3 (EPA/DHA) obtidos de éleo de peixe, microalgas e
outras fontes produtoras, deixou $ 25.42 bilhdes em 2011 e estimam que alcance os $34.7
bilnGes em 2016, gerando uma grande expectativa de investimento e crescimento neste
produto (Facts, 2012).

O mercado da maioria dos produtos obtidos das microalgas ainda esta na sua fase de

desenvolvimento exponencial. Grande parte das empresas consolidadas estdo situadas nos
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Estados Unidos. Entretanto, algumas outras estdo estabelecidas na Alemanha, Israel, China e
Japdo (Otto Pulz & Gross, 2004; Rosenberg, Oyler, Wilkinson, & Betenbaugh, 2008). No
Brasil, ndo se tem relatos de producdo de biomassa de microalga em grande escala, s6 séo
apresentadas algumas poucas empresas em escala piloto, como a Algae Biotecnologia,
dedicadas ao design e implantagéo de cultivo de microalgas para o tratamento de efluentes e o
aproveitamento da biomassa, especialmente em aplicacbes de aquicultura e pesquisa
(Bianchini et al., 2006).

3.4 METABOLISMO NUTRICIONAL DAS MICROALGAS

As microalgas dependem muito da disponibilidade da fonte de carbono e de luz para
realizar a fotossintese e produzir a energia necessaria para seu crescimento e sintese de
compostos primarios. Geralmente elas sdo cultivadas em condicbes foto-autotroficas,
utilizando a luz solar ou artificial como fonte exclusiva de energia e o carbono inorganico, por

exemplo o CO, contido no ar, como fonte de carbono (Tomaselli et al., 2004).

Industrialmente, o cultivo foto-autétrofico em processos descontinuos sdo 0s mais
utilizados para a producdo de biomassa algacea, por sua viabilidade econdmica e contribui¢do
ambiental, devido ao uso do CO, proveniente do efeito estufa que pode estar acoplado ao
tratamento tercidrio de aguas residuais com quantidades elevadas de macronutrientes, como

nitrogénio e fosforo (Gonzélez, 2006).

Entretanto, as principais limitagdes deste cultivo séo a inibi¢do do crescimento pelo auto-
sombreamento entre as células, as quais ndo permitem um aproveitamento total da energia
luminosa, e o suprimento insuficiente de CO,, ja que no ar o CO, esta em uma porcentagem
muito baixa de 0.036 % (Bianchini, 2006; Wen & Chen, 2003). Nestas condic¢des de cultivo a

concentracdo de biomassa néo supera os 2 g/L.

Embora o metabolismo fotoautotréfico seja muito utilizado pelas microalgas, existem
espécies que podem modificar seu metabolismo para crescer utilizando carbono organico
como Unica fonte de carbono e energia, empregando substratos como a glucose, sacarose ou
acidos organicos na auséncia de energia luminosa. Este tipo de cultivo € denominado
heterotrofico e gera concentracdes superiores de biomassa comparada com os cultivos
fotoautotdficos, superando os problemas de auto-sombreamento (Hakalin, 2014; Wen &

Chen, 2003). Poréem, o uso de fontes de carbono como aglcares puros torna 0 processo
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Valor de mercado

Produto Aplicagoes Preco (USD) Microalgas
(USD *10°/ano)
Alimentos saudaveis 1200 - 2500 50/kg , Chlorella vulgari, Arthrospira platensis
Alimentos funcionais 800 - Isochrysis galbana, Nannochloropsis
. . Complemento alimentar 300 - Spirulina, Chlorella, Chlamydomonas
Biomassa Biomassa - -
Aquacultura 700 70/L Isochrysis galbana, Nannochloropsis
Biocombustiveis - - Chlorella vulgaris,Dunaliella
Condicionador do solo - - -
Xantofilas (Astaxantina e cantaxantina) «150 10000/Kg |Haematococcus
Corantes e Luteina - = - Muriellopsis sp
. Cosmeticos : -
antioxidantes Beta- caroteno »280 300 - 3000/kg |Dunaliella salina
VitaminaCe E - - -
Acido araquidénico (ARA) 20 -
Acido ecosapentaenoico (EPA) . - Nannochloropsis, Chl. minutissima
o — ———— Complemento alimentar,
Acidos graxos Acido gama linolénico (GCA) ) L - 60/g -
— . Alimentos funcionais - - -
Acido docosahexaenoico (DHA) 1500 Crypthecodium cohnii, Isochrysis sp
Acido linolénico (ALA) -
Superoxido dismutase (SOD) Pesquisa
Enzimas Fosfoglllcerato qu|r'1ase’ (PGK) Medicina ) ) Anabaena
Lucierase e luciferina
Enzimas de restigdo
Polissacarideos Aditivos alimentares Porphyridium cruentum
Polimeros Amido Cosméticos - - -
Acido poli beta hidroxibutirico PHB Medicina -
Peptideos -
Produtos tc3X|nas Pesq.u.lsa 13
.. Is6topos Medicina ’5 = =
especiais — - — —
Aminoacidos (Prolina, arginina, Ac.aspartico) -
Esterdis -

Adaptado de: (Bianchini et al., 2006; Otto Pulz & Gross, 2004; Ratha & Prasanna, 2012; Rosenberg et al., 2008)




30

mais suscetivel a contaminacdo, devido ao fato de microrganismos, como as bactérias, serem

consumidores destes substratos (Adarme-vega et al., 2012).

Finalmente, no metabolismo mixotréfico, as microalgas utilizam as propriedades do
cultivo fotoautotréfico e heterotrofico, em outras palavras, elas usam simultaneamente fontes
de carbono organico e inorganico e aproveitam a luz junto com o carbono organico como

fonte de energia (Guihéneuf et al., 2009).

No entanto, nem todas as espécies de microalga mostram a capacidade de assimilar uma
fonte de carbono por um processo que seja diferente da fotossintese. Vazhappilly e Chen
(1998) avaliaram a capacidade de 20 espécies de microalgas produtoras de DHA e/ou EPA de
crescer em cultivos heterotroficos com glucose e acetato. Crypthecodinium cohnii UTEX
L1649 mostrou um excelente crescimento e producdo de DHA em cultivo heterotrofico,
especialmente quando a fonte de carbono é glucose; Amphidinium sp. CSIRO CS-259 e
Schizochytrium aggregatum ATCC 28209 mostraram um bom crescimento para as duas
condicBes heterotroficas testadas. Entretanto, microalgas como Chlorella minutissima UTEX
2219, Pavlova lutheri UTEX LB 1293 e Isochrysis galbana UTEX LB 987 cresceram
pobremente nestas condicBes, precisando de mais de 20 dias de cultivo para obter uma
quantidade consideravel de biomassa e a espécie Nannochloropsis oculata UTEX LB 2164
foi a Gnica microalga que ndo apresentou crescimento nenhum em heterotrofia, considerando-

se estritamente fotoautotréfica (Vazhappilly & Chen, 1998).

Em condicBes autdtroficas, Phaeodactylum tricornutum e Nannochloropsis sp pode
alcancar um contetido de EPA de 39 % do total de acidos graxos (Adarme-vega et al., 2013).
Atualmente, Crypthecodinium cohnii é a Unica espécie de microalga utilizada comercialmente
para a producdo de DHA em condicdes heterotréficas, usada principalmente em formulas de
leite infantil (Bergé & Barnathan, 2005; Milledge, 2011).

3.5 SISTEMAS DE CULTIVO

O cultivo de microalgas em grande escala pode ser feito em sistemas de tanques abertos

ou fechados, denominados foto-biorreatores (Figuras 3 e 4) (van Bergeijk et al., 2010).

O tanque aberto € o sistema de cultivo mais simples e antigo utilizado na geracdo de
biomassa de microalgas. Nele, o cultivo é exposto ao meio ambiente, aproveitando a

iluminacédo e temperatura natural (O Pulz, 2001; Wen & Chen, 2003). Os sistemas artificiais,
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denominados “raceways” e as lagoas naturais, sdo 0s principais representantes destes sistemas

empregados na escala industrial (Hakalin, 2014; Richmond & Cheng-Wu, 2001).

Figura 3 Sistema de cultivo aberto.

Foto: Grupo GREENTEC, Universidade Federal de Rio de Janeiro.

Os cultivos abertos apresentam facil escalonamento e baixo custo de construcao devido a
utilizacdo de materiais econdmicos, como o concreto, a fibra de vidro ou materiais plasticos

gue suportem uma agitacdo constante para garantir a homogeneidade do cultivo.

Entretanto, a maior desvantagem desse sistema € a alta contaminacdo com bactérias ou
outras espécies indesejaveis de microalgas e protozoarios que consomem a biomassa gerada.
Outras desvantagens sdo a falta de controle na temperatura, a grande evaporacdo de agua e
problemas de transferéncia de nutrientes. Como consequéncia, é gerada uma biomassa de
qualidade variavel entre cada batelada e sdo atingidas produtividades de biomassa que podem
variar dentre 0.05 até 0.5 g/Ld, no maximo (Howard, Abotsi, L, & Howard, 2003; van
Bergeijk et al.,, 2010). Assim, os sistemas de tanques abertos sdo competentes para
desenvolver cultivos fotoautotroficos para fins de aquicultura ou no uso de espécies de
microalgas extremdfilas, cujas condigdes seletivas ambientais diminuem o risco de
contaminacéo do cultivo (O Pulz, 2001; Rawat, Ranjith Kumar, Mutanda, & Bux, 2013).
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Por outra parte, os sistemas fechados sdo equipamentos especificos que possibilitam um
maior controle do processo, tanto que os habilitam nos cultivos para fins farmacéuticos, ja que
se pode garantir a reprodutibilidade das condicGes de cultivo. Seu isolamento do meio
ambiente favorece a diminuicdo da contaminacdo e evaporacdo da agua. Contudo, este
sistema tem um custo de construcdo superior ao apresentado pelos sistemas abertos, ja que
utiliza materiais transparentes, como vidro ou policarbonato, que sdo muito caros (Rawat et
al., 2013).

Existem diferentes tipos de arranjos de foto-biorreatores, que sdo otimizados em sua
geometria para alcancarem uma maior area de incidéncia de luz (natural ou artificial) e terem
melhores condig¢des de fluxo, visando 0 aumento da biomassa até niveis de 2 - 8 g/L (Chauton
et al., 2015; O Pulz, 2001). Dentre os foto-biorreatores mais usados estdo os tubulares
inclinados, horizontais e de placas paralelas. (Abyor, Ariyanti, & Hadiyanto, 2011; Ratha &
Prasanna, 2012).

Embora todas as dificuldades apresentadas pelos cultivos em tanques abertos, que foram
expostas anteriormente, hoje em dia, sdo os sistemas mais usados industrialmente a nivel

mundial, representando 95 % do total da produc¢édo de biomassa.

Figura 4 Sistema de cultivo fechado tipo janela.

Foto: Grupo GREENTEC, Universidade Federal de Rio de Janeiro.

Pesquisas em escala de laboratorio s@o importantes como uma etapa prévia ao

escalonamento de bio-processos. Esta fase € necessaria para estudar o efeito de distintos
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pardmetros no comportamento da espécie de microalga e conseguir aperfeigoar as condi¢des
de cultivo visando melhorar a producéo de biomassa e de bioprodutos. Desta forma, com uma
base experimental é mais confiavel ter um aumento de escala satisfatorio até a escala

industrial.

3.6 CINETICA DE CRESCIMENTO DAS MICROALGAS

De forma semelhante a outros tipos de microrganismos, as microalgas desenvolvem
uma curva tipica de crescimento que relaciona o incremento da densidade celular com
respeito ao tempo de cultivo. Num cultivo descontinuo ou batch, onde os nutrientes sao
adicionados s6 na etapa inicial do cultivo, a curva caracteristica esta composta por quatro
fases de crescimento: lag ou de adaptacdo, exponencial, estacionaria e de morte celular (figura
5) (Madigan, Martinko, & Brock, 2004; Xu & Boeing, 2014).
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Figura 5 Cinética de crescimento caracteristico dos microrganismos
Fase lag: Nesta fase acontece a adaptacéo fisiologica das microalgas a um novo meio
de cultivo com condicGes diferentes ao anterior do qual elas sdo provenientes. Nesta etapa,
ndo existe um aumento de biomassa ou duplicacdo celular (taxa de crescimento u = 0), ja que
a energia produzida é usada pelas células em seu metabolismo celular para a sintese de
proteinas e enzimas necessarias para sobrevivéncia e posterior crescimento. O tempo de
adaptacdo varia dependendo da quantidade e capacidade do inoculo em responder

positivamente a variacdo das condi¢des de cultivo.

Fase de crescimento: No momento que a adaptacdo da microalga termina, comeca a

etapa de crescimento exponencial, onde as células estdo mais jovens e ativas. Aqui, a
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duplicacdo celular acontece em intervalos regulares de tempo, apresentando uma taxa de
crescimento maxima constante. As microalgas s6 diminuem sua duplicagcdo quando algum
nutriente indispensavel é esgotado no meio, ou quando € restringida a penetracdo de luz no
cultivo, limitando o crescimento continuo e entrando na etapa estacionaria (Madigan et al.,
2004).

Fase estaciondria: Nesta fase é alcancada a m&xima densidade celular. A duplicacéo

celular praticamente € nula e as microalgas comegam a estocar energia em compostos de alto

valor energético, como os triacilglicerois (Tomaselli et al., 2004).

Fase de morte celular: E a fase final do cultivo. A morte celular é alcancada quando se

chega ao esgotamento dos proprios compostos de armazenamento de energia das células,

afetando a qualidade do cultivo e diminuindo a densidade celular.

A composicdo bioquimica, tipos de lipideos e perfil de acidos graxos da biomassa
varia segundo a etapa na qual é coletada a microalga (Liu & Lin, 2001). Bianchiini (2006)
realizou uma andlise bioquimica da biomassa das microalgas diatoméaceas T.fluviatilis e C.
muelleri cultivadas com diferentes fontes de carbono e recolhidas em diferentes etapas de
cultivo. Ele encontrou que a quantidade de lipidios e perfil de acidos graxos sdo afetados pela
espécie, fase de cultivo, fonte de carbono e interacdo entre fatores, reportando uma maior
quantidade de lipidios na etapa estacionaria (Bianchini, 2006).

Hamilton (2014) determinou que a microalga Phaeodactylum tricornutum tem um
perfil de &cidos graxos com maior conteudo de EPA na fase exponencial que na fase
estacionaria, contrario a acumulacdo do acido palmitoleico (C16:1) que apresentou uma maior
porcentagem na fase estacionaria. Tem se reportado que na etapa de crescimento € 0 momento
em que as microalgas geram mais PUFA (lipidos polares) e na fase estacionéaria tardia
diminuem este conteudo, aumentando a acumulacao de lipidios de reserva energética, como

os triacilglicerdis (Theresia et al., 2012).

3.7 LIPIDIOS

O termo lipidio € usado para determinar um conjunto de biomoléculas que possuem
grande variedade estrutural e insolubilidade em agua; no entanto, exibem como caracteristica
comum uma alta solubilidade em solventes organicos como o cloroférmio, éter, metanol,

hexano, entre outros. Aproveitando esta caracteristica, o principal método de extragdo dos
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lipidios totais presentes na biomassa de microalgas é baseado no uso de solventes (Bligh &
Dyer, 1959; Tang, Qin, Wang, Li, & Tian, 2011).

A composicdo de lipidios totais nas microalgas se divide em duas fracdes, as
saponificaveis e insaponificaveis, que sdo diferenciadas entre si pela reacdo que acontece na
presenca ou auséncia dos &cidos graxos, respectivamente (Viegas et al., 2015). Entre os
lipidios saponificaveis estdo os triacilglicerdis, fosfolipidios e glicolipidios e dentre os lipidios
insaponificaveis estdo os carotenoides, clorofilas e esterdis. Os lipidios com &cidos graxos
fazem parte da maior proporcdo do contetdo total de lipidios obtidos da biomassa microalgal
(Hakalin, 2014).

A biossintese de acidos graxos nas microalgas fotoautotréficas é gerada com base na
fonte de carbono inorganico através da fotossintese (He, Yang, Wu, & Hu, 2015). A catalise é
constituida por trés etapas consecutivas: a primeira é a sintese da acetil coenzima A, a
segunda é a formacdo de acidos graxos saturados de 16-18 C, adicionalmente esses acidos
podem ou ndo ser submetidos a uma elongacéo e dessaturacdo da cadeia, e a terceira etapa é a

sintese dos lipidios simples ou complexos (Pereira et al., 2013).

O gliceraldeido fostato (GAP) é o mediador chave para a sintese do material de origem
dos &cidos graxos, o Acetil CoA(He et al., 2015). O GAP é um produto intermediario obtido
do processo fotossintético que € desenvolvido nos cloroplastos e inclui diversas reaces na
fase clara para a producéo de energia e o desenvolvimento do ciclo de Calvin (He et al., 2015;
Yang, Hua, & Shimizu, 2000). Alternativamente, o GAP pode ser usado na producdo de
carboidratos e proteinas, mas, para fins de producéo de lipidios, esse intermediario é oxidado

na via glicolitica até piruvato para a posterior formacao de Acetil CoA.

A biossintese dos acidos graxos € mediada por duas enzimas importantes: a acetil CoA
carboxilase (ACC), que cumpre uma funcdo de controle do processo e o complexo acido
graxo sintase (AGS), formado por seis enzimas e uma proteina carregadora de acilas (ACP),

encarregado da elongacdo da cadeia (Pereira et al., 2013).

No primeiro passo da sintese, o Acetil CoA reage com o CO; pela a¢do da ACC para
formar o malonil CoA. Posteriormente, o malonil é unido a proteina ACP, liberando a

coenzima A para sintetizar o malonil-ACP, reacéo provocada pela enzima malonil CoA-ACP

.....
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alongamento da cadeia com blocos de dois carbonos, obtidos do acetil-ACP e a atuagéo do
complexo AGS (Madigan et al., 2004).

Tanto o malonil-ACP e o Acetil-ACP sdo usados como substrato e condensados para
produzir o S ceto acetil, molécula que sofre duas reducdes e uma desidratacdo para finalmente
gerar como produto de quatro carbonos o Butiril-ACP, o qual entra em um novo ciclo de
elongac0es até gerar uma cadeia final com 16 — 18 C saturados (figura 6).

o)
Acetil -ACP H B cetobutiril-ACP
2 HaC C——ACP co, 5 5 3
Malonil - ACP lc’) Hac—u—CHz—ﬂ—ACP :
HOOC——H,C——C——ACP ACP 2NAPH —
ADP + Pi Acp H20 2NAP* 16-18 C lo‘cyz—zc

8C

1 ATP co, 4 4
Butiril-ACP o '/ C>6 C /‘\20

0
Acetil -CoA | . 2c
H3C—CH,—CH,—C——ACP

HiC—— C CoA

Figura 6 Biossinteses dos Acidos graxos. A numeragio representa a ordem das reagdes.
Adaptado de:(Madigan et al., 2004)

Nas células, os acidos graxos podem estar unidos por seu grupo carboxilico a outro
composto organico, como o glicerol, formando moléculas lipidicas simples, entre eles os acil
glicerdis (triglicerdis) ou moléculas complexas, por exemplo os fosfolipidios (Madigan et al.,
2004; Martins et al., 2008; Rubio-Rodriguez et al., 2010).

Os triglicerideos sdo os lipidios neutros de armazenamento de energia e carbono mais
comum nas microalgas que sdo estocados em goticulas de 6leo no citosol. Eles sdo formados
pelo glicerol e trés tipos de 4acidos graxos que maioritariamente sdo saturados ou
monoinsaturados de cadeia média, no entanto, também podem apresentar em menor
proporcdo acidos graxos poli-insaturados (Huerlimann et al., 2014b). Goldberg e Cohen
(2011) acreditam que os triglicer6is com um alto contetudo de PUFA, mais que uma funcédo de
armazenamento energético, cumprem uma funcdo de depdsito para uma répida construcdo de

membranas cloroplasmaéticas (Khozin-Goldberg & Cohen, 2011).
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Por outra parte, os glicolipidios e fosfolipidios sdo os principais constituintes da
membrana celular, eles sdo compostos por acidos graxos de cadeia longa maioritariamente
insaturados, para conferir fluidez, permeabilidade seletiva e flexibilidade a membrana,
sobretudo no processo de divisdo celular (Bergée & Barnathan, 2005; Roy & Pal, 2014). A
estrutura dos glicerofosfolipidios é formada pelo glicerol esterificado a dois acidos graxos nos
carbonos 1-2 e ao &cido fosforico no carbono 3.

O perfil de acidos graxos e a quantidade de lipidios varia de espécie em espécie e é
dependente das condicdes de cultivo (Sibi et al., 2015). Muitas microalgas oleaginosas podem
ser induzidas a acumular lipidios com um contedo que vai desde 1 até 75 % lipidios/peso
seco (Adarme-vega et al., 2013; Amaro, Macedo, & Malcata, 2012; Pragya, Pandey, & Sahoo,
2013).

As estratégias mais usadas para levar a um aumento na porcentagem de lipidios totais sdo
submeter as microalgas a cultivos com estresse celular, especialmente com limitacdo de
nutrientes. Porém, estas condi¢cBes de cultivo sdo desfavoraveis para a produtividade de
biomassa, afetando diretamente a produtividade de lipidios, parametro que é essencial para o
uso dos lipidios em aplicacdes de biocombustiveis ou producdo de dmega 3. Por isso, €
importante encontrar um equilibrio entre o crescimento do microrganismo e a porcentagem de
lipidios acumulado na biomassa (Yilancioglu, Cokol, Pastirmaci, Erman, & Cetiner, 2014;
Zhao et al., 2014).

O perfil de acidos graxos determina a possivel aplicacdo industrial dos lipidios. Os
lipidios ricos em &cidos graxos saturados e monoinsaturados de cadeia média, especialmente
C16:0 e C18:1, sdao mais indicados para sua aplicagdo em biocombustiveis, porque
apresentam maior estabilidade oxidativa para o transporte do combustivel, e os lipidios com
alto conteddo de acidos graxos poli-insaturados sdo mais indicados para formulacdo de
alimentos para humanos e na aquicultura (Amaro et al., 2012; Atalah et al., 2007;
Nwokoagbara et al., 2015).

3.8 SINTESES DOS ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS (OMEGA 3)

Tem-se reportado duas vias para a producdo de acidos graxos poli-insaturados do tipo
O0mega 3. A primeira é a utilizada por organismos eucarioticos, via aerobia, onde se realiza um

processo de dessaturagdes que consiste na adi¢do de duplas ligacGes em lugares especificos da



38

cadeia de &cidos graxos, feita pela acdo de enzimas dessaturase usando o oxigénio e elétrons
obtidos do NADPH e um processo complementar de elongagdes realizados na cadeia pelo
acréscimo de dois carbonos por cada ciclo, acdo que é catalisada por enzimas denominadas
elongases. Essa via ¢ conhecida como a convencional A 6 dessaturase (Khozin-Goldberg &
Cohen, 2011; Li et al., 2011). A segunda via de producdo de PUFA é anaerdbia, encontrada
principalmente em procariotas e denominada poliquetideo sintase (PKS) (Bergé & Barnathan,
2005; Citadin, 2007; Ward & Singh, 2005).

Em microrganismos fotossintéticos, a sintese dos acidos graxos de cadeias de 16 C até 18
C é desenvolvida no espaco tilacoide da estrutura dos cloroplastos, mas 0s processos de
elongacdo e dessaturacdo sdo feitos no reticulo endoplasmatico liso, onde os acidos graxos
sdo transportados depois de realizada a primeira dessaturacdo para gerar o acido oleico
(O C18:1) (Huerlimann et al., 2014a; Liu & Lin, 2001).

3.8.1 Producdo de PUFA via aerobia

O procedimento da via convencional para a formacdo de PUFAs do tipo dmega 3 é
iniciado pela participagdo da enzima Al5 dessaturase que agrega uma dupla ligacdo ao acido
linoléico (AL C18:2) para gerar o &cido a linolénico (ALA C18:3), que posteriormente sofre
outra dessaturagdo com a enzima A 6 dessaturase para transforma-lo no &cido esteariddnico
(SDA C18:4). Depois acontece uma elongacéo, sintetizando o acido eicosatetraendico (ETA
C20:4) e finalmente é feita uma dessaturagdo com a enzima A 5 dessaturase para formar o

acido eicosapentaenoico (EPA C20:5).

A formacdo do acido docosahexaenoico (DHA C22:6) pode seguir a via linear ou a
via “sprencher”; na via linear continua com a elongacdo de EPA para gerar o &cido
docosapentaendico (DPA C22:5) e por ultimo se agrega uma dupla ligagdo para produzir o
DHA, esta rota tem sido observada na maioria das microalgas (Harwood & Guschina, 2009).
A via sprencher, usada pelos mamiferos, apresenta uma diferenca da via linear, onde a partir
do EPA acontecem duas elongacdes consecutivas e uma dessaturagdo na posi¢do A 6 para a
formacéo do acido tetracosahexanoico (THA C24:6). Esta cadeia é cortada em dois carbonos

via [ oxidacao no peroxissomo, gerando o DHA (Bergé & Barnathan, 2005).

Uma alternativa da via convencional de sintese de 6mega 3 é o uso da via A 8

dessaturase, na qual é primeiro realizada uma elongagdo com a A 9 elongase transformando o
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ALA em &cido eicosatriendico (ERA C20:3). Depois com a A 8 dessaturase Se agrega uma
dupla ligacdo, formando o &cido eicosatetrandico (ETA C20:4) o qual é dessaturado da
mesma forma que no caminho convencional com a enzima A 5 dessaturase para formar o EPA
e posteriormente o DHA. Este metabolismo alternativo é evidenciado nos protistas Euglena
gracilis, Tetrahymena pyroformis, Acanthamoeba spp. e algumas microalgas como Pavlova
salina e Isochrysis galbana (Cao et al., 2012; Li et al., 2011). Por outra parte, acidos graxos
Omega 6 que seguem a via convencional podem converter-se em 6mega 3 por uma
dessaturagao das enzimas A 15, A 17 e A 19 dessaturase, como pode ser observado na figura 7
(Cao et al., 2012).

Sintese dos - 18:149(0A)_ Viaconvencional Viaalternativa______
acidos graxos 1 A A 6 dessaturase A 8 dessaturase
SAFA C16-C18! 12 Des

Omega 6 Omega 3

I A 15 Des

! 18:2849,12 ——— 183891215 cceoaooo-. » 18:329,12,15

: (LA) (ALA) (ALA)

Cloroplasto '

! A6 Des A6 Des lAg Elo

: A .

: (%AL?A*S)“Z A15DES 1840691215 20:3a 11,14,17

; (SDA) (ERA)

E lae Elo A6 Elo lAS Des

: A 17 Des

; 20:308,11,14 —— 201488111417 _ 20:4881114.17

E (DGLA) (ETA) (ETA)

: A

I lA > Des l > Des Reticulo endoplasmatico

: A 17 Des liso

'\ 20:4a5,8,11,14 — 20:545,8,11,14,17

: (ARA) (EPA)

; A5 Elo o ‘A5 Elo

: Via linear Via Sprencher

! A19D

| 22:4a7,10,13,16 =" 5 22:547,10,13,16,19 A9Elo 24:5912.15,18.21

; (DTA) (DPA) Tttt > (TPA)

: A 4 Des A4 Des + A6 Des

E A19 Des '

' 22:504,7,10,13,16 —> 22:65 4,7,10,13,16,19 24:646,9,12,15,18,21

| (DPANG) (OHA) ="g'giidagas  (THA)

____________________________________________________________________________

Figura 7 Diagrama esquematico das rotas aerdbias para a sintese de acidos graxos poli-insaturados DHA e
EPA.

Adaptado de (Citadin, 2007; Gong et al., 2014)

.
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As dessaturases A 4, A 5, A 6 ¢ A 8 foram identificadas na maioria de animais ¢
microrganismos. Por enquanto, as metil dessaturases A 12 ¢ A 15 estdo presentes em plantas ¢
microrganismos (Cao et al., 2012). Os dois grupos de dessaturases sdo indispensaveis na
producdo de poli-insaturados 6mega 3 de cadeia longa e é por isso que 0s animais e as plantas
ndo conseguem sintetizad-los de uma forma completa e seus precursores devem ser

suplementados para conseguir realizar sua produgéo (Gong 2014).

3.8.2 Producéo de PUFA via anaerdbia

A sintese de PUFA através da via anaerobia poliquetideo sintase (PKS) foi descoberta na
bactéria marinha Shewanella pneumatophori SCRC-2378 e posteriormente identificada em
outros microrganismos como Photobacterium profundum, Moritella marina, Colwellia
psychrerythraea e a microalga Schizochytrium. Ao contrario do sistema convencional que
precisa de oxigénio para realizar as desaturacdes na cadeia metil carbonada, a dupla ligacéo é
introduzida de forma anaerdbia por uma enzima bifuncional denominada DH/IS (B-
hidroxiacil- ACP dehydratase/isomerase) durante uma iterativa extensdo da cadeia de &cidos
graxos, utilizando acetil CoA como primeira molécula para a sinteses de EPA ou DHA (Cao
etal., 2012; Khozin-Goldberg & Cohen, 2011).

3.9 FATORES QUE AFETAM A PRODUCAO DE OMEGA 3 EM MICROALGAS

No cultivo de microalgas as caracteristicas de crescimento e da composicdo celular sdo

fortemente influenciadas pela interacdo entre os multiplos fatores nutricionais e fisicos.

A biossintese das PUFAs da familia 6mega 3 pode ser estimulada por estresse a baixas
temperaturas, variagdo na salinidade, intensidade de luz, concentracdo de CO, e aeracao, fase
de cultivo, exposicdo a radiacdo UV e eletroestimulacdes (Adarme-vega et al., 2012; Atalah
et al., 2007; Carvalho & Malcata, 2005; Eismann, 2014). CondicGes de estresse nestes
parametros provocam mudancas nas propriedades fisicas e de fluidez nas membranas
celulares, gerando uma série de respostas bioquimicas que incluem a ativacao e desativacédo
de genes para conseguir a aclimatacdo do microrganismo as novas condi¢des de cultivo (Los
& Murata, 2004; | Tzovenis, Pauw, & Sorgeloos, 1997; Yoshioka et al., 2012).
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Existem trés formas de produzir altas concentracdes de PUFAs do tipo 6mega 3 com
microalgas nativas que tém sido referenciadas como produtoras destes acidos graxos (Grima
etal., 1992):

1. Incrementando a produtividade da biomassa;

2. Maximizando seu potencial fisiolégico com a manipulacdo de condi¢des de
cultivo para direcionar um aumento na producdo de lipidios;

3. Otimizando condicGes de cultivo para gerar um incremento na porcentagem
das PUFAs de interesse.

3.9.1 Efeito da temperatura e estresse osmotico na membrana

O mecanismo de adaptacdo a temperaturas baixas em microalgas € atribuido a alteracdo
das composicdes de acidos graxos, aumentando a proporcao dos poli-insaturados com respeito
aos saturados (Sibi et al., 2015). Como foi dito anteriormente, a membrana celular esta
composta principalmente por fosfolipidios e glicolipidios, que em condi¢bes normais
proporcionam uma boa fluidez na membrana. Mas, quando as condigdes de cultivo ndo sdo as
ideais e as células estdo em um ambiente com elevadas temperaturas, pode existir degradacdo
de compostos celulares que causam fluidizacdo da membrana, provocando uma entrada e

saida de nutrientes e elementos sem regulacdo, induzindo a morte celular.

Pelo contrario, ambientes em baixas temperaturas provocam uma rigidez na membrana
celular que ndo permite um intercambio de substancias essenciais ao interior das células, o
que também traz como consequéncia a apoptose celular. Como resultado da diminuicdo de
fluidez da membrana e para manter a funcdo da mesma em baixas temperaturas, as microalgas
ativam as enzimas dessaturases e geram acidos graxos poli-insaturados como resposta, ja que
estes tem um ponto de fusdo a temperaturas menores que 0s &cidos graxos saturados,
garantindo boas propriedades de fluxo nestas condi¢des (Jiang & Gao, 2004). Este efeito tem
sido demostrado e esclarecido em diversas pesquisas moleculares de cultivo de algas e
microalgas (An et al., 2013; Gladyshev et al., 2011; Harwood & Guschina, 2009; Jiang &
Gao, 2004).

Conforme a revisdo feita por Los e Murata (2004), acredita-se que um estresse
hiperosmotico pode reduzir a fluidez da membrana similar ao estresse a baixas temperaturas e
que um estresse hiposmotico gera fluidizacdo da membrana da mesma forma como sucede a

altas temperaturas (figura 8). A consequéncia da variabilidade na salinidade é bem
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identificada no mecanismo de osmorregulagdo nos microrganismos pela acumulagdo de
solutos compativeis, como o glicerol, para balancear os niveis intracelulares de concentragéo.
Mas pouco se sabe da sua acdo na acumulacéo de lipidios totais e alteracdo dos acidos graxos

na membrana celular.

FLUIDIZACAO DA MEMBRANA RIGIDIFICACAO DA MEMBRANA

Temperatura alta Temperatura ldeal Temperatura baixa
(hiposmolaridade) (Osmolaridade normal) (Hiperosmolaridade)

Figura 8 Mudangas na estrutura e fluidez da membrana sob condi¢Ges de estresse a baixas e altas
temperaturas.

Adaptado de: (Los & Murata, 2004)

Azachi et al (2002) reportaram que a coenzima 3 cetocil sintase (Kcs) encarregada da
sintese de condensacdo de malonil CoA e acil CoA (primeiro passo limitante da elongacédo de
acidos graxos), foi maior nas células que foram transferidas de uma salinidade de 0.5 M a
uma salinidade de 3.5 M NaCl na microalga Dunaliella salina. Os autores afirmam que a
adaptacdo celular a choques salinos implicam modificacGes na composicdo de acidos graxos

nos microssomas e membranas da microalga.

Al-hasam et al (1987) encontraram que o aumento de concentracdo de NaCl no meio
de cultivo de Dunaliella salina, afetou o perfil lipidico de &cidos graxos e as respostas
bioquimicas da microalga. Por um lado aumentou a producéo de carotenoides, clorofila e a
porcentagem do &cido a linolénico (C18:3 »3) no perfil lipidico, mas por outro diminuiu o

crescimento e a porcentagem de lipidios totais.

De maneira oposta, Theresia et al. (2012) encontrou que para a dulcicola
Chlorococcum sp. um aumento na salinidade de 0 - 2 % de NaCl, provocou uma diminuigéo
na concentracdo da biomassa mas teve um acréscimo no porcentagem de lipidios. Se bem que
a maior produtividade de lipidios foi alcancada com uma concentragdo de sal de 1 %
(Theresia et al., 2012).
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3.9.2 Intensidade de luz

A variagdo na intensidade de luz é reportada na literatura como um parametro
ambiental importante que, além de influenciar a fotossintese, contribui na modificacdo da
composicdo e acumulacdo dos lipidios (Pal, Khozin-Goldberg, Cohen, & Boussiba, 2011).
Em processos a grande escala, a intensidade media de luz natural a qual o cultivo € submetido
é de 2000 pumol fotons/m?s, nesta intensidade luminosa, pode ser produzido danos no sistema
fotossintético das microalgas comprometendo o 6étimo crescimento da microalga (Chisti,
2007).

As maximas taxas de crescimento sdo alcancadas em uma faixa de saturacdo luminosa,
onde as microalgas podem aproveitar eficientemente a energia da luz para transforma-la em
energia quimica. Pelo geral, este intervalo de saturagdo luminosa nas microalgas € logrado aos
100 ou 200 pmol fotons/ms que representam dentre 5 % até 10 % da intensidade de luz solar.
As melhores condicdes de intensidade luminosa para a producdo de poli-insaturados séo

especificas para cada microalga (Chisti, 2007; Guihéneuf et al., 2009).

Em algumas microalgas, altos niveis de irradiagdo sdo conhecidos por gerarem o
aumento nos acidos graxos saturados, mas também por elevarem a acumulacdo de DHA. Pelo
contrario, baixos niveis de irradiacdo permitem a acumulacdo de PUFASs, entre eles o EPA.
Conforme Carvalho e Macalta (2005) o acréscimo de acidos graxos poli-insaturados frente a
um estresse luminoso baixo é devido & necessidade de sintetizar uma maior quantidade de

lipidios complexos, como os galactolipidios que sdo constituintes das membranas tilacéides.

Sob condi¢des de saturacdo luminosa, Tzovenis et al. (2003) observaram que,
enquanto o C18:3 w3 permaneceu constante, a producéo de acidos graxos C 18:3 w6 e 18:5
5 foi reduzida, e 0 DHA C22:6 3 e 0 EPA C20:5 ®3 aumentaram, indicando uma provéavel
mobilizacdo desses acidos graxos para as membranas tilacéides, que possivelmente é seguida
da dessaturacéo e elongacdo de cadeia.

3.9.3 Aeracéao

A aeracdo num cultivo fotoautotréfico € um pardmetro importante que tem duas fungdes
principais: a primeira € a introducdo da fonte de carbono inorgénica que é um nutriente
indispensavel para o crescimento do microrganismo, 0S processos energéticos e de
dessaturacdo das cadeias de acidos graxos, e a segunda é permitir a eliminacdo do oxigénio

gerado pelas microalgas para evitar sua saturagao.
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Uma varia¢do na vazédo de ar pode alterar a relagdo O,/CO, no meio, gerando aumento
de espécies reativas ao oxigénio, como O, e H,0,. Estas espécies apresentam elevada
toxicidade e provocam danos nas membranas celulares, pelo qual, em alguns casos, as
microalgas elevam sua producdo de PUFAs para usa-las como antioxidantes e evitar o dano

celular (Adarme-vega et al., 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MICRORGANISMO

A microalga Isochrysis galbana foi escolhida para realizar este estudo por suas boas
caracteristicas bioquimicas e sua capacidade de gerar uma porcentagem consideravel de
acidos graxos poli-insaturados. Esta cepa foi gentilmente cedida pelo laboratério de

fotossinteses do Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

A visualizacdo microscopica da morfologia da microalga é apresentada na figura 9.

Figura 9 Visualizagao da morfologia microscdpica a 1000 X de Isochrysis galbana apos 4 d de cultivo sob
diferentes condigdes de cultivo.

4.2 MEIO DE CULTIVO

O meio de cultivo empregado foi o meio sintético F/2 guillard (tabela 5), reportado
amplamente na literatura para seu uso com microalgas marinhas (Guillard, 1975). Neste
trabalho, a solugdo de silicato do meio original ndo foi adicionada, devido a que Isochrysis
galbana ndo apresenta parede celular e esse nutriente é imprescindivel s6 para a sintese dessa

estrutura.

A &gua marinha artificial foi preparada a diferentes concentragdes com sal marinho
comercial “Redfish” dissolvida em &gua deionizada e filtrada com membranas de mistura de
éster de celulose com tamanho de poro de 0.45 um. A composicao de nutrientes presentes no

sal marinho comercial ndo foi levada em consideracéo.
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Tabela 5 Concentragio final dos componentes do meio F/2 Guillard, sem silicato, em dgua marinha sintética.

FONTE COMPONENTE CONCENTRACAO
(mg/L)
Nitrato NaNO; 75
Fosfato NaH,PO,.H,O 5
Metais tracos FeCl;.6H,0 3.15
Na,EDTA 4.36
CuS0,.5H,0 9.8*10°
Na;M00,.2H,0 6.3*10°
ZnS0,.7H,0 0.022
CoCl,.6H,0 0.01
MnCl,.4H,0 0.18
Vitaminas Cianacobalamina (B12) 0.1
Tiamina 5*10*
Biotina 5*10*

As solucdes de nitrato, fosfato, metais tracos e a agua marinha sintética foram
autoclavadas separadamente a 1 atm e temperatura de 121 °C por 20 min. Depois de
esterilizada, a 4gua marinha artificial foi deixada 24 h em repouso a temperatura ambiente,
para a estabilizacdo dos gases antes da preparacdo do meio. A solucdo de vitaminas foi

esterilizada por filtragdo com membrana de seringa de 0.20 um, em camara de fluxo laminar.

O pH inicial do meio foi ajustado num intervalo de 7.8 — 8.2 simulando o pH da agua

de mar natural que é ligeiramente alcalina.

Pré-inoculo

O pré-inoculo de I. galbana foi preparado no meio F/2 Guillard sem silicato com uma
salinidade de 30 g/L em um Erlenmeyer de 1L com um volume efetivo de trabalho de 600
mL, sob intensidade de luz de 170 umol fotons/m?s, fotoperiodo de luz escuridéo (L:E) 12:12
h e aeracdo de 1 vvm. A temperatura da sala de cultivo foi mantida constante a 23 °C usando

um ar condicionado marca Springer maxifler.

As células foram transferidas ao meio de cultivo depois de 4 - 5 dias de pré-cultivo,

momento no qual, o crescimento da microalga estava na fase exponencial.
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4.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.3.1 Primeira etapa: ldentificacdo de uma regido de curvatura no gréfico.

Como experimento inicial, desenvolveu-se um desenho experimental de dois niveis e
trés fatores (2°) com trés pontos centrais, com a finalidade de identificar uma regido com
curvatura maxima para encontrar a condicdo 6tima de producdo de DHA, poli-insaturados do
tipo 6mega 3, lipidios e crescimento. O cultivo foi feito sob diferentes concentracbes de
salinidade (28 - 38 g/L), aeracdo (0.5 - 2.5 vvm) e intensidade de luz (115 - 315 umol
fotons/m?s) (figura 10).

O fotoperiodo utilizado foi o de L:E de 12:12 h. Finalmente, no ponto central foram
avaliadas duas etapas do cultivo, a etapa final de crescimento no dia 6 e a estacionéria no dia
10. No dia 6 foram retirados 500 mL de meio para as posteriores analises.

Neste planejamento, desenvolveu-se 11 experimentos com trés réplicas no ponto central

como se descreve na tabela 6.

Tabela 6 Desenho experimental 2 com pontos centrais (PC).

Condicéo Intensidade de luz Aeragéo Salinidade
(umol fotons/m?s) (vwm) (g/L)
1 315 0.5 38
2 115 25 38
3 315 0.5 28
4 115 0.5 28
5 (PC) 215 1.5 33
6 115 25 28
7 315 25 28
8 115 0.5 38
9 315 25 38
10 (PC) 215 15 33

11 (PC) 215 15 33
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Figura 10 Desenvolvimento do cultivo 2 com pontos centrais (PC).

4.3.2 Segunda etapa: Desenho fatorial com triplicata

Dos resultados e analises do experimento anterior, planejou-se um novo experimento,
no qual se fixou a aeracdo em 2.5 vvm e foi feito um desenho experimental de trés niveis e
dois fatores (3%) com variacdo da salinidade em 40, 47 e 55 g/L e intensidade de luz menores
de 38, 67 ¢ 130 umol fotons/m’s (< 5 % da intensidade de luz solar). Na tabela 7 se
apresentam as nove condi¢Ges experimentais avaliadas por triplicata, resultando em 27

experimentos totais.

Para esta etapa, utilizou-se uma concentracdo de 33 g/L de sal marinho comercial e 0

restante foi incrementado pela adicdo de NaCl. O tempo de cultivo foi de 6 dias.

Tabela 7 Desenho experimental 32 utilizando como fatores independentes a salinidade e a intensidade de
luz.

Salinidade Intensidade de luz (umol
(g/L) fotons/m?s)
40 130
40 67
40 38
47 130
47 67
47 38
55 130
55 67

55 38
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Todos os experimentos foram feitos em escala de laboratério num Erlenmeyer de 2 L
com volume de trabalho de 1.6 L e a concentracdo de células inicial do cultivo foi fixada em
1*10°cel/mL.

Aeracdo: O ar comprimido colocado no sistema foi filtrado com filtros de seringa de
0.20 um para evitar a contaminacgéo e injetado nas culturas por meio de tubos ocos de vidro.
Uma rolha de gaze e algod&o hidrofobico foi usada para fechar os Erlenmeyers, garantindo a
inocuidade do cultivo e o intercdmbio efetivo dos gases com a atmosfera. As diferentes
vazBes de ar avaliadas foram controladas utilizando um rotadmetro de gas (RWR, 0 - 15
L/min).

Salinidade: Visando evitar mudangas na salinidade pela evaporacdo de agua,
diariamente foram avolumados os meios de cultivo com agua deionizada esterilizada.
Posteriormente foram tiradas aliquotas de 1 mL para medir a salinidade de cada condi¢cdo com
ajuda de um refratbmetro manual que possui uma escala de 0 — 100 ppt ( 0 a 100 g/L) para
que a concentracédo de sal desejada seja mantida.

Intensidade luminosa: A intensidade de luz foi medida no inicio dos experimentos
utilizando um medidor de radiacdo PAR (Photosynthetically Active Radiation) de escala
laboratorial QSL — 2100. As diferentes intensidades luminosas avaliadas foram fixadas
segundo a distancia de separacdao entre a superficie de cada Erlenmeyer e a fonte de luz
artificial (Figura 11). No trabalho, a fonte utilizada foi de lampadas fluorescentes frias
conectadas a um temporizador analdgico sincronizado para um fotoperiodo de Luz :
Escuriddo de 12:12 h.

Figura 11 Desenvolvimento do cultivo do desenho experimental 3?
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4.4 ANALISES E PROCESAMIENTO DA BIOMASSA

4.4.1 Obtencado da biomassa liofilizada

A biomassa seca necessaria para as analises bioquimicas foi coletada na etapa de
crescimento e estacionaria do cultivo. Primeiro, a biomassa foi concentrada e separada do
meio por centrifugacéo, utilizando-se a centrifuga Excelsa 11 (Mod 206 BL) a 3500 rpm por
10 min. O processo de centrifugacao foi repetido mais uma vez adicionando agua deionizada

para eliminar o sal residual presente na biomassa.

Em seguida, a biomassa umida foi congelada a temperatura negativa de — 15 ° C em
tubos de plastico e finalmente transferida ao liofilizador para executar a secagem da biomassa

por sublimagéo.

4.4.2 Avaliacdo de crescimento

O crescimento celular das microalgas foi monitorado por contagem de células (cel/mL)
utilizando um microscépio 6ptico Olympus e uma camara de contagem Fuchs Rosenthal.
Diariamente foram coletadas aliquotas de 1 mL de cada condi¢do de cultivo, nas quais foram

adicionados 10 uL de lugol acético para fixar as células mdveis e prosseguir com a contagem.

A taxa especifica de crescimento (u) foi determinada no crescimento exponencial da
microalga. Matematicamente p € expressada segundo a equacao linear 1.
ax Xfdx tr
Ezu*X -];(07=-ft udt com tg=0 InX; = utg+ InX, (1)

0

No qual p estd em d™* e X, que é a densidade celular, em cel/mL. A determinagdo deste
parametro foi feita mediante um ajuste linear em um grafico logaritmico da densidade celular

vs 0 tempo de cultivo, onde u € o coeficiente angular da equacao.

A produtividade de biomassa (Px) foi determinada pela equacéo 2, na qual a biomassa
(X) esta em g/L e o tempo (t) em dias.

(2)
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4.4.3 Determinacgdo da concentracdo em peso seco livre de cinzas

A determinacdo de peso seco foi feita por gravimetria e desconto de cinzas apos
calcinagdo. Ao final do cultivo e depois de avolumar e homogeneizar os meios, 15 mL de
amostra foram filtradas a vacuo, utilizando-se membranas de vidro com tamanho de poro de

0.7 um previamente pesadas e tratadas em forno de mufla a 575 °C por 1 h.

Um volume de solucdo de lavagem NH4HCO; (0.5 M) equivalente ao volume da
amostra filtrada foi usada para remover o excesso de sal no filtro. Em seguida, a membrana
foi retirada do sistema de filtracdo a vacuo e transferida para secar em estufa a 60 °C por 1h
para sua posterior pesagem. O peso seco da membrana com cinzas foi calculado utilizando a

equacéo 3.

Com relacdo ao desconto de cinza, as membranas contendo as amostra foram tratadas
novamente em forno de mufla a 575 °C por 1 h para sua calcinagdo. Apds este processo, as
membranas foram transferidas a um dessecador para esfriar e finalmente pesar. O peso das

cinzas foram calculados utilizando-se a equacéo 4.

Pgc = Pypc — Pu 3)
Pc = Pyc— Py (4)

No qual Py, é o peso da membrana, Pyp- representa o peso da membrana com
biomassa e cinza, Pgz. é 0 peso de biomassa com cinza, Py peso da membrana com cinza

e P peso de cinza.

A concentracdo de biomassa ausenta de cinza [Pg] é obtida da subtracdo de Py, € P,
dividindo pelo volume de amostra filtrado ( Vr) como se apresenta na equacao 5.
_ (PBC - Pc)

[Ps] = T 5

4.4.4 Pigmentos: Clorofila A, C e carotenoides.

Os pigmentos fotossintetizantes presentes nas microalgas sdo compostos por clorofilas,
carotenoides e ficobilinas, sendo que, cada um destes pigmentos tem uma absorbancia de luz
em diferentes comprimentos de ondas, fazendo possivel sua quantificagdo por

espectrofotometria (Bianchini et al., 2006).
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Para conduzir a extracdo dos pigmentos fotossintéticos, foram filtrados 10 mL da
amostra a vacuo com membranas de vidro de tamanho de poro de 0.7 um. Em seguida, 0s
filtros foram colocados no interior de tubos Falcon cobertos com fita preta (para proteger os
pigmentos da degradacgao pela incidéncia da luz branca) e foi adicionado 7 mL de acetona a
90 %. Logo apobs, procedeu-se a maceracdo das membranas com auxilio de um bastdo de
vidro. As amostras foram armazenadas a 4 °C por 24 h a fim de completar a extracdo dos

pigmentos (Lourenco, 2006).

Apbs o periodo de repouso, os Falcon foram centrifugados a 3000 rpm por 10 min para
eliminar materiais em suspenséo e finalmente a leitura espectrofotométrica foi feita utilizando
uma cubeta de vidro de quartzo e um espectrofotdmetro de comprimento de onda visivel,

marca Bel potonies (1105).

Quando a leitura no comprimento de onda em 750 nm foi superior do que 0.02, a

amostra teve que ser centrifugada novamente para eliminar os residuos em suspenséo.

A quantificacdo de clorofilas A e C foi feita segundo as equacbes 6 e 7 propostas por
Jeffrey e Humphrey (Jeffrey & Humphrey, 1975; Ritchie, 2008).

I

Clorofila A (ﬂ) = [11.85 % Agesnm = 154 * Agsy nm = 0.08 * Agzopm] * 7 (6)

Clorofila C (ﬂ) = [24.52 * Agzomm — 1.67 % Agganm — 760 % Agarmm] * —— (7)
mL nm nm nm V % C

Em que: v= Volume de acetona usado para a extracdo dos pigmentos (L) , V= volume

filtrado da cultura (L), c= caminho éptico da cubeta (cm).

Aproveitando o mesmo extrato em acetona obtido no processo para a quantificacdo de
clorofila A e C, estimou-se por espectrofotometria a concentragdo total de carotendides
usando a equagdo 8, proposta por Strickland e Parsons (Lourengo, 2006; Strickland &
Parsons, 1968).

v

‘s Hg
Carotendides (—) =[7.6 ¥ Asgonm — (3.0 * Ao nm) — 1.49 * Agi0nm — (2.0 * A750 nm)] * T G

mL

®)
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4.4.5 Carboidratos totais

O método colorimétrico fenol-sulfdrico descrito por Dubois et al. (1956) foi empregado
para a determinagdo de carboidratos totais soliveis em agua na biomassa seca de Isochrysis
galbana (Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers, & Smith, 1956). Esse método é baseado na reacédo
exotérmica dos diferentes tipos de agucares com o fenol e o acido sulfarico gerando uma

coloracdo laranja estavel, que pode ser quantificada por espectrofotometria.

O procedimento de Myklestad e Haug (1972) foi usado para o tratamento da biomassa e
liberacéo dos carboidratos. Para isso, pesaram-se entre 10 — 20 mg de biomassa seca num tubo
de ensaio de vidro comprido e foi adicionado 2 mL de H,SO4a 80 % imerso em um banho de
gelo. Em seguida as amostras foram deixadas sob refrigeracdo por um periodo de 16 — 20 h,

durante o qual, é concluida a liberacao dos agucares (Myklestad & Haug, 1972).

Apoés esta fase de extracdo, foram adicionados 6 mL de agua deionizada e o extrato foi
filtrado em membranas de fibra de vidro previamente tratadas em forno de mufla por 1 h e
575 °C para eliminar qualquer impureza orgénica. Do filtrado, foram pipetados 100 pL no
interior de um tubo de ensaio de vidro comprido e diluido até 1 mL com &gua deionizada. Em
seguida 0.5 mL de fenol a 5 % foram adicionados na mistura e, para finalizar a reacéo,
adicionou-se 2.5 mL de H,SO, concentrado.

O fenol e o &cido sulfarico foram acrescentados diretamente na amostra e ndo pelas
paredes do tubo de ensaio, garantindo que a reacdo seja feita completamente. Agitou-se
vigorosamente a mistura com ajuda de um vortex e ap6s 30 min de repouso para esfriar as
amostras, foi feita a leitura espectrofotométrica da absorbancia em um comprimento de onda a
485 nm.

A concentracdo de carboidratos totais é medida com base em uma curva de calibracdo
de D-glicose anidrida num intervalo de 0 - 60 mg/L, cuja equacdo linear é apresentada na
equacdo 9 com um R?= 0.9975. No anexo 1 é descrito o procedimento desenvolvido para

realizar a curva de calibragéo utilizada.

Neste trabalho, os carboidratos sédo apresentados em porcentagem (m/m) relacionando o

peso de carboidratos obtidos com o peso inicial da amostra utilizada.

Y =0.0121 % X X=— 9)
0.0121
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Y representa a absorbancia e X a concentracdo de carboidratos totais (mg/L)

4.4.6 Lipidios Totais

A extracdo de lipidios totais foi desenvolvida com base no método em frio de Bligh e
Dyer (1959), utilizando uma mistura de solventes cloroférmio:metanol (Bligh & Dyer, 1959).

A quantificacdo de lipidios foi realizada por gravimetria.

Em primeiro lugar, utilizou-se um pré-tratamento acido para garantir a efetividade da
extracdo. Para isso, pesou-se entre 80 — 100 mg de biomassa seca num tubo Falcon,
adicionou-se 3 mL de HCL diluido (2 M) e a mistura foi mantida por 2 h submersa em um
banho termostatizado a 40 °C. Apoés este tempo, a mistura foi centrifugada na centrifuga
Excelsa Il a 3000 rpm durante 10 min. Retirou-se o residuo de &cido com ajuda de uma
seringa de vidro com agulha longa. Este pré-tratamento de digestdo acida foi fraco, ja que a
microalga utilizada ndo possui parede celular e s6 tem uma cobertura de membranas. Para o
tratamento acido ser efetivo em outras espécies de microalgas, deve-se aumentar a quantidade

do &cido e se colocar o banho termostatizado a 80 °C por 1 h.

No Falcon com a biomassa pré-tratada, foram adicionados 4 mL de metanol, os quais
foram homogeneizados com auxilio de um vortex; adicionou-se 2 mL de cloroférmio que
também foram agitados durante 2 min. Finalmente, agregou-se mais 2 mL de cloroférmio e

3.6 mL de agua deionizada que foram misturados com vortex cada um por 2 min.

A solucdo obtida foi centrifugada a 3000 rpm por 10 min e, do sistema trifasico
formado com ajuda de uma seringa de vidro de agulha longa, foi retirada a fase inferior que
contem os lipidios dissolvidos no cloroférmio, os quais foram transpassados a um baldo de

vidro com boca esmerilhada previamente pesado.

O processo de re-extracdo dos lipidios que ainda ficaram na biomassa, foi feito duas
vezes com a adicdo de 4 mL de uma solucdo de 10 % de metanol em cloroférmio, seguindo a
metodologia de centrifugacdo e recuperacdo de lipidios descrita anteriormente. As solucdes de
metanol, cloroformio e de 10 % de metanol em cloroférmio continham 11 ppm de

antioxidante Kerobit TP 26 para proteger os lipidios da oxidacdo de acidos graxos.

O excesso de cloroformio foi evaporado em um evaporador rotatério a vacuo a 50 °C e,

depois, o baldo foi secado em estufa durante 24 h a 40 °C para finalmente ser pesado em
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balanga analitica. O baldo com o extrato lipidico foi armazenado em um dessecador a vacuo

até seu posterior uso.

4.4.7 Andlises do perfil de acidos graxos por cromatografia gasosa

O perfil de &cidos graxos em porcentagem foi definido por cromatografia gasosa. A
partir do extrato lipidico seco, se fez a esterificacdo metanolica dos acidos graxos (FAMES)
conforme o procedimento de Jham e Campos (1982), cuja finalidade é aumentar a volatilidade
da molécula que contem o acido graxo, favorecendo a separacdo dos compostos na coluna de

cromatografia e facilitando sua identificagdo (Jham & Campos, 1982).

No baldo com os lipidios, foi adicionado 1 mL da solucdo KOH:metanol (0.5 M) e,
seguidamente, foi levado a banho maria a 100 °C durante 5 min para a hidrolise dos lipidios
gerando sais de acido graxo. Posteriormente, se adicionou 1 mL da solucdo de HCI : Metanol
(1:4) por mais 15 min em banho a 100 °C para desenvolver a esterificacdo acida dos acidos

graxos.

Continuamente, os balGes foram esfriados com 3 mL de &gua deionizada e a
recuperacdo dos metil-&cidos graxos foi feita por duas lavagem de 3 mL de éter de petréleo. A
fase aquosa foi descartada e a fase superior onde ficaram os metil-ésteres de acidos graxos
diluidos em éter de petréleo foram transferidos a frascos tipo penicilina e armazenado a

temperatura negativa de — 20 °C até as analises.

No momento da determinacdo de FAMES por cromatografia gasosa, o éter de petr6leo
foi evaporado e as amostras foram resuspensas em 1.5 mL de tolueno para sua posterior
injecdo. O cromatografo a gés usado é de marca Shimadzu, modelo GC-2010, com detector
de ionizacdo em chama. Foi empregada uma coluna polar DB23 (Agilent) com dimensdes de
comprimento, didmetro interno e espessura do filme de 30 m, 0.25mm e 0.25um

respetivamente.

A programacéo da temperatura foi feita em rampa com a finalidade de obter uma boa
separacao dos esteres metilicos de &cidos graxos. Ao inicio, se aumentou a temperatura 50°C
por minuto; no intervalo de 50 °C a 150 °C o gradiente de temperatura foi 25 °C por minuto e
isoterma de 1 minuto; de 150 °C a 200 °C o aumento foi feito com uma gradiente de 4 °C por
min e isoterma por 3 min e finalmente se incrementou a temperatura de 200 °C a 240 °C com

um gradiente de 5 °C por min e isoterma por 5 min. A temperatura do detector foi fixada em



56

280 °C. O hélio a 99.95 % foi usado como gas de arraste e 0 N, H, e ar sintético foram

empregados como gases auxiliares.

A identificacdo dos FAMEs foi feita por comparacgdo do tempo de retengdo com a mistura
de 37 padrdes de ésteres metilicos de acidos graxos de cadeia C4:0 até C24:0 da sigma. Os
cromatogramas e porcentagem de area dos picos de cada amostra foram obtidos pelo software
GC solution (Shimadzu)

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados da fase experimental foi realizada com ajuda do
software Statistica versdo 7.0. Com esse mesmo programa, foram construidos os graficos de
Pareto, medias marginais, superficies de resposta e o uso da funcdo Desirability para a

otimizacdo das condicdes de cultivo.

Para as analises de variancia ANOVA, foi aceito um nivel de confianca de 95 % em todos

os testes (a=0.05). Os resultados estatisticos sao apresentados no Anexo 2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRIMEIRA ETAPA

De acordo com a metodologia do item 4.3.1, nesta primeira etapa de procura de curvatura
maxima para os acidos graxos poli-insaturados e DHA no cultivo fotoautotrofico de
Isochrysis galbana foram avaliados trés parametros e dois niveis com pontos centrais:
salinidade (28 - 38 g/L), intensidade luminosa (115 - 315 pumol fotons/m?s) e aeracdo (0.5

vvm — 2.5 vvm).

5.1.1 Cinética de crescimento e biomassa seca

A curva de crescimento celular de Isochrysis galbana foi similar para todas as
condicdes de cultivo testadas, como se pode verificar na figura 12. Na maioria dos testes a
microalga ndo apresentou uma fase de adaptacdo celular, o que € desejado industrialmente
para ter uma boa produtividade. Porém, alguns cultivos com salinidade de 38 g/L tiveram
baixa duplicacdo celular nas primeiras 24 h, para depois entrar na fase de crescimento
exponencial até o dia 5 — 6, e finalmente quando algum nutriente essencial fosse esgotado,

comecar a etapa estacionaria.

le+7 A

—— 315,2.5,38
—A— (PC) 215, 1.5, 33

Crescimento (Cel/ml)

le+6

0 2 4 6 8 10 12

Tempo (d)

Figura 12 Cinética de crescimento de Isochrysis galbana sob diferentes condigées de intensidade de
luminosa, aeragdo e salinidade
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Segundo a andlise estatistica, o crescimento final em termos de cel/mL e de
concentracdo celular em base seca, estiveram proximas de ser significativas. Conforme os
diagramas de significancia na figura 14, a vazao de ar mostrou ser a variavel que teve maior
impacto na densidade celular (valor p=0.052) afetando positivamente o crescimento. De
forma oposta, um aumento na salinidade gerou uma pequena diminuigéo no total de biomassa,
pelo qual, os tratamentos com a maior salinidade e menor vazdo de ar, independente da
intensidade luminosa avaliada, exibiram um menor crescimento celular como pode ser
observado nas figuras 12 e 13. Lin et al. (2007) também concluiu que um aumento na vazao

de ar comprimido é benéfico para o crescimento da microalga.

O leve aumento da biomassa e da densidade celular com respeito ao aumento da vazao
de ar pode ser explicado por uma maior disponibilidade de CO, no meio. A méaxima
densidade celular e concentragdo final de biomassa obtida neste trabalho a partir de uma
concentracéo inicial de 1*10° cel/mL foi de 1.69 * 10’ cel/mL e 326.7 mg/L respetivamente,
cultivada a 115 pmol fotons/m?s, 28 g/l de sal e 2.5 vvm de ar. Em condicdes similares de
cultivo de Isochrysis galbana, usando 4gua marinha sintética enriquecida com F/2 e aeragéo
com ar comprimido, Liu et al. (2001) obtiveram uma méaxima concentracdo de biomassa de
230 mg/L, coletada em 8 dias de cultivo (Liu & Lin, 2001).

No entanto, comparando este trabalho com pesquisas onde é utilizado ar comprimido
enriquecido com CO,, a concentracdo da biomassa alcancada foi inferior, 0 que permite
identificar uma limitagdo de crescimento por insuficiéncia da fonte de carbono (0.03 % no ar).
Ha reportes de que as microalgas podem tolerar até 10 % de CO, na aeragdo (Theresia et al.,
2012).

Picardo et al. (2013) fizeram a comparacao de um cultivo descontinuo de Isochrysis
galbana com aeracdo convencional e ar enriquecido com 5 % de CO, e alcancaram um
aumento na biomassa de 250 mg/L a 420 mg/L respetivamente (Picardo et al., 2013). Sen et
al. (2005) conseguiram uma concentracdo celular muito alta de 1.2 * 10° cel/mL de Isochrysis
galbana em condicGes de cultivo de 30 g/L de salinidade, iluminagdo continua e ar
enriquecido com CO;, (Sen & Koger, 2005).

A influencia da intensidade de luz no crescimento de Isochrysis galbana foi avaliada
por Marcheti et al (2012) e Molina et al (1992), os autores encontraram que para irradiacoes

maiores do que 150 pmol fotons/m’s, a taxa de crescimento da microalga permanece
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constante, o que significa que nestas condi¢des se alcanca a saturagdo luminosa para o

crescimento (Marchetti et al., 2012).

Estes resultados concordam com o obtido nesta pesquisa, j& que para o crescimento
celular e concentracdo de biomassa nos cultivos avaliados, a menor contribuicdo para sua
variacdo foi feita pela intensidade luminosa (Anexo 2) estudada num intervalo de 115 - 315
umol fotons/m®s. As taxas de crescimento calculadas foram préximas entre as condicoes
estudadas, sendo de p= 0.4 d* e 0.5 d™ apresentando um tempo de duplicacéo celular de 1.4 -
1.8 dias, em outras palavras, a microalga demandou de 33 até 43 h para dobrar sua densidade

celular.
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Figura 13 Concentrac¢ao de biomassa obtida no dia 6 e 10 de diferentes cultivos foto autotréficos de
Isochrysis galbana
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Figura 14 Diagrama de médias marginais caracteristico para o crescimento e concentra¢do de biomassa sob
as diferentes condicGes de cultivo
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5.1.2 Efeito da etapa de cultivo

Seguindo o desenho experimental planejado e devido a que s6 foram feitas trés replicas
para o ponto central, a avaliagdo do efeito da idade do cultivo se fez com base nesta condicéo
central de salinidade de 33 g/L, aeracdo de 1.5 vvm e intensidade luminosa de 215 pmol

fotons/m?s. Os resultados obtidos foram resumidos na tabela 8.

Do teste de ANOVA - uma via, se pode concluir com um nivel de confianca de 95 %
que ndo existe uma diferenca estatistica significativa entre os lipidios totais, peso seco e
pigmentos fotossintéticos obtidos no dia 6 e no dia 10 do cultivo (Anexo 2). Por outra parte, a
produtividade da biomassa que relaciona a concentracdo da biomassa com respeito ao tempo
de cultivo foi 1.4 vezes maior no dia 6 (40.37 mg/ld) que no dia 10 (28.44 mg/Ld).

Tabela 8 Variaveis de resposta no sexto e décimo dias de cultivo.

Dia 6 E.P Dia 6 Dia 10 E.P Dia 10

Peso seco (mg/L) 242.22 18.19 284.44 12.37
Produtividade (mg/Ld) *40.37 3.03 *28.44 2.14
Lipidios (%) 23.01 0.71 21.75 0.74
Clorofila A (ng/mL) 2.715 0.06 2.441 0.09
Clorofila C (ug/mL) 0.709 0.04 0.848 0.09
Carotenoides (pg/mL) 2.584 0.07 2.848 0.12

* Resposta estatisticamente significativa, valor p < 0.05
E.P Erro padréo

Como era esperado, se teve um leve aumento no peso seco ao décimo dia de cultivo
em compara¢do com o dia 6, ja que no momento da coleta, apesar de que o crescimento foi

diminuindo, ainda ndo tinha alcan¢ado a méxima densidade celular (figura 13).

Na maioria das condigdes testadas sem réplica, se observou um comportamento
similar com respeito a idade do cultivo que a apresentada pelo ponto central. A concentracdo
de clorofila A foi levemente diminuida entre os dias 6 e 10 de cultivo, os carotendides
aumentaram um pouco com o tempo e a producdo de lipidios totais foi praticamente igual
para cada condicdo comparada no dia 6 e 10 (graficos ndo apresentados). A clorofila C foi a

Unica variavel que ndo apresentou um comportamento caracteristico.

A ndo mudanca na acumulacdo de lipidios totais entre as idades de cultivo estudadas,
pode ser explicada pelo fato que, apesar de que no décimo dia de cultivo a microalga esta na
fase estacionaria, o estresse pelo esgotamento de nutrientes poderia ainda ndo ser tdo elevado

para forcar este microrganismo a estocar mais lipidios.



61

Esta hipdtese € sustentada pelos resultados obtidos por Roopnarain et al (2014). Os
autores reportaram que utilizando uma razdo de nitrogénio/fosfato de 6:1 até 24:1 (neste
trabalho a razéo foi 15:1) no meio de cultivo de Isochrysis galbana, a acumulacéo de lipidios
¢ constante durante os primeiros 12 dias de cultivo (18 %), a partir desse momento, a
microalga comega a incrementar exponencialmente o armazenamento dos lipidios como
consequéncia do elevado estresse nutricional (podendo chegar a 40 %). No trabalho feito
pelos pesquisadores o comportamento no contetdo de clorofila, também foi similar ao obtido
neste trabalho. Na etapa de crescimento a clorofila aumenta e na etapa estacionaria comeca a

declinar (Roopnarain, Gray, & Sym, 2014).

Huerlimann et al. (2014), tampouco encontrou uma diferenca significativa na
porcentagem de lipidios na fase de crescimento, final de crescimento e estacionéria do cultivo
de Iso.galbana, no entanto, com a microalga Chromera velia eles observaram um aumento de
1.9 vezes no porcentagem de lipidios entre a etapa de crescimento e estacionaria (Huerlimann
etal., 2014b).

Na tabela 9, esta detalhado o perfil dos principais acidos graxos obtidos nas diferentes
idades do cultivo. O acido oleico (O C18:1) aumentou e o acido a linolénico, precursor dos
omega 3, (ALA C18:3 ®3) diminuiu ao décimo dia do cultivo com respeito a etapa final de
crescimento no dia 6. O EPA foi identificado em uma baixa porcentagem e o DHA néo foi

afetado significativamente pela idade do cultivo.

Com respeito aos somatdrios de acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-
insaturados, a biomassa da microalga coletada no dia 10 expde um perfil de &cidos graxos
com maior porcentagem de &cidos graxos monoinsaturados, comparada com a biomassa
obtida no dia 6. No entanto, os acidos graxos saturados e poli-insaturados ndo mostraram uma

forte variacéo.

Na analise do perfil de &cidos graxos de Isochrysis galbana (TISO) coletada na etapa
final da fase exponencial e final da pos-exponencial (estacionaria) feita por Tzovenis et al.
(1997), mostrou que a producéo de DHA diminui com respeito a idade de cultivo, o que difere
com o encontrado neste trabalho (I Tzovenis et al., 1997).

No entanto, resultados similares aos obtidos foram reportados por Huerlimann et al.
(2014). Eles estudaram o efeito da presenga ou auséncia do nitrogénio e a idade de cultivo na

expressdo de quatro enzimas dessaturases (A4, A5, A6 e A8) presentes na microalga
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Isochrysis galbana. Os autores citaram que o DHA ndo mostrou mudancas com as diferentes
etapas do cultivo e os tratamentos de nitrogénio. Mas, na etapa de crescimento conseguiram
uma maior porcentagem de poli-insaturados, especialmente do acido graxo estearidonico
(SDA C18:4) e na etapa estacionaria se gerou um aumento de &cidos graxos saturados e

monoinsaturados, especialmente o &cido palmitico e oleico (O C18:1).

Huerlimann et al. (2014) reportaram que o incremento do O C18:1 na etapa
estacionaria pode ser explicado pelo decréscimo na sinteses de poli-insaturados, ja que nesta
etapa, se gera baixos niveis dos precursores de dmega 3 e 6 (LA e ALA) e existe uma
diminuigdo da expressdo das enzimas dessaturases A4, A5 e A8 quando o nitrogénio ¢

esgotado (Huerlimann et al., 2014a).

Tabela 9 Perfil de acidos graxos nos dias 6 e 10 de cultivo.
Dia C14:0 Cl16:0 Ci16:1 Ci18:1 C18:1 C18:2 aCl8:3 Des C20:5 C22:6  Out.
trans Cis Cis o6 3 3 ®3
6 27.18 1341 3.30 19.72* 098  3.29 5.60* 14.67 0.73 9.23 1.90
+035 *164 +022 +038 #036 =+0.09 +055 *£178 =*006 +0.29
10 2531 1208 274 25.06* 1.27 282 3.90* 1449 0.78 9.88 1.67
+035 x027 =x004 =x0.79 004 =005 =007 =x038 =x005 =£0.27

Somatdrio
Dia Saturado Monoinsaturado Poli-insaturado Poli-insaturado Total
o 3 ® 6 poli-insaturado?®
6 41.69+2.18 24.41* £ 0.72 15.56 £ 0.65 3.64+0.19 19.20 + 0.63
10 38.13 £ 0.67 29.59* £ 0.56 14.79 £ 0.19 2.99+£0.09 17.78 £ 0.27

* Anova estatisticamente significativa (valor p<0.05)
# N&o se teve em conta a porcentagem do pico desconhecido (Des)

Com base no aumento na produtividade de biomassa obtida, maior porcentagem de
ALA e em vista que as duas etapas do cultivo avaliadas ndo tiveram uma implicacdo na
porcentagem de acumulacdo de lipidios, DHA, poli-insaturados e que na etapa final de
crescimento € o momento ideal para a coleta da microalga evitando uma limitacdo grave de
nutrientes, especialmente de nitrogénio, o tempo de cultivo para o segundo planejamento de
experimentos foi diminuido até o sexto dia. Portanto, as analises para as condicdes de cultivo

na primeira etapa foram feitas para a etapa final de crescimento.

5.1.3 Lipidios totais

A variagdo na acumulacdo de lipidios totais nas diferentes condi¢es de salinidade,
aeracdo e intensidade luminosa sdo apresentadas na Figura 15. No final da etapa de
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crescimento, a porcentagem de lipidios totais variou entre 12.44 % até 26.8 %, indicando que
0s parametros avaliados sdo importantes para a mudanca desta resposta.
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20 A ] Cond 2: 115, 2.5, 38
Cond 3: 315, 0.5, 28
Cond 4: 115, 0.5, 28
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Cond 7: 315, 2.5, 28
Cond 8: 115, 0.5, 38
Cond 9: 315, 2.5, 38
PC: 215,15, 33

Lipidios (%)
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1 2 3 4 6 7 8 9 PC

Condigéo de cultivo

Figura 15 Porcentagem de lipidios no dia 6 de cultivo

Conforme a figura 16 das médias marginais e a analise estatistica (anexo 2), a interacao
inversa entre as varidveis aeracdo-intensidade luminosa foi o fator que teve maior efeito
significativo na acumulacgdo de lipidios na microalga, seguido da intensidade luminosa por si
sO0. Em outras palavras, as interagdes de maior intensidade luminosa-menor aeracdo e menor
intensidade luminosa-maior aeracdo foram as condi¢cdes de cultivo que apresentaram 0s mais
altos porcentagem de lipidios totais, sendo ainda superior nas condi¢cbes com a maior
intensidade luminosa avaliada neste trabalho, onde foram acumulados entre 25 % e 26.8 % de
lipidios totais. A menor acumulagdo de lipidios de 12. 44 % foi alcangada utilizando uma

intensidade de luz de 115 pmol fotons/m?s, aeracéo de 0.5 vwvm e salinidade de 28 g/L.

Na pesquisa feita por He et al. (2015) concluiram que, nos cultivos com iluminacdo
continua das microalgas Chorella sp e Monoraphidium dybowskii, 0 aumento na intensidade
luminosa de 40 até 400 pmol fotons/m®s também gerou um aumento na acumulacdo de
lipidios, embora a produtividade de biomassa e, portanto, a produtividade de lipidios,
comecou a diminuir quando foram atingidas intensidades luminosas maiores que 200 pmol

fotons/m?s que corresponde ao 10 % da intensidade solar.



64

Plot of Marginal Means and Conf. Limits (95,%)
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Figura 16 Médias marginais para lipidios no dia 6 de Cultivo

N&o foi encontrado nenhum reporte da interacdo entre a intensidade luminosa e
aeracdo ou o efeito do aumento na vazdo de ar com respeito a acumulacdo de lipidios.
Carvalho e Malcata (2005) também concordaram que um aumento na intensidade de luz afeta
positivamente a acumulacdo de lipidios utilizando a microalga Pavlova lutheri, da mesma
forma como acontece com um acréscimo na disponibilidade de CO,. As outras variaveis
estudadas, salinidade e aeracdo, e suas respetivas interacdes ndo provocaram uma grande

mudanca neste parametro.

5.1.4 Perfil de &cidos graxos

Ao analisar a tabela 10 de perfil de &cidos graxos, se observa que dentre 0s seis acidos
que apresentaram maior porcentagem em todos os diferentes cultivos estudados estdo: o acido
miristico (C14:0), o acido palmitico (C16:0), o acido oleico (O C18:1), o &cido a linolénico
(ALA C18:3), o acido docosahexaenodico (DHA C22:6) e um é&cido graxo que ndo foi
identificado entre os acidos graxos conhecidos no mix padrdao (Des). No entanto, conforme o
encontrado na literatura como &cido graxo caracteristico das microalgas do grupo
Prymnesiophyta, entre elas Isocrhysis galbana, e pela posi¢cdo e tempo de saida na serie
homologa no cromatograma da figura 17, se poderia pensar que esse acido graxo é o acido
estearidonico (SDA C18:4), que também faz parte do grupo de acidos graxos 6mega 3 (Brown
et al., 1993; Huerlimann et al., 2014a; Lin et al., 2007; Liu & Lin, 2001).
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O acido eicosapentaenoico (EPA) foi detectado numa baixa porcentagem, pelo qual se
considera que a espécie de Isochrysis galbana com a qual se trabalhou € produtora especifica

do acido graxo essencial docosahexaendico (DHA).

atFProject! Wulians03.07 201505 god

=
]
=
L]

C20:5 (M) & C22:0

C20:0
20

C20:1 (n9)

A&l

g-C18:3 (nE)
C24:0

C18: 2 trans
C182 ciz

Ol

W

[ka
T

G T
140 150 160 170 180 19.0 200 210 220 230 240 3

& C14:1

* Acido graxo desconhecido
Os picos em preto representam o mix padrdo e 0s picos em rosa uma amostra obtida experimentalmente

Figura 17 Cromatograma do perfil de acidos graxos caracteristico dos cultivos fotoautotroficos de Isochrysis
galbana

Na maioria dos relatos que avaliam a intensidade de luz sobre o perfil lipidico em
diferentes tipos de microalgas marinhas, concordam em que a alta acumulacédo de DHA esta
relacionada com o aumento da intensidade luminosa a niveis superiores da saturacéo e, baixos
niveis de intensidade luminosa, s&o relacionados com o incremento no contetdo de EPA e de
PUFAs. Segundo Tzovenis et al. (2003), no cultivo de Isochrysis galbana coletada na etapa
exponencial, a acumulacdo de DHA é mais dependente ao regime de luz:escuriddo que a
intensidade luminosa, mas 0 aumento neste Gltimo parametro provocou um leve acréscimo no
DHA em relacdo ao total de acidos graxos identificados na microalga, que variou de 11.74 %

em 120 umol fotons/m% até 14.14 % em 460 umol fotons/m?s (loannis Tzovenis et al.,

2003).

Conforme os resultados obtidos no trabalho, nas diferentes condicgdes testadas nédo é
mostrada uma diferenca significativa na porcentagem de DHA nem de PUFAs que seja
relacionada com a variagdo da intensidade luminosa e sua interagdo com os outros fatores
(Anexo 2). Segundo Brown et al. (1993) e Molina et al. (1992) no intervalo de 50 — 250 umol
fotons/m?s a porcentagem de DHA n#o apresenta diferencas significativas, mas o contetido de

acidos graxos poli-insaturados 6mega 3 diminui (Brown et al., 1993; Grima et al., 1992).
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Pelo contrario ao esperado, no intervalo avaliado se gerou uma curvatura minima
significativa para o porcentagem de DHA e das PUFAs. Mas, nenhum dos parametros
estudados foi considerado significativo para a mudanca destas respostas. O anterior pode ser
esclarecido devido a que no experimento nao se tinha um controle estrito sobre a temperatura
de cada Erlenmeyer, por isso, as condi¢fes que estavam a maiores intensidades de luz e mais
afastadas do ar condicionado podiam estar a uma temperatura superior (entre 25 e 26 °C) o
que possibilitaria a ligeira diminuicdo da porcentagem de DHA e PUFAs. Outra justificativa
que poderia ter causado a curvatura minima é que a interacdo entre os fatores, principalmente
salinidade-intensidade luminosa, ndo favoreceu a resposta no ponto central. Por outra parte,
devido a que a variacdo na porcentagem de DHA e PUFA foi leve, poderia ser necessaria uma
duplicata dos niveis superiores e inferiores do planejamento para corroborar a significancia da

curvatura.

No diagrama de médias marginais (figura 18), se pode observar que a salinidade
(Valor p = 0.058) foi a variavel mais préxima a ser significativa para a alteracdo na
porcentagem de DHA. O aumento da salinidade de 28 a 38 g/l provocou um incremento na
acumulacdo de DHA, alcancando uma porcentagem maxima de 13.2 % e, de PUFA, de 48.16
% usando a intensidade luminosa de 115 umolfotons/m?s, alta aeracdo de 2.5 vvm e alta
salinidade de 38 g/L. No trabalho feito por Liu et al (2001) onde avaliaram o efeito da
salinidade do cultivo de Isochrysis galbana num intervalo de 0.8 % até 3.2 % de NacCl,
encontraram que um contetdo de lipidios com altas quantidades de PUFA e DHA de 39.6 % e

11.2 % respetivamente foram obtidas com a maior salinidade.

Ao contrario do esperado, ja que 0 processo de dessaturacdo é aerdbio, a variacdo na
vazdo de ar resultou ser um parametro pouco importante para otimizar a producédo de PUFAS
e DHA. Tem-se poucos relatos do efeito da aeracdo no perfil lipidico, Molina et al. (1992)
utilizando a microalga Isochrysis galbana Parke viram que um aumento na aeracao gerou uma
diminuicdo dos &cidos graxos poli-insaturados, especialmente do EPA, mas o DHA néo foi
influenciado pela variacdo neste parametro. Os resultados obtidos neste trabalho permitem
concluir que a necessidade de oxigénio para a sintese de PUFAs de cadeia longa no

metabolismo de Isochrysis galbana é baixa.
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Figura 18 Médias marginais para DHA no dia 6 de Cultivo

Com respeito aos outros &cidos graxos destacados, o &cido miristico (C14:0) teve um
aumento importante de 16.79 % até 28.87 % com o incremento da aeracdo, a interacdo
positiva dos trés fatores, principalmente da intensidade luminosa- aeracdo e a menor
concentracdo de sal. A producdo do acido oleico (C18:1) foi estimulada diretamente pela
intensidade de luminosa e a relagcdo inversa entre a intensidade luminosa — salinidade,
alcancando sua méxima acumulacdo de 20.22 % em condi¢fes de cultivo de 315 umol

fotons/m?s, 0.5 vwvm e 28 g/L de sal.

Finalmente, a somatdria total dos &cidos graxos saturados e monoinsaturados nédo
variaram entre os diferentes condicdes testadas. De maneira similar ao obtido por Zang et al.
(2013) na maioria dos experimentos se conseguiu um perfil de acidos graxos padrdo de
PUFA>SAFA>MUFA.



Tabela 10 Perfil de acidos graxos sob diferentes intensidades luminosas, salinidade e aeragao.

Condigées de cultivo

. 315 umol fotons/m2 s 115 pmol fotons/m2 s 215 pmol fotons/m2 s E.PPC
Acido graxo
0,5 vvm 2,5 vvm 0,5 vvm 2,5vvm 1,5 vvm
28g/L | 38g/L | 28g/L | 38g/L | 28g/L | 38g/L | 28g/L | 38g/L 33g/L
22,51 16,80 26,83 28,88 20,72 23,19 26,99 19,13 27,18 0,35
11,75 13,55 11,23 9,71 10,03 11,91 11,10 10,30 13,41 1,64
4,03 4,36 3,19 3,55 4,47 4,10 2,70 3,16 3,30 0,22
- 2,29 0,98 - - - - - 2,16
C18:1 trans * 20,23 16,63 18,18 17,74 14,26 15,42 14,69 17,39 19,72 0,38
0,97 1,70 0,45 - 1,03 0,62 0,84 0,46 0,98 0,36
C18:2Cis n6 2,46 3,48 2,32 2,77 3,68 3,43 3,50 3,75 3,20 0,09
gC18:3 n6 - - - - - - - 1,25 -
aCl18:3n3 6,59 7,22 4,44 3,95 7,25 5,46 5,30 7,09 5,60 0,55
18,87 20,50 17,81 19,95 23,08 24,64 20,06 20,82 14,67 1,79
- - 1,07 - 1,51 - - - 1,24
0,59 - 0,70 0,39 0,70 - - - 0,45 0,14
1,14 1,72 - - 1,18 - 1,50 1,36 0,42
C20:5n3 + C22:0 0,94 0,89 0,94 0,63 0,88 - 1,59 0,66 0,73 0,06
- - - - - - 3,45 - -
9,93 10,85 11,87 11,28 10,74 11,24 8,28 13,22 9,23 0,30
34,26 32,64 39,04 39,17 31,23 35,10 41,54 30,82 43,89 2,18
25,23 22,69 22,89 21,29 21,27 20,14 18,23 21,02 25,24 0,72
Poliinsaturados n6 4,19 5,20 3,01 3,16 5,56 3,43 5,01 6,37 4,07 0,65
Poliinsaturados n3 36,33 39,46 35,05 35,81 41,94 41,34 35,22 41,80 30,23 0,19
Poliinsaturados 40,51 44,66 38,06 38,97 47,50 44,77 40,23 48,16 34,31 1,72

*estatisticamente significativo (Valor p <0.05)

EP Erro padrdo
PC Ponto central
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5.1.5 Interposicao de superficies

Como ndo se obteve uma curvatura maxima significativa para aumentar a porcentagem
de poli-insaturados do tipo 6mega 3, entre eles o DHA, se fez outro planejamento de
experimentos baseado nos resultados obtidos. Para isso, e com a finalidade de ndo afetar
outras variaveis de resposta importantes como porcentagem de lipidios totais, crescimento e
concentracdo de biomassa, foi utilizada a funcdo de otimizacdo Desirability do software
estatistico Statistica 7. A funcdo € fundamentada num modelo mateméatico que permite
interpor, simultaneamente, mais de duas respostas experimentais visando predizer a melhor
combinacdo dos parametros testados, satisfazendo as condicdes desejaveis para cada variavel
de resposta. A funcdo estima um valor que varia entre 0 e 100% de acordo com a

porcentagem em que podem ser satisfeitas as condi¢cGes concomitantemente.

Chauton et al.(2015) em sua analise econdmica reportaram que um aumento no
contetdo total de EPA e DHA nas células poderia ser mais importante que o aumento na
producdo da biomassa, porque o contetdo total destes poli-insaturados tem um maior impacto
nos custos de producdo (Chauton et al., 2015). Porém, para obter a maior produtividade de
acidos graxos poli-insaturados é preciso ter um equilibrio entre a concentracdo de biomassa e
0 porcentagem de &cidos graxos poli-insaturados gerados, os quais sdo dependentes da

porcentagem de lipidios saponificaveis.

Com base no supracitado, para a otimizacdo nesta fase foi dado um maior peso de
desejo (no intervalo de O - 1) nas respostas de porcentagem de DHA e de PUFAs do tipo
omega 3 (valor de 1) que para a porcentagem de lipidios, crescimento cel/mL e peso seco da
biomassa (valor de 0.8).

Nas figuras 19, 20 e 21 sdo apresentadas as superficies de respostas e curvas de niveis
geradas com a funcdo de otimizacdo Desirability. Nestes gréaficos, pode-se corroborar a ndo
existéncia de uma curvatura maxima, e que, a melhor condi¢do de cultivo para levar a um
aumento das repostas desejaveis satisfeitas em 70 %, é uma aeragdo de 2.5 vvm, uma
intensidade luminosa baixa de 115 umol fotons/m?s e uma salinidade de 38 g/L. Deste modo,
seria atingida uma concentracdo de biomassa de 220 mg/L, 20.8 % de lipidios, 13.21 % de

DHA e uma acumulacdo de 41.79 % de poli-insaturados do tipo 6mega 3.
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Para dar continuidade ao segundo desenho experimental, a vazéo de ar foi fixada em
2.5 vvm (4L/min de ar). Embora a aeracdo seja uma variavel importante para o crescimento,
ndo influenciou muito a produgdo de PUFAs. Molina et al (1992) citou que nas vazfes de ar
superiores a 2.5 vvm a difusdo de CO,gss a COzig N0 meio de cultivo ndo aumenta, 0 que

significa que com esta vazdo de ar comprimido € gerada a maxima producao de biomassa.

No entanto, o principal argumento para a fixacdo desta variavel, é pelo fato de que um
aumento a niveis superiores de 2.5 vvm causa danos graves nas células de Isochrysis galbana,
ja que, esta microalga € sensivel a estresses mecéanicos e de turbuléncia porque ndo tem
parede celular para sua protecdo. Isso foi corroborado nos testes feitos a vazdes de ar
superiores, onde se observou uma decantacdo da célula por causa da perda do flagelo e

células mortas provocado pela turbuléncia.

Finalmente, o intervalo de salinidade foi aumentado a partir de 40 até 55 g/L e o intervalo

de intensidade luminosa foi diminuida desde 130 pmol até 38 pmol fotons/m?s.

5.2 SEGUNDA ETAPA

5.2.1 Cinética de crescimento e biomassa seca

A microalga estudada teve a capacidade de crescer em todos os tratamentos estudados.
A figura 22 exibe as curvas de crescimento de Isochrysis galbana sob as diferentes
intensidades luminosas e salinidades avalidas. Na medida em que vai decrescendo a
intensidade luminosa e aumentando a salinidade, a microalga apresentou uma fase de
adaptacdo mais prolongada como era esperado, de até 48 h de cultivo para as condi¢des de 38

umol fotons/m?s e salinidade de 47 — 55 g/L.

A taxa de crescimento e biomassa obtidas foram afetadas significativamente pelos trés
niveis de intensidade luminosa. O aumento na salinidade ndo provocou uma grande mudanca
nestas respostas, como pode ser conferido mediante as figuras 23 e 24 de concentragdo de
biomassa total e medias marginais. Todos os tratamentos com iguais intensidades luminosas
tiveram uma taxa de crescimento similar na fase exponencial de cultivo, apresentando valores
de p =0.4, 0.31 e 0.25 d™* para 130, 67 e 38 pmol fotons/m?s, respectivamente. Isto evidencia
que a diminuicdo neste parametro & desfavoravel para o crescimento, apresentando uma

limitacdo luminosa.
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Segundo o encontrado por Lin et al. (2007), o crescimento de Isocrhysis galbana
CCMP 1324 sob intensidades luminosas menores de 100 pmol fotons/m?s e maiores que 500
umol fotons/m?s exibiram um baixo crescimento e producdo de biomassa, associadas a uma
limitacdo e fotoinibicdo luminosa. Os autores também reportaram que a intensidades
luminosas maiores de 500 umol fotons/m?s as células sofrem apoptose celular aos poucos dias

de iniciado o cultivo.

O aumento de intensidade luminosa (até nivel de saturacdo) impacto positivamente na
produtividade de biomassa, na taxa de fixacdo de CO;, e no acumulo de carboidratos em

Scenedesmus obliquus.
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Figura 22 Cinética de crescimento de Isochrysis galbana sob diferentes intensidades luminosas e salinidade

Nesta etapa, a concentracdo de biomassa final variou de 110 mg/L até 244 mgl/L,
sendo o0 peso seco das condi¢cBes de menor intensidade luminosa significativamente menor
que ao obtido nas outras intensidades. Uma concentracdo de biomassa similar a encontrada no
trabalho em intensidades luminosas baixas, foi reportada por Yoshioka et al (2012) e Brown
et al (1993), os quais cultivaram a microalga com luz continua a uma intensidade de 50 pumol
fotons/m?s (Brown et al., 1993; Yoshioka et al., 2012).



300 4

250 A

Biomassa (mg/L)

50 -

200 A

150 +

100 H

73

. 47
— 15
. 40

30

Intensidade luminosa (umolfoton/m?s)

67

‘ 1
3

8

Figura 23 Concentracao de biomassa de Isochrysis galbana obtida sob diferentes intensidades luminosas e

Biomassa

280

260

240

220

200

180

160

140

120

100

80

salinidade

Plot of Marginal Means and Conf. Limits (95,%)

Design: 2 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs
NOTE: Std.Errs. for means computed from MS Error=443,0767

- 1L38

Salinidade

= 1L67
5o 1L 130

Figura 24 Médias marginais da concentragdo de biomassa (mg/L)

5.2.2 Lipidios totais

A intensidade luminosa também foi o pardmetro mais importante para a variacdo na

acumulacdo de lipidios totais, de forma semelhante como o reportado por Brown et al. (1993),

0 aumento na porcentagem de lipidios foi devida a um aumento na intensidade luminosa entre

50 — 100 pumol fotons/m?s (Brown et al., 1993). Nas condicdes estudadas, a salinidade e a

interacdo entre fatores ndo foram estatisticamente significativas, no entanto, nas Figuras 25 e
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26 de medias marginais se pode verificar que uma diminui¢do na salinidade favorece o

aumento no contetdo de lipidios.
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Figura 25 Porcentagem de lipidios totais em Isochrysis galbana obtida sob diferentes intensidades luminosas
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luminosas e salinidade

5.2.3 Perfil de &cidos graxos

O efeito positivo da producdo de DHA, poli-insaturados tipo dmega 3 e poli-

insaturados totais no intervalo estudado, foram mais sensiveis a um aumento na intensidade

luminosa que a um incremento na concentracdo de sal, segundo visto na Tabela 11.



Tabela 11 Perfil de acidos graxos sob diferentes intensidades luminosas e salinidade
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Média acidos graxos

Intensidade luminosa (umol foton/m? s)

130

67

38

Salinidade (g/L)

Salinidade (g/L)

Salinidade (g/L)

40 47 55 40 47 55 40 47 55
C14:0* 24,72 031 20,6+0,73 | 20,73£0,28 | 23,32+ 0,94 | 23,04+0,71 | 21,64+0,28 | 23,76+ 1,91 | 22,42+0,53 | 21,64+0,31
C16:0* 11,23+0,31 | 11,01+0,59 | 11,25+0,75 | 11,46+ 0,50 | 11,96+0,29 | 12,57+0,81 | 13,64+ 1,10 | 12,66+0,27 | 13,55%£1,03
Cl6:1* 3,40+ 0,41 3,44+0,22 3,11+0,27 4,55+ 0,20 5,21+0,32 3,78+0,31 4,89+ 0,08 5,42+0,06 4,47+0,38
C18:0 0,49+ 0,14 0,29 - 0,95+ 0,14 - 0,99+ 0,22 0,71 - 0,72
C18:1* 16,38+ 0,87 | 15,23+1,11 | 14,02+0,89 | 14,31+£0,94 | 16,94+0,78 | 13,42+0,73 | 16,10+1,35 | 17,89+0,15 | 15,25+0,94
C18:2 trans 0,93+ 0,27 0,79+0,16 0,50+0,07 1,28+0,07 | 1,46+0,046 | 0,84+0,05 1,09+0,20 1,42+0,23 0,88+0,04
C18:2Cis* 4,19+ 1,06 | 4,048+0,24 | 4,1610,43 6,18+ 1,03 6,39+0,37 3,99+ 0,05 6,63+0,71 6,89+0,23 5,62+ 0,47
gC18:3 wb 0,34+ 0,04 0,85+0,20 1,05+0,24 0,53+0,14 0,71+0,01 0,77+0,11 0,69 0,72+0,21 0,67+0,11
aC18:3 w3* 5,57+ 0,23 6,95+0,23 5,7510,34 8,35+ 0,55 7,64+0,34 5,69+ 0,32 7,59+0,33 6,78+0,23 5,65+0,27
"C18:4"* 17,93+1,56 | 21,37+0,65 | 21,92+0,88 | 16,31+ 0,78 | 16,95+1,19 | 21,05+0,98 | 15,26+1,43 | 16,52+0,45 | 20,95+0,48
C20:1 w9 0,90+0,26 | 1,176+0,05 | 2,48+0,67 1,69+ 0,63 0,89+0,30 1,71+0,73 1,67 1,04+0,12 0,80
C20:3 w6 1,05 1,36 1,12+0,38 0,88+ 0,63 - 1,28+0,22 1,01+0,44 0,13 2,26
C20:5 w3 + C22:0 0,57+ 0,03 0,65+0,04 | 0,67+0,03 0,56+ 0,06 0,56+0,05 0,63+0,02 0,56+0,09 0,76+0,03 0,58+0,01
C22:6 w3 11,84+ 0,28 | 12,42+0,04 | 13,66+0,62 | 9,34+0,54 7,37+0,80 | 11,62+0,19 7,53+0,72 6,22+0,16 9,28+0,21
SAFA* 36,64 +0,75 | 32,41+1,31 | 31,98+0,47 | 35,72+ 1,64 | 35,84+1,17 | 35,71+ 1,20 | 37,99+1,76 | 36,10+0,70 | 35,60+0,60
MUFA* 20,99+ 0,94 | 19,73+0,70 | 19,71+0,75 | 20,48+0,53 | 22,95+1,20 | 18,75+0,33 | 21,86+1,53 | 24,58+0,08 | 20,13+0,85
PUFA w3* 36,20+ 1,61 | 41,41+0,52 | 42,01+0,73 | 34,79+ 1,43 | 32,68+1,66 | 39,23+ 1,46 | 30,76+2,42 | 30,28+0,45 | 36,33+1,01
PUFA w6 5,12 +£0,58 5,35+0,53 5,61+0,73 7,30+ 0,96 6,8610,45 5,45+ 0,45 7,86%0,82 7,42+0,43 6,82+0,48
Total poliinsaturados™* | 41,32+ 1,58 | 46,76+0,77 | 47,62+1,19 | 42,10+ 1,76 | 39,54+1,29 | 44,68+1,45 | 38,62+2,89 | 37,70+0,30 | 43,15+1,48
Prporgdo 3/6* 7,26 +0,89 7,88+0,76 7,87+1,14 4,92+ 0,60 4,83+0,52 7,29+ 0,65 3,97+0,36 4,12+0,30 5,35+0,22

*estatisticamente significativo (Valor p <0.05)
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Para o 4cido SDA (C18:4) o efeito foi similar, mas a variavel mais relevante foi a
salinidade. Os dois parametros foram importantes, entretanto sua interagdo ndo gerou uma
mudancga em nenhuma destas respostas. A maxima acumulacdo de DHA e de &cidos graxos
poli-insaturados foi de 13.66 % e 47.62 % respetivamente, obtidas com a condicao de cultivo

de 130 umol fotons/m?s e a uma salinidade de 55 g/L

As mais baixas intensidades luminosas e salinidade provocaram uma diminui¢do na
porcentagem de acidos graxos poli-insaturados e DHA. Segundo o reportado na literatura, a
porcentagem de DHA diminui com a diminui¢do da intensidade luminosa num intervalo
menor que o ponto da saturagdo luminosa, 0 que bate com o encontrado na pesquisa. Por
outro lado, a porcentagem de poli-insaturados deveria aumentar com a diminuicdo da
intensidade luminosa o que difere com o obtido. Esta discrepancia pode ser explicada pelo
crescimento da microalga, porque nas intensidades luminosas menores a fase de adaptacao
demorou 2 dias. Portanto, no momento da coleta, a microalga parecia ainda estar em uma
etapa precoce do crescimento exponencial, pelo qual nestas ultimas condigdes estudadas, a
coleta da biomassa foi feita em diferentes fases de crescimento, 0 que pode gerar uma

variacao nas respostas esperadas.

A interacdo entre fatores, salinidade e intensidade luminosa, resultaram ser
importantes para 0 comportamento do &cido a linolénico (C18:3), a maior porcentagem deste
4cido graxo foi alcancado com uma intensidade de luz de 67 umol fotons/m?s e salinidade de
47 g/L.

Os &cidos graxos saturados totais apresentaram um comportamento oposto aos acidos
graxos poli-insaturados totais. Esta resposta foi mais afetada pela intensidade luminosa que
pela salinidade, mas os dois parametros foram significativos, a diminuigdo da intensidade
luminosa e salinidade impulsionou sua porcentagem de acumulacdo até 37 %. Entre os dois
mais importantes acidos graxos saturados esta o C16:0 e o C14:0. O primeiro foi afetado
significativamente pela intensidade de luz, mas ndo pela salinidade e o segundo foi mais

sensivel na resposta para a salinidade que para intensidade de luz.

Conforme Webb e Chu et al. (1983) a propor¢do de 6mega 3/6mega 6 € um dos
parametros que representa a qualidade nutricional da biomassa, microalgas com uma razéo no
intervalo de 2 ou 5 sdo consideradas ideais para seu uso na aquicultura. No trabalho, o Gnico

pardmetro que afetou significativamente esta proporcdo foi a intensidade luminosa, que em
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niveis de 130 umol fotons/m?s, sem importar a salinidade, geraram a maxima razio de 7.8.
Finalmente, esta proporcdo de 6mega 3/6mega 6 no perfil de acidos graxos de Isochrysis

galbana em todas as condi¢des testadas estiveram num intervalo de 4 - 7.8.

Tzovenis et al. (2003) determinou que sob uma condicéo de luz escuridao de 12:12 h
sobre diferentes intensidades luminosas no intervalo de 120 — 460 pmol fotons/m® a
proporcdo de dmega 3/6mega 6 varia aproximadamente entre 5 a 9. Lin et al. (2007)
obtiveram uma razdo 6mega 3/6mega 6 de 3.7- 4.8 na fase de crescimento e estacionaria
precoce. Estes resultados sdo consistentes com o conseguido na pesquisa, € comprovaram 0
potencial da microalga como produtora de &cidos poli-insaturados do tipo 6mega 3 de boas

qualidades nutricionais.

5.2.4 Qutras respostas bioquimicas

Carboidratos

Os carboidratos foram afetados significativamente pelos dois pardmetros independentes
(Anexo 2), mas sua interacdo ndo provocou uma mudanca na porcentagem de carboidratos.
Com base no obtido, um aumento na salinidade e baixa intensidade luminosa gera uma
diminuicdo na porcentagem de carboidratos. Na figura 27, é perceptivel que a maior
porcentagem de carboidratos foi de 15 %. Este resultado € superior a alcancado por Brown et
al (1993) de 8 % com intensidade luminosa de 100 pmol fotons/m?s, e inferior ao obtido por
Picardo et al. (2013) de 30 % de carboidratos com intensidade de luz de 70 pmol fotons/m?s
(Brown et al., 1993; Picardo et al., 2013).

Um comportamento similar no aumento de carboidratos foram obtidos por Ho et al. (2012) e
Sukenik (1991) utilizando a microalga Scenedesmus obliquus e Isochrysis galbana,
respectivamente. Os autores reportaram que a producdo e a produtividade de carboidratos
incrementaram com o aumento na intensidade luminosa até niveis de 400 pmol fétons/m?s

onde ainda ndo é apresentada a fotoinibig&o.
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Figura 27 Porcentagem de carboidratos em Isochrysis galbana obtida sob diferentes condiges de
intensidade luminosa e salinidade

Pigmentos fotossintéticos

Todos os pigmentos fotossintéticos em termos de pg/mL nas condigdes testadas,
aumentaram de forma proporcional com o acréscimo na intensidade luminosa provocando
uma variacdo de 1.42 até 3.98 ug/mL para a clorofila A; de 0.47 até 1.15 pg/mL para a

clorofila C e de 1.10 até 2.95 ug/mL para os carotendides como € descrito na tabela 12.

No cultivo de Isochrysis galbana em F/2, Liu et al (2001) reportam uma concentracao
de pigmentos fotossintéticos de Clorofila A de 2.8 pug/mL e de Clorofila C de 1.4 pg/mL e
Mesquita (2012) obteve quantidades de clorofila A, C e carotenoides de 3.28, 1.16 e 6.38
ug/mL respetivamente em 8 dias de cultivo. Contudo, segundo o encontrado por Campos et al
(2010) aos 12 dias de cultivo em meio Conway, Isochrysis galbana apresentou um contetdo
de clorofila A e carotenoides de 0.32 e 0.10 pg/mL (Campos & Barbarino, 2010; Liu & Lin,
2001; Mesquita, 2013). Os resultados de clorofila A e C da literatura, batem com os obtidos
neste trabalho para cultivos com meios F/2 nas condi¢fes de maior intensidade luminosa e
salinidade de 40 - 47 g/L. Todavia, a concentracdo de carotendides foi menor quando
comparada com Mesquita (2012). Por outra parte, estes resultados foram maiores que o
apresentado por Campos et al (2010), o que evidencia que o conteddo de pigmentos varia

mediante a alteracdes do meio e das condicdes de cultivo.
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A clorofila A faz parte dos produtos primarios principais do metabolismo celular das
microalgas, por tanto, sua producéo esta relacionada diretamente com o aumento na densidade
celular, razdo pelo qual a analise estatistica tanto para a producéo de clorofila A quanto para a
concentracdo de biomassa s@o similares (Lourengo, 2006). A clorofila C € um pigmento
intermediério na transferéncia de energia entre a clorofila A e os carotendides, e sua
conversdo de Clorofila C/Cardtenoides foi mantida em 0.4 nas condi¢des estudadas. Ou seja,

que nestas circunstancias nao foi favorecido a conversao de clorofila C a carotendides.

Tabela 12 Pigmentos fotossintéticos para diferentes condi¢cdes de intensidade luminosa e salinidade.

Pigmentos fotossintéticos (ug/mL)

I.L, Sal Clorofila A ClorofilaC Carotendides
130, 47 3.98 +0.09 1.14+0.03 2.95+0.08
67,7 3.35+0.13 1.02+0.05 2.42+0.14
38, 47 1.92+0.10 0.56+0.02 1.43+0.04
130, 55 2.66+0.06 0.85+0.05 2.12+0.05
67, 55 2.55+0.17 0.81+0.05 1.97+0.10
38,55 1.42+0.17 0.47+0.05 1.10+0.13
130, 40 3.71£0.26 1.15+0.09 2.90+0.13
67, 40 3.24+0.19 1.05+0.09 2.51+0.18
38, 40 1.80+0.06 0.62+0.06 1.36+0.03

Para ter uma melhor visualizacdo do efeito da salinidade e da intensidade de luz nas
células de Isochrysis galbana, se fez uma relacdo da producdo de pigmentos pela densidade
celular para cada condicdo testada, as quais foram apresentadas nas figuras 28, 29 e 30.
Nestes gréficos se pode observar claramente a correlacdo negativa entre a intensidade
luminosa e producdo de pigmentos por célula, também se pode observar que a variagdo na
salinidade ndo foi um parametro significativo para a mudanca na geracdo de clorofilas e

carotendides.

O aumento de concentracdo de clorofilas por célula a menores intensidades de luz se
deve & ajuste cromatico feito pelas microalgas para poder executar a fotossintese quando se

esta em presenca de baixas intensidades luminosas (Campos & Barbarino, 2010).
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Figura 28 Producao de Clorofila A sob diferentes condi¢des de intensidade luminosa e salinidade
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Figura 29 Producio de Clorofila C sob diferentes condig6es de intensidade luminosa e salinidade
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Figura 30 Producao de Carotendides sob diferentes condi¢des de intensidade luminosa e salinidade

5.2.5 Interposicéo de superficies de respostas

Finalmente foi feita a otimizacdo das condic6es de cultivo na segunda etapa utilizando a
funcdo Desirability. Para a otimizacdo, novamente foram consideradas as respostas de
crescimento e porcentagem de lipidios com um valor desejavel de 0.8, e as respostas de
acumulacdo de DHA e poli-insaturados tipo émega 3 com um valor desejavel de 1. As
respostas de carboidratos e pigmentos nao foram apreciadas ja que ndo estimulam a producéo
de DHA ou das PUFAs tipo dmega 3. Porém, a sua determinacdo é importante porque com

esses dados é possivel pensar em um aproveitamento integral da microalga.

A Figura 31 apresenta o grafico de interposicdo de respostas e curva de nivel. Pode-se
observar que a variagdo que gera um aumento simultaneo positivo em todas as respostas € o
aumento da intensidade luminosa até a saturacdo. J& a variacdo da salinidade em altas

concentracdes ndo gera uma mudanca importante nas respostas estudadas.

Conforme exposto na Figura 32, a otimizacdo gerada pela funcdo Desirability satisfez
em um 71 % os valores desejados. A melhor combinacdo de parametros € utilizar uma
salinidade de 47.5 g/L e uma intensidade luminosa de 130 umol fotons/m?s, para alcancar
uma concentracdo de biomassa de 231.74 mg/L, uma acumulacdo de lipidios de 27.28 %, e
uma porcentagem de DHA e poli-insaturados de tipo dmega 3 de 125 % e 41.6 %

respetivamente.
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Figura 31 Superficie de resposta e curva de nivel da fungao Desirability para a otimizagdo simultanea de %
DHA, poli-insaturados tipo 6mega 3, lipidios totais e respostas de crescimento sob diferentes condigées de
intensidade luminosa e salinidade
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Figura 32 Fungao otimizagao Desirability para predizer a melhor combinagdo de parametros de cultivo
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Devido a que os resultados da otimizacdo estdo proximos a um ponto avaliado, foi
corroborado a aderéncia entre os resultados experimentais e preditos pelo software, como

pode ser visto nas figuras e tabelas apresentadas no presente capitulo.

Para finalizar, ao comparar o resultado desta otimizacdo com a otimizacao resultante da
primeira fase, pode-se concluir que sob condicdes de cultivo de alta aeracdo e salinidade, e
intensidades luminosas de 115 - 130 pmol fotons/m?s, sdo conseguidos os melhores resultados
de producédo de biomassa, acumulacdo de lipidios, DHA e &cidos graxos poli-insaturados do

tipo 6mega 3.
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6 CONCLUSOES

As conclusbes feitas com base aos resultados e analises estatisticas obtidas do cultivo
fotoautotréfico de Isochrysis galbana, sob diferentes condi¢cBes de intensidade luminosa,

salinidade, aeracao e idade do cultivo, séo as seguintes:

» Apesar do aumento na vazdo de ar, de 0.5 até 2.5 vvm, ter influenciado positivamente
0 crescimento de Isochrysis galbana, a concentracdo maxima de biomassa (326
mg/L) e densidade celular (1.69* 10" cel/mL) obtidas aos dez dias de cultivo, com
salinidade de 28 g/L e intensidade luminosa de 130 pmol fotons/m?s, foram limitadas
pela baixa disponibilidade de CO, presente no ar. Porém, um aumento superior a 2.5
vvm na vazdo de ar gerou danos nas células. Devido a isso, a injecdo de ar
enriquecido com CO, € indispensavel para suprir adequadamente a demanda desta

fonte de carbono.

» Na avaliacdo da etapa do cultivo, concluiu-se que a coleta da biomassa da microalga
na etapa final de crescimento, aos 6 dias de cultivo, permite um aumento na
produtividade de biomassa de 1.4 vezes comparada com a obtida na etapa estacionaria,
conseguindo uma maxima produtividade de 40.37 mg/ld. Além disso, esta biomassa
possui um perfil de &cidos graxos com maior porcentagem de ALA (precursor dos
omega 3) e com quantidades similares de lipidios (23 %), DHA (9.23 %), poli-
insaturados do tipo 6mega 3 e pigmentos fotossintéticos que a biomassa coletada aos

10 dias de cultivo.

» A interagdo inversa entre os fatores de intensidade luminosa-aeragdo e acréscimo na
intensidade luminosa no primeiro planejamento, provocaram um aumento positivo na

acumulacdo de lipidios, alcancando um valor maximo de 26.8 % de lipidios totais.

> Os tratamentos com intensidades luminosas entre 115 até 315 umol fotons/m?s, vazdes
de ar entre 0.5 até 2.5 vvm e salinidade entre 28 até 38 g/L, ndo provocaram um
aumento significativo na acumulacdo de DHA e de &cidos graxos poli-insaturados do
tipo dmega 3, como era esperado. No entanto, 0 parametro que esteve préximo a ser

significativo foi o incremento na salinidade até a concentracdo de 38 g/L, alcancando
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porcentagens de DHA e poli-insaturados do tipo 6mega 3 de 13.26 e 41.79 %,

respectivamente.

O aumento da intensidade luminosa de 38 umol fotons/m?s até chegar a saturacdo de
luz préxima a 115 pmol fotons/m®s foi indispensavel para o bom crescimento da
microalga e para o acréscimo na producdo de lipidios, acumulacdo de DHA e acidos
graxos poli-insaturados tipo 6mega 3. Condicdes de concentragdo de salinidade acima
de 40 g/L e a interacdo com a intensidade luminosa, ndo afetaram estas respostas

bioquimicas.

O uso de modelos matematicos como a funcdo de otimizacdo Desirability, que permite
a superposicdo de varias superficies de resposta, é de grande ajuda, ja que possibilita
uma melhor organizacdo da informacdo obtida e facilita as analises do trabalho,

ajudando a determinar as condi¢des 6timas de cultivo.

A conclusdo mais importante deste trabalho € que o cultivo de Isochrysis galbana sob
uma intensidade luminosa entre 115 - 130 umol fotons/m?s, salinidade de 47 g/L,
vazdo de ar de 2.5 vvm e coletada na etapa final de crescimento, sdo as condi¢cbes
adequadas para levar ao aumento nos &cidos graxos poli-insaturados totais até 46 %,
constituidos maioritariamente por acidos graxos poli-insaturados do tipo émega 3
(41.6 % dos acidos graxos totais) e uma porcentagem de DHA de 12.5 %, sem afetar
de forma consideravel a producdo de biomassa (231 mg/L) e a porcentagem de lipidios
totais (27.28 %).

A relacdo de PUFAs dmega 3/6mega 6, sob as diferentes condi¢cGes de cultivo
testadas, varia entre 4 e 7. Por conseguinte, conclui-se que a biomassa da microalga
Isochrysis galabana apresenta um grande potencial como matéria-prima para sua
aplicacdo, tanto em suplementos alimenticios enriquecidos com émega 3, quanto na

aquicultura.

Finalmente, a ampla taxa de tolerancia de Isochrysis galbana a concentracdes de
salinidade entre 28 — 55 g/l permite pensar que a microalga possui potencial para ser
cultivada em tanques abertos, sem a preocupacdo de um controle rigido neste

pardmetro e esperando baixas contaminac¢des por outros tipos de microrganismos.
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7 TRABALHOS FUTUROS

» Auvaliar o efeito do ar enriquecido com diferentes porcentagem de CO, na producao de
biomassa, no perfil de &cidos graxos, lipidios e outras respostas bioquimicas da

microalga Isochrysis galbana.

» Avaliar o emprego de nutrientes econdmicos provenientes de materiais residuais da
industria, no cultivo fotoautotofico de Isochrysis galbana a fim de avaliar a produgéo
de lipidios, producdo de é&cidos graxos poli-instaurados e reduzir os custos de

producdo na etapa de cultivo.

» Com a finalidade de aproveitar integralmente os lipidios, e devido a que a microalga
estudada tem uma porcentagem aproximada de 60 % entre SAFAs e MUFASs, e 40 %
de PUFAS, procurar um método de separacdo econdémico que permita o isolamento das
PUFAs para serem aproveitadas em aplicacfes na industria de alimentos. Igualmente,

as SAFAs e MUFAs podem ser utilizadas para aplicagdes em biocombustiveis.
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CURVA DE CALIBRACAO DE CARBOIDRATOS

Reagentes
e Solugdo fenol 5 %

ANEXO 1

e Acido sulfdrico concentrado 96%

e Stock de glicose 400 pg/mL

Preparacao da curva de calibracéo

As amostras foram diluidas em tubos de ensaio lisos compridos de acordo ao apresentado na tabela.

Solucéo stock

Pesar-se 40 mg de glicose anidrido
grado analitico, dissolver e ajustar a
100 mL com &gua deionizada.

Rotular a solucdo adequadamente e

manter refrigerada

Dilucdo 1 2 3 4 5 6 7
WL Stock glicose 0 25 | 50 | 75 | 100 | 125 | 150
WL de dgua destilada | 1000 | 975 | 950 | 925 | 900 | 875 | 850
[ 1 de glicose (mg/L) 0 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60
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Depois da diluicéo, adicionar-se 0.5 mL de fenol 5% em cada tubo de ensaio, seguido de uma agitagédo
no vortex por 30 seg. Logo 2.5 mL de H,SO, concentrado sdo adicionados, realizando-se novamente
uma agitagdo vigorosa por 30 seg. A mistura se deixa repousar por 30 min para finalmente fazer a

determinagdo espectrofotométrica num comprimento de onda de 485 nm.

OBS- O procedimento deve ser feito na capela de exaustdo de gases e o acido sulfdrico deve ser
adicionado diretamente as amostras para que a reacdo seja completa e ndo se cometa erros na leitura.
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ANEXO 2
ANALISE ESTATISTICA
PRIMEIRA ETAPA

e Crescimento

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: crescimento (Cel/ml) Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Peso seco (g/L)
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Anexo 2 1 Diagrama de Pareto e ANOVA de crescimento em Cel/ml e concentragdo de biomassa em base
seca (g/L) no 10 dia de cultivo.
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Anexo 2 2Diagrama de Pareto e ANOVA de lipidios totais (%) no 6 dia de cultivo.
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e Perfil de acidos graxos
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Effect Estimates; Var:C16:0; R-sqr=,56927;
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Somatdria acidos graxos monoinsaturados
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Anexo 2 3 Diagrama de Pareto e ANOVA dos diferentes acidos graxos presentes no perfil lipidico no 6 dia de
cultivo.

e Comparacao idade de cultivo

Univariate Tests of Significance for peso (comparacio
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

Univariate Tests of Significance for prod (comparacio
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of ‘ MS ‘ F p 5SS Degr. of ‘ MS F ‘ p
Effect Freedom Effect Freedom
Intercept [416066 7 1] 416066,7| 573,1531) 0,000018 Intercept 0.0071031 1/ 0.007103| 441,6791) 0.000030
Dia de cultivo 26741 1) 26741 3.6837 0127376 Dia de cultivo | 0,000213 1/0.000213] 13,2656 0.021922
Error 2903.7 4 725.9 Errar 0,000064 4 0,000016

Anexo 2 4 ANOVA peso seco de biomassa (g/L)

Univariate Tests of Significance for lip (comparacion dl

Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS | Degr. of ‘ MS F p
Effect Freedom
Intercept [3005 415 1| 3005,415| 1900,812| 0,000002
Dia de cultivo 2,384 1 2,384 1,507 0,286834
Error 6,324 4 1,581
___ __

Anexo 2 6 ANOVA lipidios (%)

Univariate Tests of Significance for PUFAs (comparad
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

Anexo 2 5 ANOVA produtividade de biomassa (g/Ld)

Univariate Tests of Significance for DHA (comparacioa

Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
55 [ Degr of ‘ MS ‘ F P

Effect Freedom
Intercept [547 5148 1] 547,5149| 2202,052 0,000001
Dia de cultivo 0,6389 10,6389 2,570 0,184199
Error 00,9946 40,2486

Anexo 2 7 ANOVA DHA (%)

Univariate Tests of Significance for Clorofila A (compa
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS [ Degr. of ‘ MS F p SS |Degr.of | MS F ‘ p
Effect Freedom Effect Freedom
Intercept [2052 195 1/ 2052,198| 2825,626  0,000001 Intercept [39.87904 1) 3987904 2434410 0,000001
Dia de cultivo 3.028 1 3.028 4,169/ 0.110709 Dia de cultivo 0,11329 1 0.11329 6,916 0,058201
Error 2905 4 0.726 Error 0,06553 4 001638

Anexo 2 8 ANOVA PUFA (%)

Univariate Tests of Significance for Clorofila C (compa
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decompaosition

Anexo 2 9 ANOVA Clorofila A (ng/ml)

Univariate Tests of Significance for Carotenoides (confj
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS | Degr of ‘ MS F P SS [ Dear of ‘ MS ‘ F p
Effect Freedom Effect Freedom
Intercept [3.247612 1] 3.247612| 608,2200| 0,000016 Intercept [44 25840 1] 44,25840| 1440,076 0,000003
Dia de cultive | 0,000331 10.000331  0.0619 0815712 Dia de cultivo 0.10415 1 0,10415 3,389 0,139451
Error 0.021358 4 0,005340 Error 0,12293 4 0,03073
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Anexo 2 10 Clorofila C (ug/ml) Anexo 2 11 Carotenoides (ug/ml)

Univariate Tests of Significance for C18:1 (comparaci Univariate Tests of Significance for aC18:3 (comparag

Sigma-restricted parameterization Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition Effective hypothesis decomposition

SS [ Degr. of ‘ MS ‘ F ‘ P SS | Degr of | MS F P
Effect _ Freedom 1 Effact Freedom
Intercept  [3008.253 1] 3008,253| 2549,026/ 0,000001 Intercept 135 3803 1 135.3693 292.3113 | 0,000069
Dia de cultivo | 42.843 1. 42,843 36,303 0.003823 Dia de cultiva | 43503 1 43593 941200037369
Error 4721 4 1.180 Error 18527 4 04632
___ ___
Anexo 2 12 ANOVA C18:1 Anexo 2 13 ANOVA C18:3

Univariate Tests of Significance for Mono (comparacio Univariate Tests of Significance for Satura (comparaci

Sigma-restricted parameterization Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition Effective hypothesis decompaosition
55 |Degr.of | MS F P SS | Degr. of ‘ MS F ‘ P
Effect Freedom Effect Freedom
Intercept [4374.621 11 4374 621| 3542 205| 0000000 Intercept [9556.473 1) 9556,473| 1222 632 0,000004
Dia de cultivo | 40,337 1) 40337 32,662 0004637 isldelculinull) 18,929 1..18.929) 2422 0,194648
4 7,816

Error 4,940 4 1235 Error 31.265

Anexo 2 15 ANOVA somatéria Acidos graxos

Anexo 2 14 ANOVA somatéria Acidos graxos
saturados

Monoinsaturados

SEGUNDA ETAPA
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Anexo 2 16 Diagrama de Pareto e ANOVA de biomassa (g/L). Desenho 32



e Lipidios
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Efect Estimates; Var lipidios, R-eqr=, 37t
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Anexo 2 17 Diagrama de Pareto e ANOVA de lipidios (%). Desenho 32
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Anexo 2 18 Diagrama de Pareto e ANOVA de Carboidratos (%). Desenho 3°.
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Clorofila C

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Clor C Cel
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Anexo 2 19 Diagrama de Pareto e ANOVA de pigmentos fotossintéticos (pg/cel). Desenho 32

e Perfil de acidos graxos
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PUFAS w3

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Polin 3
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PUFAS
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: C16:0
2 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Pure Error=1,45184

(2)Intensidade de luz(L)

DV: C16:0
Intensidade de luz(Q) M—uﬂm
Salinidade(Q) %-mema
(1)Salinidade(L) % ,5824706

1lby2L % -,142072
p=.05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Ci16:1

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: C16:1
2 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Pure Error=,2317222
DV: Ci16:1

ensioed ) ,7,0580
Salinidade(Q) m 3,251892
(1)Salinidade(L) ///// -2,09728

1lby2l % 14580221
p=.05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

C18:1

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: C18:1
2 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Pure Error=2,517129
DV: C18:1

i e () m
e d ety gm&

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

105

__ —
|EBect Estimmian Vo 1% Rage 43087 A4 0N
j. Jewel aciors 1 Blacks 7 Runs MS Pue Engrvt 44
W CY

1 thect SuExn | W | Ma |
Factor _ Pure B | | Cod Lim  Cad
Weannere n 1
1 Sanvdaded | QAT 18
Sulredade((J) 1485 048
(Dimenndiade de il
intennidate o WU 122%10 R 24 N
1L by A u0 1

|

Cahimates Ve C18
tars. Y Blocks 27 Ruma

Qege

kT uil
Pure Ere | Cot L

“

1) Sabrrcaced L ) ;
Salndade( I ' } “
Jyntansidade de izl ) | '

reensidade de luxvy) 0093
1l by 2 | 012440

TSWHEn | U9 s | B% | 4
Puss Em Cod Lamt | Cn|

Salrdade(Q)
(2¥ntansidade de luziL
Intensidade de 1 Q)
Ly 2L




C18:2
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: C18:2
2 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Pure Error=1,124416
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Somatdria acidos graxos saturados
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Anexo 2 20 Diagrama de Pareto e ANOVA do perfil de acidos graxos (%). Desenho 32




