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CAPITULO I






RESUMO

A microalga Chaetoceros calcitrans, pertencente a classe Bacillariophyceae, tem mostrado
potencial para a obtengdo de lipidios. O objetivo deste trabalho foi estudar as condigdes do
cultivo mixotréfico de C. calcitrans utilizando o glicerol residual da sintese do biodiesel
como fonte de carbono, visando a maximizagdo do teor de lipidios da biomassa microalgal, e
utilizar diferentes métodos de ruptura celular para a recuperagdo dos lipidios sintetizados pela
microalga. Foram estudados os parametros temperatura (20, 25 e 30°C), ciclos de fotoperiodo
(12C:12E h e 24C:0E h Claro:Escuro), concentragdo de glicerol residual (0; 3,37; e
5,61 gL, silicato de sédio (0,02; 0,08; e 0,14 g L) e nitrato de sodio (0,0001; 0,0002;
0,0005; e 0,001 g L!). Os experimentos foram conduzidos em uma estufa com fotoperiodo,
com irradidncia de 3000 Ix (40,5 pmol m? sV), aeragdo constante de 0,2 L min! e
concentragdo inicial de biomassa de 0,55 g L. Ao término dos cultivos a biomassa foi
recuperada por centrifugagdo e o contetido lipidico foi extraido utilizando o método de Bligh
e Dyer. Foram seleciondas duas condi¢des cultivo com maior conteudo lipidico, sendo
avaliada a cinética de producado lipidica e realizada a predicao das propriedades do biodiesel.
O perfil de 4cidos graxos foi determinado por cromatografia gasosa. Foram testados os
tratamentos por micro-ondas e ultrassom em diferentes tempos de exposi¢do para a ruptura
celular da biomassa da microalga. Na extracao de lipidios foram testados diferentes sistemas
de solventes. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste Tukey
a 95% de confianca (p<0,05). A adi¢do de glicerol residual teve impacto positivo no acimulo
de lipidios e na producao de biomassa em ambos os ciclos de fotoperiodo, e a producao de
lipidios foi favorecida a temperatura de 30°C. O aumento da concentracao de silicato de sodio
nao influenciou no acimulo de lipidios. O nitrato de s6dio quando utilizado em menores
concentragdes proporcionou o aumento do contetdo lipidico em ambos os ciclos de
fotoperiodo. O perfil de acidos graxos apresentou mudancas ao longo do tempo de cultivo,
com variagdes expressivas nos percentuais de acidos graxos, com ocorréncia principalmente
dos &cidos palmitico (C16:0), tetradecenoico (C14:1), palmitoleico (C16:1) e y-linolénico
(C18:3n6). Para as rupturas celulares ambos os tratamentos foram eficientes, sendo o
ultrassom (5 min) o que proporcionou menor gasto de energia comparado ao micro-ondas (40
s). Com relacdo ao perfil de acidos graxos, os dois métodos de ruptura resultaram em uma
mudanca no perfil de 4cidos graxos, com aumento de 53,6% (micro-ondas) e 50,3%
(ultrassom) para os acidos graxos saturados e de 43,8% e 41,3%, respectivamente, para os
acidos graxos poli-insaturados. Entre os solventes utilizados para a extracdo de lipidios, os
sistemas utilizando Etanol-Cloroformio-Agua (4:4:3,6 v/v) e Metanol-Diclorometano-Agua
(4:4:3,6 v/v) apresentaram maior extratibilidade, com 90,7% e 89,8%, respectivamente.
Apesar do sistema utilizando Etanol-Diclorometano-Agua (1:1:2 v/v) resultar em 54,9% de
extratibilidade, pode ser considerado em fun¢dao da diminui¢do das quantidades de solvente
utilizados.

Palavras-chave: C. calcitrans. Glicerol residual. Acidos graxos. Ruptura celular.






ABSTRACT

Conditions of mixotrophic culture of Chaetoceros calcitrans in a medium with crude
glycerol and cell rupture for the extraction of lipids

The microalgae Chaetoceros calcitrans, belonging to the class Bacillariophyceae, has shown
potential for obtaining lipids. The aim of this work was to study the conditions of the
mixotrophic culture of C. calcitrans using the crude glycerol of the synthesis of the biodiesel
as a source of carbon, aiming to maximize the lipid content of the microalgal biomass, and to
use different cell disruption methods for the recovery of the lipids synthesized by the
microalgae. Parameters such as temperature (20, 25 and 30°C), photoperiod regimes
(12L:12D and 24L:0D h Light:Dark), crude glycerol concentration (0, 3.37 and 5.61 g L),
sodium silicate (0.02, 0.08 and 0.14 g L") and sodium nitrate (0.0001, 0.0002, 0.0005 and
0.001 g L), were evaluated. The experiments were performed in an incubator with
photoperiod with irradiance of 3,000 1x (40.5 umol m™ s), constant aeration of 0.2 L min’!
and initial biomass concentration of 0.55 g L. At the end of the cultures the biomass was
recovered by centrifugation and the lipid content was extracted using the Bligh and Dyer
method. Two culture conditions with higher lipid content were established, the lipid kinetics
was constructed and the prediction of the biodiesel properties was carried out. The fatty acid
profile was determined by gas chromatography. Microwaves and ultrasound treatments at
different exposure times were tested for cell disruption of the microalgae biomass. In the
extraction of lipids different solvent systems were tested. The results were submitted to
analysis of variance (ANOVA) and Tukey test at 95% confidence level (p<0.05). The addition
of crude glycerol had a positive impact on the accumulation of lipids and on the biomass
production in both photoperiod regimes, and lipid production was favored at 30°C. The
increase in sodium silicate concentration did not influence the accumulation of lipids. Sodium
nitrate when used at lower concentrations provided the increase in lipid content in both
photoperiod regimes. The fatty acid profile showed changes over time, with significant
variations in fatty acid percentage, mainly occurring palmitic (C16:0), tetradecenoic (C14:1),
palmitoleic (C16:1) and y-linolenic (C18:3n6) acids. For the cell disruption both treatments
were efficient, being the ultrasound (5 min) which provided lower energy expenditure
compared to the micro waves (40 s). Regarding the fatty acid profile, the two methods of
disruption resulted in a change in the fatty acid profile, with an increase of 53.6% (micro
waves) and 50.3% (ultrasound) for the saturated fatty acids, and 43.8% and 41.3%,
respectively, for polyunsaturated fatty acids. Among the solvents used for the extraction of
lipids, the systems using Ethanol-Chloroform-Water (4:4:3.6 v/v) and Methanol-
Dichloromethane-Water (4:4:3.6 v/v) presented 90.7% and 89.8% extractibility, respectively.
Despite the system using Ethanol-Dichloromethane-Water (1:1:2 v/v) resulted in 54.9%
extractibility, it should be considered as a function of the decrease in the amounts of solvent
used.

Keywords: C.calcitrans. Crude glycerol. Fatty acid. Cell disruption.
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1. INTRODUCAO GERAL

As microalgas vém ganhando destaque na produc¢do de biomassa e produtos de
valor agregado, uma vez que sdo versateis ¢ se adaptam a diversas formas de cultivos.
Conseguem se desenvolver em diferentes condi¢des climaticas como temperatura, tempo de
exposicao e intensidade da luz, salinidade do meio de cultivo, entre outros, além de possuirem
a capacidade de utilizar diversas fontes de carbono organico em cultivos mixotroficos.
(HOFFMANN; PEEKEN; LOCHTE, 2008; GAO; YANG; WANG, 2013;
BABUSKIN et al., 2014; LIN; WU, 2015; SUBHASH et al., 2014).

O glicerol vem sendo aplicado em cultivos microalgais como fonte de carbono
organico e pode ser utilizado em substituicdo a glicose. O glicerol bruto gerado como
coproduto da producao do biodiesel, na proporcao de cerca de 1 kg de glicerol para 10 kg de
biodiesel, constitui uma matéria-prima de baixo valor para cultivos microbianos. Em dados
recentes, 0 Centro de Referéncia da Cadeia de Produgao de Bicombustiveis para a Agricultura
Familiar (2017) cota a glicerina com 75% de glicerol em R$ 400,00/ton contra apenas
R$ 80,00/ton do glicerol bruto. Em fung@o da diferenga expressiva nos precos, algumas usinas
no Brasil ja estdo instalando em suas plantas equipamentos para produzir a glicerina bi-
destilada (99,5% de glicerol), no entanto a maioria das usinas de biodiesel ndo tem plantas de
refino de glicerol, e a demanda das industrias alimenticias, farmacéuticas e de cosméticos, as
principais compradoras, utilizam o glicerol com um teor de pureza elevado. Logo, alternativas
para a aplicacdo do glicerol bruto devem ser propostas, como seu uso em cultivos de
microalgas, uma vez que estes micro-organismos possuem a capacidade de assimila-lo em sua
forma nao purificada, podendo assim, através de seu metabolismo, produzir produtos de maior
valor agregado como, por exemplo, os lipidios (HEREDIA-ARROYO et al., 2011; LIN;
WU, 2015).

Em trabalhos anteriores desenvolvidos no Laboratério de Engenharia de
Bioprocessos desta Universidade, a microalga Chaetoceros calcitrans, demonstrou habilidade
de metabolizar o glicerol e produzir elevados teores de lipidios, tanto em meio contendo
glicerol de grau analitico, produzindo em torno de 44,3% de lipidios (PALUDO, 2012),
quanto em meio contendo glicerol residual, produzindo cerca de 40,8% de lipidios
(NOGUEIRA, 2013), mostrando assim que o glicerol residual pode ser utilizado no cultivo de
Chaetoceros calcitrans, proporcionando acimulo significativo de lipidios e contribuindo para

a diminuicao de custos com o substrato.
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Muitas pesquisas vém investigando os fatores principais que influenciam a
producdo de lipidios por microalgas, como as concentra¢cdes dos nutrientes do meio de
cultivo, entre eles a fonte de carbono organico utilizada (HEREDIA-ARROYO et al., 2011), a
fonte de nitrogénio (GAO; YANG; WANG, 2013), assim como qual a melhor condi¢do de
temperatura (SUBHASH et al., 2014), iluminancia e ciclo de fotoperiodo (WAHIDIN; IDRIS;
SHALEH, 2013; BABUSKIN et al.; 2014), visando maior produc¢ao de lipidios.

Outro aspecto importante ¢ que, ao longo do tempo de cultivo, ha mudangas no
perfil de 4cidos graxos com relacdo as propor¢des dos 4cidos graxos saturados, mono-
insaturados e poli-insaturados, podendo assim direcionar a produgdo da biomassa microalgal
para o produto final desejado, seja ele para a industria alimenticia ou de biocombustiveis
(PRATIWTI et al., 2009; LEE et al., 2011). Atualmente, ha grande interesse na producao de
biodiesel a partir de microlgas em funcdo dos elevados precos do petrdleo e por questdes
ambientais (KIRROLIA; BISHNOI; SINGH, 2013). De acordo com o ATMS (American
Society for Testing Materials), o biodiesel a partir lipidios de microalgas possui propriedades
similares aos estabelecidos pelos padroes de qualidades do biodiesel.

A obtencdo da biomassa envolve algumas etapas além do cultivo, sendo que a
separagao da biomassa do meio de cultura e a extragdo de lipidios constituem pontos chaves
que devem ser considerados, uma vez que requerem operagdes que agregam custos a
producdo. Os lipidios sdo produzidos intracelularmente, sendo, portanto, necessario extrai-los
da biomassa. A etapa de extragcdo ¢ favorecida pela aplicacdo de métodos de ruptura celular,
que auxilia na recuperagao dos lipidios e podem afetar o perfil de &cidos graxos. Alguns
métodos de ruptura celular, como moinho de bolas, choque osmotico (LEE et al., 2010),
micro-ondas e ultrassom (LEE et al, 2010; LEE; LEWIS; ASHMAN, 2012;
VISWANATHAN et al., 2012;.MA et al., 2014) vém sendo aplicados com esse proposito.

Por outro lado, os solventes orgéanicos geralmente utilizados na extragdo lipidica
possuem alta toxicidade. Um dos principais problemas para a obtencdo de lipidios a partir de
microalgas ¢ a dificuldade de extrai-los utilizando menores quantidades de solvente.
(BARBA; GRIMI; VOROBIEV, 2015).

Neste contexto, este trabalho vem contribuir com dados relevantes sobre o cultivo
de Chaetoceros calcitrans utilizando o glicerol residual como alternativa a outras fontes de
carbono orgénico, disponibilizando informagdes sobre condi¢des de cultivo para a produgdo
de lipidios e mudangas no perfil de 4cidos graxos. Outro aspecto importante deste trabalho
estd na utilizagdo de técnicas de ruptura celular que ndo degradem o lipidio produzido e que

facilite a etapa de extragdo. Além disso, na etapa de extracdo ¢ importante levar em
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consideragdo os solventes organicos utilizados, assim como os respectivos volumes, de forma
a diminuir ndo sO custos, mas propor uma alternativa que ocasione menores danos ao

ambiente.

1.1. OBJETIVO GERAL

Esta tese tem como objetivo geral estudar as condi¢des do cultivo mixotrofico de
Chaetoceros calcitrans utilizando o glicerol residual (GR) da sintese do biodiesel como fonte
de carbono adicional, visando a maximizacao do teor de lipidios, bem como utilizar diferentes
métodos de ruptura celular e empregar diferentes solventes organicos na extragdo dos lipidios

sintetizados pela microalga.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estabelecer as melhores condi¢cdes de cultivo para a biossintese de lipidios,
como temperatura, ciclo de fotoperiodo, concentracao de GR, de silicato de sddio e de nitrato
de sodio;

- Avaliar a cinética do acimulo de lipidios, bem como o perfil de acidos graxos;

- Predizer, com base na composicdo em acidos graxos, as propriedades do
biodiesel que pode ser obtido a partir do 6leo microalgal produzido;

- Avaliar a ruptura celular utilizando micro-ondas e ondas ultrassonicas na melhor
condicao para a producao de lipidios,

- Para o melhor método de ruptura celular, testar diferentes solventes na extracao

de lipidios.
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CAPITULO 11
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. MICROALGAS

Microalgas sdo micro-organismos fotossintéticos com dimensdo de varios
micrometros (células de diatomaceas variam de 2,0 pum a 2 mm de diametro). Podem se
desenvolver em diversos habitats aquaticos, que incluem agua doce, salobra (menos de 3,5%
de sal), marinha (3,5% de sal), hipersalina (mais de 3,5% de sal) e em ambientes com uma
ampla gama de temperatura e pH (LOURENCO, 2006).

As diatoméaceas sdao um grupo de microalgas pertencentes a classe
Bacillariophyceae, que tem por caracteristica morfoldgica principal apresentarem frastulas
silicosas (Figuras 1 e 2). Sdo peculiares pelo fato de apresentarem auséncia de flagelos e pela
parede celular dividida em duas partes que se sobrepdem, denominadas frastulas, que sao
formadas de silica opalina polimerizada. A parte superior da parede ¢ chamada epivalva e a
inferior hipovalva, sendo a regido de interligacdo conhecida como regiao pleural.

Figura 1 - Vista global da frustula das diatomaceas. A) simetria céntrica ¢ B)
simetria penada

Eprralvila

famxas
conechvas

Fonte: PISKOVA (2010)

Com base na simetria, reconhecem-se dois tipos de diatoméceas: as penadas, com
simetria bilateral; e as céntricas, com simetria radial. As diatoméceas penadas sdo encontradas
em ambientes de agua doce e salgada, ou associadas a sedimentos marinhos ou habitats
relativamente rasos, sendo exemplos de diatoméaceas penadas Navicula, Pinnularie
Thalassionema. As diatomaceas céntricas, pelo fato de possuirem uma relacdo
superficie/volume maior que a das penadas, flutuam com mais facilidade e sdo mais
abundantes em grandes lagos e ambientes marinhos, tendo-se como exemplos Coscinodiscus,

Triceratium e Chaetoceros.
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Figura 2 - Frustulas fosseis das diatomaceas

Fonte: PISKOVA (2010)

Viérias espécies apresentam alto valor nutricional e facilidade de cultivo, como
Phaeodactylum tricornutum e Thalassiosira fluviatilis. O valor nutricional das diatomaceas
deriva em parte da presenca de acidos graxos poli-insaturados como o 4cido eicosapentandico
em altas concentragdes. Os plastos apresentam clorofila a e ¢, B-caroteno, fucoxantina,
diatoxantina e diadinoxantina como seus principais pigmentos fotossintéticos. Existem varias
espécies de microalgas eucarioticas, como as pertencentes a classe das Chlorophyceae,
Xanthophyceae e Bacillariophyceae, conhecidas por serem ricas em lipidios (20% a 50%) e
proteinas, e crescerem rapidamente (RICHMOND; HU, 2013).

A espécie Chaetoceros calcitrans ¢ uma microalga marinha unicelular,
diatomacea de simetria céntrica, pertencente a classe Bacillariophyceae. Uma de suas
caracteristicas ¢ a capacidade de se adaptar rapidamente e crescer em diferentes instalagdes de
cultivo, abertas ou fechadas. Essa microalga vem sendo estudada para a producdo de
carotenoides como a fucoxantina (FOO et al., 2015). Seraspe et al. (2014) utilizaram
Chaetoceros calcitrans como suplemento na alimentacdo de peixes e camardes, por sua
atividade antibacteriana. Outros estudos relacionados a microalga foram direcionados a sua
capacidade de crescimento em diferentes concentragdes de nutrientes como nitrogénio,
fosforo e silicato (TANTANASARIT; ENGLANDE; BABEL, 2013). Em outras pesquisas,

essa microalga foi utilizada para a obtengdo de lipidios e acidos graxos, como Li et al. (2014),
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que estudaram as principais alteragdes lipidicas de algumas microalgas durante a fase de
crescimento. Neste estudo, obtiveram percentual de 49,85% de triacilglicerdis (TAGs) para
C. calcitrans, apresentando 11,53 + 1,22 nmol mg! de 4cido eicosapentandico (EPA).
Lee et al. (2011) obtiveram 16,25% de contetido lipidico para C. calcitrans, dos quais em

torno de 300 mg g corresponderam ao 4cido palmitico.

2.2. FOTOSSINTESE

No processo conhecido como fotossintese, as plantas, algas e certas bactérias sao
capazes de utilizar a luz solar como fonte de energia para dirigir a sintese de compostos
organicos. A fotossintese aerdbica resulta na liberagdo de oxigénio molecular e a remogao do
didoxido de carbono da atmosfera, que ¢ usado para sintetizar hidratos de carbono. Este
processo, que envolve uma série complexa de reagdes de transferéncia de elétrons, fornece a
energia e carbono reduzido necessario para a sobrevivéncia de praticamente toda a vida no
planeta, bem como o oxigénio molecular necessario para o consumo dos organismos (TAIZ;
ZEIGER, 2006).

A fotossintese retira elétrons com baixa energia da dgua, energiza esses elétrons
usando a luz, em seguida utiliza esses elétrons para produzir ATP ¢ NADPH e em seguida
utiliza o ATP e o NADPH para transformar o CO; em carbono organico (TAIZ; ZEIGER,
20006).

Figura 3 - Estrutura do cloroplasto

Membrana interna Membrana externa

Lamela

Tilacséide

Granum

Estroma

Espaco intermembrana

Fonte: Modificado de TAIZ; ZEIGER (2006)

O processo de fotossintese ocorre dentro de uma organela chamada cloroplasto,

que ¢ envolvida por duas membranas, uma externa e outra interna. Sua parte interior €&
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chamada de estroma, que por sua vez possui estruturas achatadas chamadas tilacoides, que
quando empilhadas ddo origem ao granum (Figura 3).

A fotossintese pode ser dividida em duas etapas: a etapa clara ou fotoquimica na
qual ocorre o aproveitamento da energia da luz; ¢ a etapa escura ou quimica responsavel pela
obtencdo do gés carbonico para a producao dos compostos organicos (Figura 4).

Figura 4 - Reagdes fotoquimicas e quimicas da fotossintese, no cloroplasto

Fase Fotoguimica Faso Quimica

e Compostos orginicos

Fonte: Adaptado de TAIZ; ZEIGER (2006)

2.2.1. Transporte de elétrons nas reacoes fotoquimicas

A Figura 5 mostra o esquema da cadeia de transporte de elétrons e protons. A luz
excita o elétron no PSII, dgua ¢ oxidada e os protons sdo liberados no lumen pela PSII. O PSI
reduz NADP" para NADPH no estroma, através da acdo da ferroxidina (Fd) e da
flavoproteina ferredoxina-NADP redutase (FNR). Os protons também sao transportados para
o limen pela acdo do complexo do citocromo Besf e contribuem para o gradiente
eletroquimico de proton. Esses protons passam pela a enzima ATP sintase ¢ produzem ATP.
Com a reducdo da plastoquinona (PQH>) e da plastocianina, os elétrons sdo transferidos para
o citocromo bs € PSI, respectivamente. As linhas tracejadas representam a transferéncia de

elétrons e as linhas s6lidas representam o movimento do proton (TAIZ; ZEIGER, 2006).
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Figura 5 - Esquema da cadeia transportadora de elétrons e protons
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Fonte: Adaptado de TAIZ; ZEIGER (2006)
2.2.2. Etapa quimica - Ciclo de Calvin (Formacao dos compostos organicos)

Na carboxilagdo, o acido fosfoglicérico (PGA) € o primeiro intermediario estavel
do ciclo de Calvin. A reacdo descrita acima ¢ catalisada pela enzima ribulose difosfato,
conhecida como rubisco (RuDP). Esta enzima ¢ a principal proteina encontrada em folhas
verdes, correspondendo a até 40% da proteina total deste 6rgdo. A rubisco, como o proprio
nome indica, tem atividade carboxildsica e oxigendasica, embora a afinidade pela carboxilagao
assegure a ocorréncia da fotossintese mesmo que a concentragao de CO» seja muito menor
que a de O2, como ocorre normalmente na natureza (Figura 6) (TAIZ; ZEIGER, 2006).

A fase de reducao consiste na utilizacdo do ATP e do NADPH formados durante a
fase fotoquimica da fotossintese para reduzir o acido fosfoglicérico para produzir o primeiro
acucar, aldeido fosfoglicérico (PGAL), também conhecido como gliceraldeido-3-fosfato.
Parte do gliceraldeido-3-fosfato formado ¢ utilizada na regeneracao da ribulose-1,5-bisfosfato
e outra parte ¢ utilizada para sintese de amido, sacarose e todos os demais constituintes do
vegetal (paredes celulares, membranas, proteinas, organelas, etc.). Na fase de regeneragdo, as
trioses-fosfato (gliceraldeido 3-fosfato) regeneram o aceptor inicial de CO; (ribulose
difosfato), com gasto de ATP. Este estagio envolve varias interconversdes através da agdo de

isomerases, epimerases, transcetolases, fosfatase e uma quinase (Figura 6) (TAIZ; ZEIGER,

2006).
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Figura 6 - Etapas do ciclo de Calvin
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Fonte: ARAUJO (2016)

2.3. TIPOS DE CULTIVOS

As microalgas podem ser cultivadas de forma autotréfica, heterotrofica ou
mixotrofica, sendo que a diferenca estd baseada na fonte de carbono empregada e na
utilizagao de energia luminosa. Nos cultivos autotroficos, o micro-organismo utiliza a energia
luminosa para fixar o carbono inorganico (CO2) em carbono organico através da fotossintese.
Nos cultivos heterotroficos ndo ha o emprego de energia luminosa, porém para suprir a
demanda de energia sdo empregados compostos organicos como glicose, acetato e glicerol. E
nos cultivos mixotroficos, as microalgas podem se desenvolver tanto autotroficamente quanto
heterotroficamente, utilizando ambas as fontes de carbono inorginico e organico, com a
microalga realizando a fotossintese e assimilando o carbono organico simultaneamente. Neste
tipo de cultivo, a fixagdo do carbono inorgéanico através da fotossintese ¢ influenciada por
condigdes de iluminacdo, enquanto que os compostos organicos sdo assimilados através da
respiracdo aerobia, que ¢ afetada pela disponibilidade de carbono orgénico. Outra
caracteristica do cultivo mixotrofico € o fato de envolver luz e fontes de carbono organico,
enquanto que o heterotréfico ndo necessita de luz como fonte de energia (LIU et al., 2009;
HEREDIA-ARROYO et al., 2011).

Alguns pesquisadores afirmam que a taxa de crescimento especifico em cultivo
mixotrofico ndo ¢ a simples combinagdo do autotréfico e heterotrofico. Os dois processos
metabolicos (a fotossintese para o autotrofico e a respiracdo aerdbia para o heterotrofico)

afetam cada cultivo de forma diversa, o que pode contribuir para efeitos sinérgicos e melhorar
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a produtividade em biomassa (CHANDRA et. al., 2014; LIN; WU, 2015). A Tabela 1 mostra
dados relativos aos cultivos de diferentes microalgas.

Heredia-Arroyo, Wei e Hu (2010) estudaram os cultivos autotréfico, heterotrofico
e mixotrofico utilizando a microalga Chlorella protothecoides, utilizando meio basal
modificado, ciclo de fotoperiodo 16C:8E h (Claro:Escuro), a 26°C, verificando que os
cultivos heterotrofico e mixotrofico proporcionaram maiores taxas de crescimento celular em
relacdo ao cultivo autotréfico.

Tabela 1 - Biomassa e conteudo lipidico de microalgas em diferentes sistemas de cultivo.

Microalga Biomassa (g L) Conteudo lipidico (%) Referéncias
Autotroéfico Heterotrofico  Mixotrofico  Autotréfico Heterotrofico Mixotrofico
Chiorella Heredia -
. Aprox. 0,9 Aprox. 4,5 Aprox. 4,5 Aprox. 24 Aprox. 17 Aprox. 25 * Arroyo;Wei;
protothecoides
Hu (2010)
Heredia -
mcti’fflzgfdes - - 2.33+0.93 - - 17,50 £4,98 **  Arroyo;Wei;
p Hu (2010)
Heredia-
Chlorella vulgaris 0,40 £0,12 0,75+ 0,38 1,40+0,10 27,38+229 30,58 +26,5 13,82+991*  Arroyo etal.
(2011)
Heredia-
Chlorella vulgaris - - 1,17+ 1,34 - 40,10 £22,06%*%  Arroyo et al.
(2011)
Phaeodatylum . Liu et al.
tricornutum 0,46.+0,00 . 0,71 0,01 . ) (2009)

Nannochloropsis

5 Aprox. 0,37 Aprox. 0,38 Aprox. 1,20 Aprox. 28,0 Aprox. 20,0 Aprox. 27,5 * Cheirsilp;

Torpee

Chaetoceros sp. Aprox. 0,12 Aprox. 0,19 Aprox.0,21 Aprox. 30 Aprox. 22 Aprox. 26 * (2012)

* Glicose como fonte de carbono orgénico
** Glicerol como fonte de carbono organico

Zhang et al. (2016) estudaram a influéncia do cultivo mixotr6fico no crescimento
da microalga Ochromonas sp. frente a diferentes concentragdes de glicose. Para tanto,
utilizaram trés tratamentos: fotoautotréfico, mixotréfico com adi¢do de glicose como fonte de
carbono orgéanico no inicio do cultivo e mixotrofico em batelada alimentada (adicdo de
glicose em intervalo de 12 h por 9 dias). Seus resultados demonstraram que a adi¢do de
glicose no cultivo mixotréfico e no cultivo mixotrofico com batelada alimentada
proporcionaram maior crescimento celular do que no cultivo fotoautotréfico. O cultivo
mixotrofico na maior concentragdo de glicose (150 mg L) proporcionou maior crescimento
celular comparado a menor concentragio de glicose utilizada (50 mg L), com
aproximadamente 130 x 10* células mL" e 40 x 10* células mL"', respectivamente. O cultivo

mixotrofico com batelada alimentada proporcionou aumento de 10 e 20 vezes no numero de
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células em comparagdo ao cultivo mixotrofico, alcangando 1400 x 10* células mL!

(150 mg L) e 800 x 10* células mL! (50 mg L), respectivamente.

2.4. NUTRIENTES DO MEIO DE CULTIVO

2.4.1. Fontes de carbono

As microalgas sdo predominantemente cultivadas fotoautotroficamente, embora
algumas cepas possam utilizar carbono organico e oxigénio para crescer através de uma via
heterotrofica (KIRROLIA et al., 2013). Os cultivos heterotréficos podem atingir altas
concentragdes de biomassa, reduzindo o custo de producdo ao utilizar substratos organicos
obtidos a partir de aguas residuais, residuos de processamento de alimentos, entre outros. Nos
cultivos mixotréficos, a produgdo de biomassa e outros produtos como lipidios sdo
estimulados, porém isso depende da espécie da microalga e da fonte de carbono utilizada
(LIN; WU, 2015).

As fontes de carbono organico como a glicose, frutose, sacarose e o glicerol vem
sendo bastante exploradas nos cultivos mixotroéficos com o intuito de aumentar o crescimento
celular e/ ou produzir maiores conteidos lipidicos. Como os trabalhos de
Heredia-Arroyo et al. (2011), que utilizaram a glicose e glicerol; Ceron-Garcia et al. (2013),
com glicerol e frutose; e Lin ¢ Wu (2015), com frutose, glicose, sacarose, xilose e glicerol.
No entanto, o alto custo da glicose e de outras fontes organicas limita a viabilidade comercial
nos cultivos microalgais. Portanto, alternativas que proporcionem menores custos sao
propostas, como obtencao de carbono organico através de residuos industriais como: o melago
(subproduto da industria de cana-de-acucar) e o glicerol residual (subproduto da industria de
biodiesel), para a producdo de lipidios e 4cidos graxos, por Babuskin et al. (2014); vinhaga
para producdo de biomassa por Ramirez, Farenzena e Trierweiler (2014); e efluentes da

industria de beneficiamento de carnes para produgdo de biomassa e lipidios (TANGO, 2015).

2.4.2. Glicerol

Como ja mencionado, o glicerol vem sendo utilizado em cultivos microbianos
como fonte de carbono organico. Este ¢ resultado da sintese de biodiesel, e pode ser
empregado em diversos setores das industrias de cosméticos, farmacos e alimentos, entre
outros. E chamado de glicerina o produto comercial com aproximadamente 95% de glicerol

(1,2,3-propanotriol), mas atualmente, com o aumento da producdo de biodiesel em todo o
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mundo, uma fragdo com cerca de 80% de glicerol ¢ normalmente denominada de glicerina
bruta ou glicerol bruto (MOTA, 2011) ou glicerol residual. Segundo a Agéncia Nacional do
Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), os biocombustiveis sdo definidos como
derivados de biomassa renovavel que podem substituir, parcial ou totalmente, combustiveis
derivados de petroleo e gas natural em motores a combustao ou em outro tipo de geragdo de
energia, sendo os principais produzidos no Brasil o etanol obtido da cana-de-actcar e, em
escala crescente, o biodiesel obtido a partir de 6leos vegetais ou de gorduras animais.

O biodiesel ¢ um biocombustivel derivado de fontes renovaveis, que pode ser
obtido por diferentes processos tais como o craqueamento, a esterificacio ou pela
transesterifica¢do. Esta ultima, mais utilizada, consiste numa reacdo quimica de 6leos vegetais
ou de gorduras animais com o alcool comum (etanol) ou o metanol, estimulada por um
catalisador. Segundo a ANP, a produg¢do e o uso do biodiesel no Brasil propiciam o
desenvolvimento de uma fonte energética sustentavel sob os aspectos ambiental, econdmico e
social, proporcionando a diminuicdo da dependéncia do diesel importado, € o incremento a
economias locais e regionais, tanto na etapa agricola como na industria de bens e servigos. O
resultado da ampliagdo do uso do biodiesel ¢ o efeito positivo sobre o meio ambiente,
acarretando a diminuicdo das principais emissdes veiculares em comparacdo ao diesel
derivado do petroleo.

Além desses aspectos, na sintese de biodiesel a cada tonelada produzida sdo
gerados 100 kg de glicerol residual. No entanto, a fim de purifica-lo para a comercializagao
estariam envolvidos custos de energia e producdo. Uma opcgao seria utilizar esse residuo na
sua forma bruta, diminuindo os custos de producdo e contribuindo para a sustentabilidade da
cadeia de producdo do biodiesel. E neste contexto que varios estudos vém propondo a
utilizacdo do glicerol bruto em cultivos de micro-organismos, uma vez que bactérias,
leveduras e microalgas possuem a capacidade de metabolizar o glicerol para produzir
biomassa e compostos de maior valor agregado como lipidios, 4cidos graxos, compostos
aromaticos e exopolissacarideos (Tabela 2).

Heredia-Arroyo, Wei e Hu (2010) cultivaram a microalga Chlorella
protothecoides 249 em meio contendo somente glicose, somente glicerol e diferentes
propor¢des de glicose e glicerol (80:20%, 60:40%, 40:60% e 20:80%), verificando que a
maior concentracdo de biomassa foi obtida usando 100% de glicose (4.07 + 0.23 g L"), sendo
que com glicerol foi obtido 2.33 + 0.93 g L. As misturas de glicose e glicerol e somente
glicerol ndo mostraram diferengas significativas entre si na biomassa final. Os autores

afirmam que mesmo o glicerol ndo sendo a fonte preferida de carbono para os micro-
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organismos, este pode ser utilizado como substrato para o crescimento de microalgas, assim
como para a producdo de lipidios, uma vez que ndo houve diferencas significativas no
conteudo lipidico entre a glicose, as misturas de glicose e glicerol e o glicerol, obtendo-se
15,66 = 5,10%, 21,29 £ 0,98%, 16,47 +£2,97,22,91 £4,11 ¢ 17,50 £ 4,98%, respectivamente.

Tabela 2 - Compostos produzidos por micro-organismos cultivados em meio contendo
glicerol como fonte de carbono organico.

Micro-organismo Compostos produzidos Referéncia

Microalgas
Chorella sp Y8-1
Chlorella protothecoides 249

Lipidios e acidos graxos Lin; Wu (2015)

Lipidios Heredia-arroyo, Wei; Hu
(2010)

Leveduras

Yarrowia lipolytica NRRL YB-423
Yarrowia lipolytica NRRL YB-
423, Candida utilis NRRL Y-900,
Candida lipolytica NRRL Y-1095,
Candida rugosa NRRL Y-95
Rhodotorula glutinis NRRL YB-
252, Lipomyces starkeyi NRRL Y- (2015)

11557, Lipomyces lipofer NRRL

Lipidios e acidos graxos Machado Jr et al. (2015)

Proteina Santos et al. (2013)

Lipidios e acidos graxos Spier; Buffon; Burkert

Y-11555, Cryptococcus curvatus
NRRL Y-1511, Candida
cylindracea NRRL Y-17506

Yarrowia lipolitica
Yarrowia lipolitica
Bactérias

Pseudomonas putida S12

Actinobacillus succinogenes
Xanthomonas campestris,
Pseudomonas oleovorans,
Sphingomonas capsulata,

Zymomonas mobilis.

Acidocitrico

Acidocitrico

Compostos aromaticos
(p-hidroxibenzoato)
Acido succinico

Exopolisacarideos

Kamzolova et al. (2015)
Rywinska et al. (2010)

Verhoef et al. (2014)

Vlysidis et al. (2011)

Trindade; Munhoz;
Burkert (2015)

Lin e Wu (2015) utilizaram frutose, glicose, sacarose, xilose e glicerol para avaliar
o crescimento e o contetdo lipidico produzido pela microalga Chlorella sp. Y8-1 e
verificaram, dentre os substratos testados, que a sacarose proporcionou maior conteudo

lipidico (24%), seguido do glicerol (15%) e da glicose (13%). A microalga ndo conseguiu
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assimilar eficientemente a xilose, uma vez que seu crescimento foi muito inferior em relacao

aos outros agucares.

2.4.3. Silicato

Os sais de silicatos sdo importantes no desenvolvimento celular das diatomaceas,
para produzir as suas frastulas (HOFFMANN; PEEKEN; LOCHTE, 2008), sendo que
diferentes concentracdoes de sais de silicato interferem na morfologia celular, causando
alteragdes na largura, tamanho e formato da valvula (SHIMADA et al., 2009).

Shimada et al. (2009) estudaram os efeitos de nutrientes sobre a silificacdo
esquelética da diatomacea Neodenticula seminae, verificando que o silicato inserido no meio
foi incorporado no “esqueleto” da diatomacea, ndo causando mudangas na morfologia ou na
taxa de crescimento celular.

Hoftmann, Peeken e Lochte (2008) estudaram a interagao do ferro, do silicato e da
iluminancia, assim como a colimitagdo desses elementos em trés espécies de diatomadceas:
Actinocyclus sp., Chaetoceros dichaetae e Chaetoceros debilis. Verificaram que quando
expostas a baixa concentracdo de ferro, baixa intensidade de luz e alta concentracdo de
silicato (AFe/BL/ASi), ocorreu maior crescimento celular. Além disso, observaram que em
baixa concentragdo de silicato no meio ocorreu o alongamento das células. No entanto, em
relacdo ao volume celular, a absor¢do de silicato pelas microalgas foi muito semelhante para
as trés microalgas, independente do tamanho da célula. Com relacao as taxas de crescimento,
0s autores mencionam que espécies pequenas podem ser limitadas mais cedo por baixas
concentragdes de silicato do que em espécies maiores, em que o crescimento ¢ mais lento. Os
maiores crescimentos celulares deram-se em altas concentragdes de ferro e silicato. Porém,
quando Fe e Si foram colimitados, o crescimento foi novamente maior nas espécies menores,
sendo que o nimero maximo de células foi 36 vezes (C. debilis), 7 vezes (C. dichaeta) e
3 vezes (Actinocyclus) mais baixo sob a colimitacdo de ferro e silicato, em comparacdo com
as condigdes de maiores concentragcdes desses nutrientes. Os dados sugeriram que a extensio
do ferro e a colimitagdo do silicato ndo depende somente do tamanho da célula e que
diferencas entre as espécies testadas nesse trabalho e outras relatadas na literatura sugerem

que a influéncia da colimitagdo de nutrientes ¢ muito complexa.
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2.4.4. Nitrogénio

O nitrogénio ¢ um dos elementos essenciais para o crescimento de microalgas,
pois atua no desenvolvimento, reproducdo e outras atividades fisiolégicas de microalgas.
Geralmente, sais de amonia, nitratos e ureia s3o usados como fontes de nitrogénio, mas suas
taxas de absor¢do e utilizagdo sdo diferentes. Estudos anteriores t€ém demonstrado que o
estresse causado por nutrientes, como a privagdo de nitrogénio, fosforo e a suplementacao de
ferro, resulta na reducdo do crescimento celular e aumento do conteudo lipidico em vérias
espécies de microalgas (CHEN et al, 2011; PRAVEENKUMAR et al, 2012;
HUANG et al., 2013; GAO; YANG; WANG, 2013).

As microalgas cultivadas em condigdes estressantes reduzem a divisdo celular e
redirecionam o carbono para produzir compostos de armazenamento de energia na forma de
polissacarideos e/ou lipidios, como mecanismo de adaptacao a composicao do meio de cultivo
(DOAN; SIVALOGANATHAN; OBBARD, 2011; PRAVEENKUMAR et al., 2012).

O estresse ligado ao nitrogénio geralmente tem efeitos desproporcionais ao
crescimento celular e ao contetdo lipidico, sendo que em condi¢des de privacao ou em baixas
concentragdes de nitrogénio ocorre o aumento do teor de lipidios ¢ a diminuicdo do
crescimento celular. Porém estudos relatam que esta propor¢ao varia de acordo com a espécie
de microalga, uma vez que responde de forma diferente a privagdo de um determinado
nutriente. Gao, Yang ¢ Wang (2013) estudaram a privagdo de nitrogénio no meio de cultivo
das microalgas Chaetoceros muelleri e Dunaliella salina, avaliando o efeito no crescimento
celular. Os autores verificaram que ambas as espécies diminuiram o crescimento celular na
privacdo de nitrogénio frente ao meio contendo nitrogénio, no entanto essa diminui¢do foi
mais pronunciada em C. muelleri. Para o conteudo lipidico, ambas as microalgas
apresentaram maiores percentuais (46,32% e 54,15% para C. muellerie e D. salina,
respectivamente) em auséncia de nitrogénio.

Huang et al. (2013) estudaram o efeito da suplementacdo de nitrogénio no
crescimento das microalgas Tetraselmis subcordiformis, Nannochloropsis oculata e Pavlova
viridis, verificando que o crescimento estava positivamente correlacionado com a
concentracdo de nitrogénio no meio de cultivo. As menores taxas de crescimento foram
obtidas na privacdo de nitrogénio, em contraste com a maior concentracdo de nitrogénio
utilizada (1,76 mmol nitrogénio L), em que foram obtidas as maiores taxas de crescimento
assim como maiores densidades celulares. No mesmo estudo, os autores verificaram que nos

cultivos suplementados com 1,76 mmol nitrogénio L, as trés espécies (Tetraselmis
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subcordiformis, Nannochloropsis oculata e Pavlova viridis, respectivamente), exibiram baixo
conteudo lipidico (13,40%, 22,50% e 26,45%, respectivamente). A medida que a
concentragio de nitrogénio no meio foi diminuindo (0,88; 0,44; 0,22 e 0 mmol nitrogénio L)
houve aumento significativo no contetdo lipidico das microalgas, sendo de 29,77%, 35,85% e

32,10%, respectivamente, quando cultivadas com 0,22 mmol nitrogénio L.

2.5. FATORES EXTERNOS QUE INFLUENCIAM NOS CULTIVOS
MICROALGAIS
2.5.1. Iluminéncia e ciclo de fotoperiodo

As microalgas através da fotossintese sdo capazes de converter a energia luminosa
em energia quimica. Nos cultivos em que luz esta envolvida (autotrofico e mixotréfico), €
importante levar em consideragdo a intensidade luminosa ou ilumindncia, assim como o
tempo de exposi¢do a essa intensidade luminosa, conhecido como ciclo de fotoperiodo, pois
alteragcdes nestes fatores contribuem para o aumento ou reducdo da biomassa microalgal,
assim como no conteudo lipidico (CHEIRSILP; TORPEE, 2012; WAHIDIN; IDRIS;
SHALEH, 2013; BABUSKIN et al., 2014).

Quando a iluminancia ¢ superior ao ponto de saturacao pode levar a fotoinibigao.
A fotoinibi¢do consiste na diminuicao da capacidade fotossintética devido aos danos causados
pela intensidade luminosa acima da requerida para a realizacdo da fotossintese. Outra
dificuldade encontrada nos cultivos ¢ a fotolimitagdo, que ocorre devido ao sombreamento
que as células da superficie causam as células que estdo mais profundas, sendo que cerca de
80% das células sdo expostas a escuriddo completa durante alguns instantes (CHISTI, 2007;
CHEIRSILP; TORPEE, 2012; BABUSKIN et al., 2014).

Segundo Cheirsilp e Torpee (2012), a fotoinibicdo no crescimento celular com
alta iluminancia ndo foi observada no cultivo mixotréfico, enquanto que a mesma ocorreu no
cultivo fotoautotréfico. Os autores atribuiram esse fato a alguma acdo protetora da glicose,
influenciando na intensidade da luz que causou a fotoinibi¢do. Além disso, estudaram o
crescimento celular e a produgdo de lipidios pelas microalgas Chlorella sp. e
Nannochloropsis sp. em cultivo mixotréfico e avaliaram o efeito da iluminancia. Chegaram a
conclusdo que os niveis Otimos de ilumindncia para proporcionar aumento na biomassa
celular e no acumulo lipidico sdo diferentes. O aumento da ilumindncia melhorou o

crescimento celular e reduziu o contetido lipidico em ambas as espécies, sendo baixas
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iluminancias (2.000 a 5.000 Ix) mais adequadas para o actimulo de lipidios, e altas
iluminancias (8.000 a 10.000 Ix) melhores para o crescimento celular.

Babuskin et al. (2014) avaliaram o efeito de diferentes iluminancias e ciclos de
fotoperiodo em cultivo fotoautotrofico e mixotréfico da microalga Isochrysis galbana.
Observaram que para os cultivos com iluminag¢do continua com fotoperiodo 24C:0E h
(Claro:Escuro) e para as iluminincias de 50, 100 e 150 pmol m? s™!, foram obtidas menores
concentragdes de biomassa para as diferentes misturas de carbono organico
(20:80% melacgo:glicose; 20:80% glicerol:glicose e 40:60% melago:glicose), enquanto que
para o contetdo lipidico as maiores porcentagens foram atingidas em fotoperiodo de
18C:6E h em todas as iluminancias e misturas de carbono organico. Com a maior iluminancia,
(150 pmol m™ s!), ocorreu a reducgdo da produtividade da biomassa para os trés fotoperiodos
testados (12C:12E h; 18C:6E h; 24C:0E h), tendo este comportamento sido atribuido a
fotoinibicdo. A maior biomassa (8,35 g L") foi alcancada na iluminancia de 100 pmol m™ s’
com fotoperiodo de 18C:6E h utilizando a mistura de 20:80% melago: glicose.

Wahidin, Idris e Shaleh (2013) estudaram a influéncia da iluminancia no
crescimento e conteudo lipidico da microalga Nannochloropsis sp. € constataram que para

iluminancia de 100 umol m? s

o crescimento celular foi mais vantajoso do que nas
iluminancias de 50 e 200 pmol m™ s™'. Os autores avaliaram o efeito dos ciclos de fotoperiodo
(12C:12E h; 18C:6E h; 24C:0E h) com as diferentes iluminancias, e verificaram que para
50 pmol m? s™

3.0 x 107 cell mL™". A redugio do fotoperiodo para 18C:6E h e 12C:12E h ocasionou reducio

a maior concentragao celular ocorreu no ciclo de fotoperiodo 24C:0E h, com

para 2,1 x 107 e 1,3 x 107 cell mL!, respectivamente. Os autores atribuiram esses resultados a
fotolimitagdo, devido a baixa iluminédncia, no entanto a microalga conseguiu crescer melhor
no maior tempo de exposicdo a luz (24C:0E h) mesmo em baixa iluminancia. Para
50 umolm? s, a maior concentragio celular foi obtida no fotoperiodo de
18C:6E h (6,5 x 107cell mL™) no 8° dia de cultivo, e a mudanga para fotoperiodo de 12C:12E
h e 24C:0E h reduziu significativamente o crescimento celular. Para a iluminancia de

200 umol m? s

, foi verificado o intenso estresse causado pela alta ilumindncia, que
ocasionou a diminui¢do do crescimento celular. O maior crescimento celular se deu no ciclo
de fotoperiodo 12C:12E h, com 4,8 x 107 cell mL™!, e quando foi exposta ao ciclo 24C:0E h a

concentragdo diminuiu para 3,6 x 107 cell mL™".
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2.5.2. Temperatura

A temperatura ¢ um pardmetro importante em cultivos microalgais, ocasiona
estresse fisico no micro-organismo, desempenhando papel significativo no metabolismo,
especificamente na sintese de lipidios (JUNEJA; CEBALLOS; MURTHY, 2013). A
temperatura influencia fortemente a composicao celular de lipidios, a absor¢ao de nutrientes,
a fixagdo de carbono, e as taxas de crescimento. O estresse de temperatura leva a mudangas na
viscosidade citoplasmatica (SUBHASH et al., 2014).

Viérios trabalhos vém investigando a influéncia da temperatura na obtencdo de
proteinas, carboidratos, lipidios e outros compostos a partir de biomassa microalgal.
Hemalatha, Karthikeyan e Manimaran (2012) estudaram a influéncia da temperatura sobre a
producdo de proteinas e carboidratos obtida por Chaetoceros simplex, sendo que maiores
valores desses compostos foram obtidos a 25°C. Subhash et al. (2014) estudaram a variagao
de temperatura ( 25°C, 30°C e 35°C) em uma cultura mista de microalgas e verificaram que o
estresse ocasionado pela temperatura possibilitou o acimulo lipidico e a producdo de
carboidratos, sendo maiores teores obtidos com a temperatura de 30°C.

As temperaturas consideradas moderadamente altas (35 a 42°C) podem causar
danos diretos ao aparato fotossintético, por provocar mudangas na membrana do tilacoide e
alterar as propriedades fisico-quimicas e, também, a organiza¢ao funcional dessas estruturas
celulares. J4 em temperaturas baixas, a capacidade fotossintética pode ser reduzida, a
capacidade de recuperacao do PSII (Fotossistema II) ¢ diminuida, assim como a degradagao e

a sintese da proteina D1 nos centros de reagio (ARAUJO; DEMINICIS, 2009).

2.6. BIOSSINTESE DE ACIDOS GRAXOS E TRIACILGLICEROIS POR
MICROALGAS

Sabe-se que tanto o carbono inorganico (CO2) como as fontes de carbono
organico (glicose, acetato, glicerol, etc.) podem ser utilizadas por microalgas para produgdo
de lipidios e sintese de 4cidos graxos. A composi¢do e a quantidade de lipidios dependem da
espécie de microalga e das condi¢des autotrofica ou heterotrofica de crescimento (PEREIRA
et al., 2012). Os lipidios se dividem basicamente em lipidios neutros (4cidos graxos,
triacilglicerois e colesterol) e lipidios polares (fosfolipidios e galactolipidios).
(BALASUBRAMANIAN; DOAN; OBBARD, 2013). Os fosfolipidios polares sdo compostos

importantes constituintes da membrana celular, enquanto triacilglicerois sdo moléculas
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metabolicas de armazenamento comum para muitas microalgas marinhas. Alguns estudos
demonstram que lipidios polares sdo predominantes na fase exponencial de crescimento

celular, enquanto que os triacilglicerdis sao sintetizados na fase estacionaria (LV et al., 2010).

2.6.1. Sintese dos acilglicerdis (triglicerideos)

As microalgas, assim como outros organismos, sao capazes de sintetizar e estocar
acilglicer6is como fonte de energia e carbono. Geralmente, a sintese se da a partir do
L-a-fosfoglicerol, oriundo da via glicolitica, e acil-CoA. A transferéncia de residuos de acilas
se da a partir da acil-CoA transferase que forma o acido lisofosfatidico que, através da
L-acilglicerol-3-fosfato-aciltransferase, transfere outra acila formando o 4cido L-a-fosfatidico
(Figura 7). Este composto ¢ a origem dos fosfolipidios ou depois da acdo de uma fosfatase e
incorporagdo do terceiro residuo de acila, através da diacilglicerol aciltransferase, se
transforma em triacilglicerol.

Os triacilglicerois sdao os mais abundantes em microalgas e sua biossintese
consiste em trés etapas principais: sintese de acetil coenzima A (acetil-CoA) no citoplasma;
sintese de acido graxo saturado com 16-18 carbonos e posterior dessaturacao e elongagao da
cadeia de carbonos; e sintese dos triacilglicerdis (KIRROLIA; BISHNOI; SINGH, 2013;
LIANG:; JIANG, 2013).

Figura 7 - Biossintese de triacilglicerdis em microalgas
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2.6.2. Sintese de acetil-CoA

As microalgas, através da fotossintese, utilizam o diéxido de carbono através do
ciclo de Calvin. Isto ¢, microalgas capturam a energia luminosa como fonte de energia e
assimilam COz como a fonte de carbono. O CO; entra no cloroplasto via ciclo de Calvin para
gerar gliceraldeido-3-fosfato (GAP), intermedidrio chave para a sintese de acetil-CoA nas
algas fotossintetizantes. O GAP ¢ retirado do ciclo Calvin e exportado para o citoplasma e
direcionado para a sintese de actcares ou oxidado através da via glicolitica até piruvato, onde
pode produzir energia ou servir de substrato para a sintese de compostos como os acidos
graxos (HUANG et al., 2010). O piruvato ¢ convertido em acetil-CoA pela enzima piruvato
desidrogenase (PDH). Depois de entrar nas mitocondrias, o piruvato ¢ convertido em
acetil-CoA, entretanto a coenzima A, componente da acetil-CoA, ndo pode atravessar a
membrana mitocondrial; somente a por¢do acetila pode ser transportada para o citosol. Isso
acontece na forma de citrato, que ¢ produzido pela condensacdo do oxalacetato (OAA) e da
acetil-CoA. No processo de translocacdo do citrato da mitocondria para o citosol, onde o
citrato ¢ clivado pela ATP-citrato-liase para produzir acetil-CoA e OAA, ocorre quando a
concentragdo mitocondrial de citrato ¢ alta. Isso ¢ observado quando a isocitrato-
desidrogenase ¢ inibida por grande quantidade de ATP, causando acimulo de citrato e
isocitrato. Portanto, o citrato ¢ reconhecido como sinal de grande energia e como ¢ necessaria
grande quantidade de ATP para a sintese de acidos graxos, logo o aumento de ATP e citrato

intensificam essa rota metabolica (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2006).

2.6.3. Sintese de acidos graxos e elongacio e dessaturacio da cadeia carbonica

A sintese de acidos graxos saturados se da de forma semelhante em plantas
superiores ¢ em algas, através de duas enzimas, a acetil-CoA carboxilase, que ¢ a enzima
regulatoria do processo, € o complexo sintase de 4cido graxo (SAG) (HUANG et al., 2010).

Em algumas microalgas, as atividades enzimaticas da SAG estdo divididas em
sete diferentes proteinas (seis enzimas e a proteina carreadora de acilas ou ACP). A sintese de
acidos graxos consiste em adicionar a acetil-COA carbonos de dois em dois na cadeia até
formar 4cido palmitico com 16 carbonos. Os dois primeiros carbonos sdo provenientes da
acetil-CoA, que ¢ o primeiro composto da sintese e a fonte das outras unidades de dois
carbonos provem do malonil-CoA. Isto acontece através da incorporacdo de novas acetilas em

um processo ciclico. Nesta primeira reagdo, catalisada pela SAG, a acetila se condensa com
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malonil-CoA, formando acetoacetil ligado a ACP. Este malonil-CoA ¢é originado a partir da
reagdo entre acetil-CoA e o COz, catalisada pela acetil-CoA carboxilase. Os compostos finais
sdo acidos graxos saturados com16 a 18 carbonos, que se formam através de ciclos da SAG.

A Figura 8 mostra seis etapas do processo de sintese bioldgica de acidos graxos
livres mostrando algumas atividades enzimaticas, para elongacdo da cadeia até formar o acido
palmitico (16 carbonos) (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2006).

Figura 8 - Processo de sintese biologica de acidos graxos livres
b
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Fonte: HUANG et al. (2010)
Etapa 1 — Acetil-CoA-ACP-acetiltransacilase (uma molécula de acetato ¢

transferida de acetil-CoA para o grupo — SH da ACP, em seguida este fragmento de dois
carbonos ¢ transferido para um sitio temporario, o grupo tiol de um residuo de cisteina da
enzima);

Etapa 2 — Malonil-CoA-ACP-transacilase (a ACP, agora livre, aceita uma unidade
de trés carbonos malonato da malonil-CoA);

Etapa 3 - 3-cetoacil-ACP-sintase (o grupo malonil perde o HCOj3™ originalmente
adicionado pela acetil-CoA-carboxilase, facilitando o ataque nucleofilico a ligagdo tioéster
que liga o grupo acetila ao residuo de cisteina; o resultado ¢ um conjunto de quatro carbonos,
unido ao dominio ACP; a perda de energia livre pela descarboxilagdo favorece a reagao);

Etapa 4 - 3-cetoacil-ACP-redutase (o grupo cetona ¢ reduzido a alcool);

Etapa 5 - 3-hidroxiacil-AC-desidratase (uma molécula de dgua ¢ removida para
introduzir uma ligacdo dupla entre os carbonos 2 e 3);

Etapa 6 - Enoil-AC-redutase (a ligacao dupla ¢ reduzida).
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O resultado dessas etapas ¢ a producdo de um composto de quatro carbonos
(butiril), cujos trés carbonos terminais, totalmente saturados, permanecem unidos a ACP.
Essas seis etapas sao repetidas, comeg¢ando com a transferéncia da cadeia butiril do ACP para
a etapa 1. E esse processo ¢ repetido até o acido graxo atingir o comprimento de 16 carbonos.

A sintese de acidos graxos insaturados nas algas acontece da mesma forma que
nas plantas, animais, fungos e bactérias. O alongamento da cadeia e posterior dessaturagao
acontece a partir de adcidos graxos com 18 carbonos (saturados ou ndo) através de alongases e
dessaturases, cujos produtos finais sdo cadeias com 20 a 22 carbonos, variando de acordo com
a espécie de microalga (HUANG et al., 2010; PEREIRA et al., 2012; KIRROLIA; BISHNOI;
SINGH, 2013).

Figura 9 - Elongacao e dessaturacdao da cadeia de carbono de acidos graxos
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Fonte: Adaptado de BELIGON et al. (2016)
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A Figura 9 mostra a rota da biossintese de acidos graxos poli-insaturados que tem
inicio com a enzima A-12 dessaturase, convertendo o acido oleico em acido linoleico (LA),
em seguida a enzima A-15 dessaturase converte o acido linoleico em &cido a-linolénico
(ALA). A partir de ALA, a A-6 dessaturase insere uma ligacdo dupla para produzir o
intermediario C18:4 (6,9,12,15), que ¢ alongado para formar a molécula C20:4 (8, 11, 14, 17).
Uma segunda dessaturacdo mediada pela A-5 dessaturase leva a sintese do acido
eicosapentaendico (EPA), que ¢ finalmente alongado e dessaturado pela A-4 dessaturase,
permitindo a producdo final do 4cido docosa-hexaenoico (DHA). LA € o precursor da série
omega-6. O primeiro LA ¢ dessaturado pela A-6 dessaturase para a produgdo do acido gama-
linolénico (GLA). O GLA ¢ entao alongado e dessaturado pela A-5 dessaturase para formar o
acido araquidonico (ARA). O ARA pode ser alongado também e uma etapa de dessaturagao
mediada pela A-4 dessaturase para produzir dacido docosapentaendico (DPA)

(BELIGON et al., 2016).

2.7. METODOS DE RUPTURA CELULAR

A crescente demanda por produtos intracelulares, como lipidios e acidos graxos,
pelas industrias alimenticias e de biocombustiveis, tem evidenciado a importancia dos
processos de ruptura celular. Porém, ao selecionar a técnica de ruptura celular devem ser
considerados alguns fatores como: tamanho da célula, tolerancia a tensdes de cisalhamento,
necessidade de controle de temperatura, tempo de operacao, rendimento do processo, gasto de
energia, custo e capital de investimento (CRAVOTTO et al, 2008; LEE; LEWIS;
ASHMAN, 2012; MA et al., 2014).

As microalgas podem ser utilizadas para a produg¢do de um grande numero de
compostos bioativos de alto valor agregado. A produgdo comercial de metabdlitos
intracelulares de microalgas requer as seguintes etapas: (1) a produ¢do em larga escala de
biomassa da microalga apropriada; (2) recuperagdo da biomassa a partir de um cultivo
relativamente diluido; (3) extragdo do metabolito a partir da biomassa; e (4) purificacdo do
extrato bruto (GUDE et al., 2013).

Virios métodos sdo usados para a extragdo de lipidios de espécies de microalgas
como maceracdo, extracdo em contracorrente, extragdo em liquido pressurizado, extracao
Soxhlet e extracdo a frio utilizando cloroférmio e metanol. Estas metodologias sdo
reproduziveis e permitem a extragdo rapida desses compostos. Contudo, as microalgas tém

estruturas de parede celulares diferentes que dificultam a extracdo efetiva. No entanto, para
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proporcionar maiores eficiéncias de extracdo lipidica, ¢ interessante associar, como parte
deste processo, métodos eficazes de ruptura da parede celular (BARBA; GRIMI;
VOROBIEV, 2015).

Os métodos de ruptura celular podem ser divididos em quatro categorias, ou seja,
mecanicos, fisicos, quimicos ¢ enzimaticos (Figura 10). Estes métodos podem ser aplicados
individualmente ou em varias combinag¢des. No entanto, dependendo da aplicagdo do produto
final, como no caso dos lipidios extraidos de microalgas, que podem ser utilizados para
alimentacdo humana ou na producdo de biodiesel, faz-se necessario levar em consideragao
parametros como a resisténcia da parede das células, economia do processo, a facilidade de
scale-up e a extensao da contamina¢do do produto lipidico (MA et al., 2014).

Araujo et al. (2013) atribuiram a maior capacidade de extracdo do método de
Bligh e Dyer assistido por ultrassom devido a ruptura da parede celular fornecida pelo
mecanismo de cavitagdo, liberando os lipidios para o meio, aliado a alta seletividade dos

lipidios contidos nas microalgas em relagdo ao sistema cloroférmio-metanol-agua, que possui

carater polar.
Figura 10 - Classificacao dos métodos de ruptura celular
METODOS DE RUPTURA
|
v v
MECANICOS NAO MECANICOS
v
Moinhos de bolas v v v
HOMOGENEIZADOR QUIMICOS FISICOS | ENZIMATICOS
* Alta pressdo Agente quelante | Descompressdo Enzimas liticas
* Alta velocidade Detergente Choque osmoético | Autolise
CAVITACAO Solvente Termolise-
i U@trass'onf ' Alcalis (autoclave)
e Hidrodindmico Fluido Liofilizacdo
Microfluidizador supercritico Micro-ondas

Fonte: Adaptado de LEE; LEWIS; ASHMAN (2012)

Segundo Cravotto et al. (2008), a aplicagdo de técnicas assistidas por ultrassom e
micro-ondas na extracdo de lipidios economizam tempo, volume de solvente, possuem
elevada eficiéncia de extracdo e baixo impacto ambiental, uma vez que o método
convencional por Soxhlet geralmente tem duracdo de horas, enquanto que com micro-ondas
leva-se apenas alguns minutos e utiliza-se (no maximo) 10 vezes menos solvente.

Ma et al. (2014) explicam que ao romper as células em fragmentos menores
através dos pré-tratamentos por micro-ondas e ultrassom, ocorre aumento da area superficial,

promovendo maior interagdo entre particulas celulares e as ondas ultrassOnicas ou micro-
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ondas. Este fato, aliado ao tempo de exposi¢do aos tratamentos, leva ao aumento da taxa de
extragdo lipidica.

No entanto, na obtencao dos lipidios de microalgas, como ja mencionado, existe a
necessidade de romper a parede celular do micro-organismo, visto que estes sdo produzidos
intracelularmente. Um aspecto importante a ser considerado é encontrar técnicas eficientes
que consigam ser aplicadas de maneira mais econdmica possivel e evitando o uso de grandes
quantidades de solvente. Neste contexto, as técnicas de ruptura celular utilizando micro-ondas
e ultrassom foram escolhidas para serem aplicadas na ruptura celular de C. calcitrans visando
a extracdo de lipidios, considerando que apresentam vantagens como a facil aplicagdo, os
menores tempos execucdo, as maiores taxas de extracdo, a menor quantidade de solventes
utilizados e a manutencao da qualidade dos extratos (LEE et al.,, 2010; LEE; LEWIS;
ASHMAN, 2012; MA et al., 2014).

2.7.1. Micro-ondas

A quimica reforcada por micro-ondas baseia-se na eficiéncia de aquecimento de
materiais por aquecimento dielétrico de micro-ondas. Esse fendmeno depende da capacidade
de um material especifico (solvente ou reagente) para absorver energia e converté-lo em calor.
As micro-ondas nao fornecem calor, o que ocorre € que, por meio do processo de ressonancia,
as moléculas de dgua presentes na amostra absorvem as ondas eletromagnéticas. A absor¢ao
de energia pelas particulas faz com que elas se agitem e se friccionem, produzindo calor.
(KAPPE, 2004). As micro-ondas constituem radiagdo eletromagnética ndo ionizante, que
possui frequéncia que varia de 300 a 300.000 MHz e que corresponde a comprimentos de
ondas de 1 mm a 1 m. A regido de micro-ondas situa-se entre a regido de infravermelho e das
ondas de radio no espectro eletromagnético (Figura 11). A maioria dos experimentos de
quimica de micro-ondas relatados ¢ conduzida a 2450 MHz (LEE et al., 2010; MA et al.,
2014). Uma razao ¢ que perto dessa frequéncia, a absor¢do de energia de micro-ondas pela
agua liquida ¢ maxima. A interacdo de materiais dielétricos com micro-ondas leva ao que ¢
geralmente descrito como aquecimento dielétrico devido a uma polarizagdo liquida da

substancia.
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Figura 11 - Localizagdo da regido de micro-ondas no espectro eletromagnético

w1 ot owt o owt owt o1 1w’
- | | | | | | | | [ Comprimento
Ultravioleta Infravermelho Ondas de Radio de onda
(m}
e 1] [
Raios-X Visivel Microondas . )
B Fregiiéncia
- I I | | I I I | | = (HJ’}
w11t 10* 10% 1w ot ot 1wt

Fonte: SANSEVERINO (2002)

O componente elétrico de um campo eletromagnético provoca aquecimento por
dois mecanismos principais: polarizacao dipolar e condugdo i6nica. A irradiacdo na amostra
em frequéncias de micro-ondas resulta nos dipolos ou ions alinhando-se no campo elétrico
aplicado. A medida que o campo do dipolo ou do fon tenta realinhar-se com o campo elétrico
alternado, a energia absorvida ¢ dissipada na forma de calor por friccdo molecular e perda
dielétrica. A quantidade de calor gerada por este processo ¢ diretamente relacionada a
capacidade da matriz de se alinhar a frequéncia do campo aplicado. A principio, quanto maior
for o dipolo, mais intensa deve ser a orientagdo molecular sob a acdo do campo elétrico
(GUDE et al., 2013).

Na técnica de micro-ondas, as células sao rompidas devido a sua exposicdo a
ondas de alta frequéncia que provocam movimentacao das moléculas pela migragao dos ions.
A extragdo assistida por micro-ondas consiste em aquecimento no extrator (principalmente
solventes orgénicos liquidos) em contato com a amostra e com a energia de micro-ondas. Ao
contrario do aquecimento classico, as micro-ondas aquecem toda amostra simultaneamente,
sem aquecer o recipiente. Portanto, a solucdo atinge o seu ponto de ebulicio muito

rapidamente, levando a tempos de extragdo muito curtos (CAMEL, 2000).

2.7.2. Ultrassom

O ultrassom ¢ transmitido através de qualquer substancia, solido, liquido ou gés,
que possua propriedades elasticas. O movimento de um corpo vibratdrio (a fonte sonora) é
comunicado as moléculas do meio, que transmitem o movimento a uma molécula adjacente
antes de retornar a sua posi¢ao original. Em liquidos e gases, a oscilagdo das particulas ocorre

na direcdo da onda e produz ondas longitudinais. Por possuirem elasticidade ao cisalhamento,
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os solidos também podem resistir a tensdes tangenciais e produzir ondas transversais, onde as
particulas se movem normalmente para a direcdo da onda. A agdo provoca uma perturbagao
que percorre o comprimento inteiro por expansao e compressdo. Em um liquido, o ciclo de
expansdao produz pressdo negativa que repele uma molécula da outra. Se a intensidade das
ondas ultrassonicas for alta o suficiente, o ciclo de expansdo pode criar bolhas ou cavidades
no liquido. O processo pelo qual as bolhas se formam, crescem e sofrem colapso implosivo ¢
conhecido como cavitagdo (CASTRO; CAPOTE, 2007).

Tabela 3 - Estudos com micro-ondas e ultrassom no tratamento da biomassa microalgal na
extracao de lipidios.

Microalgas Tratamentos Referéncia
Botryococcus sp., Chlorella vulgaris e Micro-ondas e Lee et al. (2010)
Scenedesmus sp. ultrassom

Micro-ondas e

Chlorella sp. ultrassom Ma et al. (2014)
Botryococcus spp. Ultrassom 2;%615? )n g Cheirsilp
Chlorella minutissima, Chlamydomonas Ultrassom Viswanathan et al.
globosa, Scenedesmus bijuga (2012)

Chlorella. vulgaris Ultrassom Araujo et al. (2013)
Chaetoceros muelleri, Dunaliella salina Ultrassom Gao; Yang; Wang (2013)
Mix de microalgas Ultrassom Chandra et al. (2014)
Chlorella sp. Y8-1 Ultrassom Li; Wu (2015)
Eustigmatophyt, Nannochloropsis sp. Micro-ondas gg?;(;m; Idris; Shaleh
Ankistrodesmus falcatus Kj671624 Micro-ondas Singh et al. (2015)

Segundo Cravoto et al. (2008), o rompimento celular por ultrassom ocorre quando
ondas sonoras, com frequéncia da ordem de 20 kHz, sdo convertidas em vibragdes em um
meio liquido e causam o fenomeno de cavitacdo. Essas vibragdes formam bolhas muito
pequenas que entram em colapso, gerando ondas de choque que circulam pelo meio liquido e
resultam em impacto e aumento da tensdo de cisalhamento, com consequente rompimento da

parede celular, permitindo a liberacdo de lipidios.

2.8. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO BIODIESEL

A utilizacdo de algas para a producdo de biocombustivel vem atraindo interesse de

centros comerciais, laboratérios e institutos de pesquisa, que passaram a desenvolver novas
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tecnologias. A Tabela 4 mostra algumas empresas internacionais que comercializam o
biodiesel de algas.

Tabela 4 - Empresas iniciantes no mercado de comercializagdo de biodiesel de algas.

Empresa Local Referéncia
Algenol Biofuels Florida, EUA www.algenolbiofuels.com
Aquaflow Nelson, Nova Zelandia www.aquaflowgroup.com
Bioalgene Seattle, EUA www.bioalgene .com
Origin Oil. Inc Los Angeles, EUA www.originoil.com
Seambiotic Ltd. Tel Aviv, Israel www.seambiotic.com
Bodega Algae LLC Boston, EUA www.bodegaalgae.com

Fonte: Modificado de CHISTI (2013)

Os padroes de qualidade do biodiesel visam estabelecer parametros que fixam os
teores limites dos contaminantes que ndo venham prejudicar a qualidade das emissdes da
queima, bem como o desempenho, a integridade do motor € a seguranca no transporte e
manuseio. Devem ser monitoradas também possiveis degradagdes do produto durante o
processo de estocagem. Atualmente o padrao de qualidade americano, elaborado pela ASTM
(American Society of Testing and Materials), através da norma ASTM D6751, e o
estabelecido na Unido Europeia, através da norma EN 14214 do Comité Europeu de
Normalizagao (Comité Européen de Normalisation - CEN), figuram como os mais conhecidos

e sdo geralmente usados como referéncia ou base para outros padrdes (Tabela 5).

Tabela 5 - Limites estabelecidos pelos padroes ASTM, EN e ANP para comercializagao do

biodiesel.
Norma p (kg m?) T (mm?s?) AH MJkg") CN Ilzgllcz el((i)%l;.?)o
ASTM D6751 - 1,6 — 6,0 - Min 47 -
EM 14213 860 — 900 3,5-5,0 Min 35 - Max 130
EM 14214 860 — 900 3,5-5,0 - Min 51 Max 120
ANP 255/2003 -- -- -- Min 45 -

p:massa especifica;V: viscosidade cinematica;AH calor de combustio; CN ntimero de cetano

Fonte: Adaptado de Duarte; Maugeri (2014)

2.8.1. Massa especifica

A massa especifica do biodiesel estd diretamente ligada com a estrutura das suas
moléculas. Quanto maior o comprimento da cadeia carbonica dos alquil ésteres, maior sera a

massa especifica. No entanto, este valor decrescerd quanto maior for o nimero de
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insaturagdes presentes na molécula. A presenga de impurezas também poderd influenciar na
massa especifica do biodiesel como, por exemplo, o alcool ou substiancias adulterantes

(LOBO; FERREIRA, 2009).

2.8.2. Viscosidade cinematica a 40°C

A viscosidade do biodiesel aumenta com o comprimento da cadeia carbOnica e
com o grau de saturacdo, tem influéncia no processo de queima na camara de combustao do
motor (KNOTHE, 2005). Alta viscosidade ocasiona heterogeneidade na combustio do
biodiesel, devido a diminuicdo da eficiéncia de atomizacdo na camara de combustao,
ocasionando a deposi¢cdo de residuos nas partes internas do motor. Os sabodes residuais, bem
como os acilglicer6is ndo reagidos (mono, di e triacilglicerois) e os produtos da degradacao
oxidativa do biodiesel, aumentam a viscosidade do biodiesel. Estes contaminantes podem,
portanto, ser monitorados indiretamente através da determinacdo da viscosidade cinematica a
40°C, que expressa a resisténcia oferecida pelo biodiesel ao escoamento. Seu controle visa
garantir um funcionamento adequado dos sistemas de injecao € bombas de combustivel, além
de preservar as caracteristicas de lubricidade do biodiesel (LOBO; FERREIRA, 2009). A
norma EN 14214 (método analitico EN ISO 3104) estabelece um intervalo aceitavel de
viscosidade de 3,5 a 5,0 mm? s}, enquanto a norma ASTM D 6751 (método analitico D 445)

permite um intervalo um pouco mais amplo, de 1,6 a 6,0 mm?® s

2.8.3. Indice de iodo

O numero de insaturagdes ndo tem apenas efeito nos valores de densidade e de
viscosidade do biodiesel, mas também ¢ de grande importancia na sua estabilidade oxidativa
(FRANCISCO et al., 2010). Através da determinacdo do indice de iodo, conforme o método
analitico da Norma Europeia (EN ISO 1411), € possivel determinar o nimero de insaturagdes.
O método baseia-se no tratamento da amostra com halogénios em excesso, que se adicionardo
as duplas ligagdes. Os halogénios ndo reagidos sdo entdo titulados como tiossulfato de sodio e
o resultado expresso como gramas de iodo que reagem com as insaturagdes em 100 g de
amostra. O valor maximo aceito na norma EN 14214 ¢é de 120 g 1> 100 g™', e para a EN 14213
¢de 130 g1> 100 g™
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2.8.4. Numero de cetano

O mimero de cetano ¢ indicativo do tempo de atraso na igni¢cdo de combustiveis
para motores de ciclo diesel, refletindo a qualidade da ignicdo do combustivel. Quanto maior
o numero de cetano mais curto sera o tempo de igni¢do, sendo que de acordo com
Wadumesthrige et al. (2008) o nimero de cetano apresenta relagdo inversa ao retardo da
igni¢do. O nimero de cetano aumenta com o comprimento da cadeia carbOnica nao
ramificada. Desta forma, o hexadecano (cetano) ¢ estabelecido como padrdo de valor 100 na
escala de cetano, enquanto que para o 2,2,4,4,6,8,8-heptametilnonano ¢ atribuido o valor 15.
(LOBO; FERREIRA, 2009).

Comparado com o diesel fossil, o biodiesel apresenta maiores valores de niumero
de cetano. Na Europa, tanto para o diesel como para o biodiesel, o nimero de cetano minimo
aceitavel ¢ fixado em 51 (método EN ISO 5165). No padrao de qualidade americano, o
namero de cetano para o diesel ¢ 40, enquanto que para o biodiesel ¢ estabelecido 47 (método
D 613) (LOBO; FERREIRA, 2009; WADUMESTHRIGE et al., 2008;). Na norma brasileira
nao ha um valor minimo estabelecido de nimero de cetano para o biodiesel, sendo solicitado

o registro do valor medido.

2.8.5. Poder calorifico ou calor de combustao

O poder calorifico determina a quantidade de energia que esta disponivel no
combustivel e que ¢ liberada na camara de combustdao, mediante reagdo quimica. Quanto
maior o poder calorifico maior ¢ a energia do combustivel. O poder calorifico divide-se em
poder calorifico inferior (PCI) e poder calorifico superior (PCS). A agua formada no PCI
encontra-se em forma de vapor, enquanto que no PCS, a 4gua encontra-se na fase liquida. A
diferenca em valores entre os dois resume-se a quantidade de calor necessaria para evaporar a
agua contida nos gases de exaustdo. Tanto o PCS quanto o PCI sdo obtidos mediante
calorimetria. Ao se comparar o poder calorifico do diesel mineral com o do biodiesel, quanto
menor for o poder calorifico do combustivel maior sera seu consumo para liberar a mesma
energia. Esses cédlculos sdo importantes para determinar o consumo previsto do biodiesel

(ZUNIGA et al.,, 2011).
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2.8.6. Estudos relacionados as propriedades fisico-quimicas do biodiesel a partir de

microalgas

Francisco et al. (2010) avaliaram as microalgas Aphanothece microscopica
Nageli, Chlorella vulgaris, Dunaliella tertiolecta, Phaeodactylum tricornutum, Phormidium
sp. € Scenedesmus obliqguus como matéria-prima para a produgdo de biodiesel. Dentre os
parametros de qualidade dos biocombustiveis estudados estavam indice de saponificagdo,
grau de insaturacdes, numero de cetanos, indice de iodo, entre outros, assim como
determinaram o perfil de acidos graxos. Dentre as microalgas estudadas, Chlorella vulgaris
foi a microalga com maior potencial, produzindo biodiesel com as seguintes caracteristicas de
qualidade: ntimero de cetano de 56,7, indice de iodo de 65,0 g I 100 g”!, grau de insaturagio
de 74,1%. Todos esses pardmetros encontraram-se dentro dos limites estabelecidos pelo
padrao dos EUA (ASTM 6751), padrao europeu (EN 14214) e Norma da Agéncia Nacional
do Petroleo Brasileiro (ANP 255).

Indhumathi, Shabudeen e Shoba (2014) calcularam os parametros de qualidade do
biodiesel para a microalga Chlorella vulgaris e encontraram valores para nimero de cetano de

44, viscosidade cinematica de 9,1 mm? s™!, ponto de fulgor de 81°C e densidade de 860 kg m’.

2.9. CONSIDERACOES FINAIS

Diante das informagdes expostas na revisao bibliografica, ¢ importante colocar
que sdao poucos os trabalhos que investigam a microalga C. calcitrans para a produgdo de
lipidios. Muitos estudos relatam como caracteristicas das diatomaceas estas possuirem a
parede celular impregnada de silica, porém ndo ha na literatura estudos especificos avaliando
a influéncia do silicato de s6dio no crescimento celular e acumulo de lipidios por este micro-
organismo.

No geral, o que se percebe nas diversas pesquisas sobre microalgas ¢ que
diferentes espécies possuem diferentes requerimentos nutricionais para produgdo de
determinado metabdlito, como lipidios, por exemplo, sendo que o presente trabalho apresenta
uma gama de informagdes que pode auxiliar na produgdo de lipidios pela microalga
C. calcitrans.

E relevante, portanto, destacar a importante contribuicdo deste trabalho, com
relacdo as diversas condicdes de cultivo testadas para C. calcitrans, como diferentes

concentragdes de glicerol residual, silicato de sddio, nitrato de sddio, temperatura e ciclos de
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fotoperiodo, com o objetivo de estabelecer qual condicdo de cultivo que proporciona maior
acamulo lipidico. Além disso, este trabalho proporciona o conhecimento de como ocorre esse
acamulo lipidico ao longo do tempo de cultivo, mostrando informagdes pertinentes as
mudangas ocorridas no perfil de 4cidos graxos, ndo s6 em termos de propor¢des, mas também,
com relagdo a maior producdo de um determinado grupo de acidos gaxos em dado tempo de
cultivo, aspectos ainda pouco explorados na literatura, para microalgas em particular.

Outro ponto importante deste estudo € com relacdo as predicdes das propriedades
do biodiesel, uma vez que apenas com dados relativos ao perfil de acidos graxos € possivel

fazer consideragdes a respeito da qualidade do biodiesel a ser produzido.
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ARTIGO 1
PRODUCAO DE LIPIDIOS PELA MICROALGA Chaetoceros calcitrans EM CULTIVO
MIXOTROFICO: EFEITOS DE PARAMETROS DE CULTIVO
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RESUMO

As microalgas sdo organismos fotossintetizantes capazes de produzirem determinados
compostos de interesse, como lipidios, sendo esta produgdo resultado da interacdo de fatores
biologicos, quimicos e fisicos. A microalga Chaetoceros calcitrans, pertencente a classe
Bacillariophyceae, ¢ amplamente empregada na alimentacao de larvas de crustaceos marinhos
e tem mostrado potencial para a obtencao de lipidios e acidos graxos. O objetivo do trabalho
foi estabelecer as melhores condi¢cdes para o acimulo de lipidios pela microalga C. calcitrans
estudando parametros como temperatura (20, 25 e 30°C), ciclos de fotoperiodo 12C:12E h e
24C:0E h (Claro:Escuro), concentracdo de glicerol residual GR (0, 3,37 e 5,61 g L), silicato
de sodio (0,02; 0,08 e 0,14 g L) e nitrato de sédio (0,0001; 0,0002; 0,0005 ¢ 0,001 g L!). Os
experimentos foram conduzidos em uma estufa com fotoperiodo, com irradidncia de 3000 Ix
(40,5 pmol m? s), aeracdo constante de 0,2 L min'' e concentracio inicial de biomassa de
0,55 g L'!. Ao término dos cultivos a biomassa foi recuperada por centrifugacio e seca em
estufa a 40°C e o conteudo lipidico foi quantificado utilizando o método de Bligh e Dyer. Os
resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste Tukey a 95% de
confianca (p<0,05). C. calcitrans foi capaz de produzir lipidios em quantidades significativas
em diversas condi¢des de cultivo. Os cultivos mixotroficos proporcionaram aumento no
conteudo lipidico independente da condicdo de temperatura e ciclo de fotoperiodo utilizado,
quando comparado aos cultivos autotréficos. O ciclo de fotoperiodo 24C:0E h proporcionou
maior acimulo de lipidios na concentragio de 3,37 g L' de GR (45,1 £ 1,9%), enquanto que
para o ciclo de fotoperiodo 12C:12E h, maior conteudo lipidico foi obtido na concentragcdao de
5,61 gL' de GR (38,1 +2,3%), ambos a 30°C. Para a biomassa na mesma temperatura e ciclo
de fotoperiodo de 24C:0E h, houve maior crescimento celular em ambas concentragdes,
3,37gL'e 5,61 gL' de GR, com 1,59 £0,25 g L' e 1,48 0,25 g L"!, respectivamente. A
concentragio de 0,08 g L! de silicato de sédio, 0,0002 g L™ de nitrato de sédio, 3,37 g L' de
GR e ciclo de fotoperiodo 24C:0E h proporcionaram maior acumulo lipidico (45,1 + 1,9%), e
1,55+ 0,23 g L' de biomassa. Para o ciclo de fotoperiodo de 12C:12 E h, 5,61 gL' de GR e
0,14 g L' de silicato de sédio, os maiores conteudos lipidicos foram obtidos nas
concentragdes de 0,0001 g L' e 0,0002 g L' de nitrato de sodio (40,6 2,4 % e 35,6 = 0,7%,
respectivamente).

Palavras-chave: Diatomaceas. Parametros de cultivo. Lipidios microbianos. Glicerol residual.
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ABSTRACT

Lipid production by microalga chaetoceros calcitrans in mixotrophic cultivation: effects
of parameters cultivation

Microalgae are photosynthetic organisms capable of producing certain compounds of interest,
such as lipids, and this production is the result of the interaction of biological, chemical and
physical factors. Chaetoceros calcitrans belongs to the class of Bacillariophyceae and is
widely used in marine larvae crustaceans feeding, showing potential for the obtaining lipids
and fatty acids. The aim of this work was to establish the best conditions for the accumulation
of lipids by C. calcitrans by studying parameters such as temperature (20, 25 and 30°C),
photoperiod regimes 24L:0D h and 12L:12D h (Light:Dark), concentration of crude
glycerol CG (0, 3.37 and 5.61 g L!), sodium silicate (0.02, 0.08 and 0.14 g.L'") and sodium
nitrate (0.0001, 0.0002, 0.0005 e 0.001 g L). The experiments were performed in an
incubator with photoperiod, with irradiance of 3,000 Ix (40.5 umol m? s!), constant aeration
of 0.2 L min ! and initial biomass concentration of 0.55 g L!. At the end of cultivations, the
biomass was recovered by centrifugation and dried at 40°C and the lipid content was
quantified using the Bligh and Dyer method. The results were submitted to analysis of
variance (ANOVA) and Tukey test at 95% confidence level (p<0.05). C. calcitrans was able
to produce lipids in significant amounts under various culture conditions. The mixotrophic
cultures provided an increase in lipid content independent of the temperature and photoperiod
regimes used when compared to autotrophic cultures. The photoperiod regime 24C:0E h
provided higher lipid content in the concentration of 3.37g L' CG (45.1 + 1.9%), whereas for
the 12C:12E photoperiod regime, higher lipid content was obtained in the concentration of
5.61 gL' CG (38.1 £ 2.3%), both at 30°C. For the biomass, at the same temperature and with
the photoperiod regime of 24C:0E h, there was higher cell growth in both concentrations,
3.37gL'and 5.61 gL' of CG, with 1.59 £0.25 g L' and 1.48 + 0.25 g L', respectively. The
concentration of 0.08 g L' sodium silicate, 0.0002 g L' sodium nitrate, 3.37 g L' CG and
24C:0E photoperiod regime provided greater lipid accumulation (45.1 + 1.9%), and
1.55+0.23 g L' biomass. For the 12C:12E photoperiod regime, 5.61 g L' of GR and
0.14 g L' of sodium silicate, the highest lipid amounts were obtained at the concentrations of
0.0001 g L' and 0.0002 g L' sodium nitrate (40.6 + 2.4% and 35.6 £ 0.7%, respectively).

Keywords: Diatom. Cultivation parameters. Microbial lipids. Crude glycerol.
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1. INTRODUCAO

As microalgas sdo organismos fotossintetizantes capazes de produzir diversos
compostos de interesse comercial. A capacidade de transformar o carbono inorganico em
carbono organico através de seu metabolismo torna o cultivo de microalgas interessante em
processos biotecnologicos, diminuindo os custos com substratos. As microalgas possuem a
caracteristica de se adaptarem as condigdes ambientais e fisicas a que sdo submetidas, tais
como temperatura, iluminancia, ciclo de fotoperiodo, aeracao, concentracdo de nutrientes no
meio de cultivo como carbono, nitrogénio, sais de silicatos, entre outros. Uma vez
estabelecidos estes parametros, se pode direcionar o metabolismo para a obtencdo de um
determinado produto de interesse, como lipidios (LIN; WU, 2015; WAHIDIN; IDRIS;
SHALEH, 2013; HEMALATHA; KARTHIKEY AN; MANIMARAN, 2012).

Virios estudos tém tido foco na utilizacdo de fonte de carbono orginico na
producdo de lipidios em cultivos mixotréficos, uma vez que estes proporcionam o aumento da
producdo de compostos de interesses como lipidios, proteinas e carboidratos por parte destes
micro-organismos. Logo, a utilizacdo de subprodutos, como o glicerol excedente da producao
de biodiesel, pode ser interessante (CERON-GARCTA et al., 2013; FOO et al., 2015). O
glicerol residual gerado na sintese de biodiesel, para a comercializagdao, necessita passar por
processos de purificagdo, o que proporciona aumento nos custos para sua obtencao na forma
pura. Como opcao frente a essa alternativa de aproveitamento do excedente de glicerol, tem-
se sua utilizacdo como substrato em cultivos microalgais, visto que as microalgas conseguem
assimilar o glicerol na sua forma ndo purificada para produzir metabolitos de interesse, como
lipidios (CERON-GARCIA et al., 2013). Dentre diversas microalgas capazes de assimilar
glicerol como fonte de carbono, Chaetoceros calcitrans, em estudos realizados por este grupo
de trabalho, mostrou-se capaz de utilizar o glicerol residual como fonte de carbono e produzir
biomassa com altas porcentagens de lipidios em diferentes concentragdes deste substrato,
atingindo em torno de 41,9% e 40,8% de lipidios (NOGUEIRA, 2013).

Outras fontes de nutrientes, como o nitrogénio e o silicato, tém sido investigadas.
A fonte de nitrogénio € essencial para o crescimento de todas as algas e o estresse causado
pela privacdo de nitrogénio pode resultar na reducdo do crescimento celular e aumento do
conteudo lipidico em varias espécies de microalgas (CHEN et al.; 2011; PRAVEENKUMAR
et al.; 2012; HUANG et al. 2013; GAO; YANG; WANG, 2013). Os sais de silicato, em
particular para as diatomdceas, ¢ utilizado para sintetizar suas frustulas (HEMALATHA;

KARTHIKEYAN; MANIMARAN, 2012).
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Fatores externos, como temperatura, intensidade da luz e fotoperiodo, sdo
parametros que causam o estresse fisico, podendo desempenhar papel significativo no
metabolismo das microalgas, especificamente na sintese de lipidios (JUNEJA; CEBALLOS;
MURTHY, 2013). A temperatura ¢ importante fator no cultivo de microalgas e pode
influenciar fortemente a composicdo em lipidios, a absor¢do de nutrientes, a fixagdo de
carbono e as taxas de crescimento (SUBHASH et al, 2014). A intensidade da luz ¢ o
fotoperiodo (claro e escuro) determinam a taxa de crescimento microalgal, pois necessitam de
luz como fonte de energia para sintetizar o protoplasma celular. Para tal, utilizam a luz até o
limite de saturacdo, no entanto quando sdo expostas acima do limite de saturacdo da luz, as
microalgas ndo conseguem absorver a luz excedente (PARMAR et al., 2011). A intensidade
da luz varia com a profundidade e densidade da cultura de microalgas. Se as microalgas sao
cultivadas em maior profundidade e altas concentracdes celulares, a intensidade luz deve ser
aumentada para penetrar através da cultura (WAHIDIN; IDRIS; SHALEH, 2013).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi estabelecer as melhores condi¢des
para a producdo de lipidios pela diatomacea Chaetoceros calcitrans, como temperatura, ciclo
de fotoperiodo, concentracdo de glicerol residual (GR), concentracao de silicato de sodio e

concentragao de nitrato de sodio.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. MICROALGA

Nos experimentos foi utilizada a microalga marinha C. calcitrans, cedida pelo
Laboratério de Biologia Marinha e Biomonitoramento (LABIOMAR) da Universidade
Federal da Bahia - UFBA (Salvador, Bahia).

2.2. GLICEROL RESIDUAL

O GR (82,09% de pureza) foi fornecido pela empresa BS BIOS Industria e

Comércio de Biodiesel Sul Brasil S/A, localizada em Passo Fundo/RS, sendo o coproduto da

transesterificacdo de 6leo de soja e metanol em catalise alcalina.
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2.3. AGUA MARINHA

A é4gua marinha foi coletada na Estacdo Marinha de Aquicultura (EMA - FURG),
localizada no Balnedrio Cassino (Rio Grande - RS). Antes de ser adicionada ao meio de
cultivo, a agua foi filtrada e a salinidade foi ajustada em 28 ups (unidades por salinidade),

utilizando salindmetro manual (Biobrix, Modelo 211, Brasil).

2.4, PREPARO DO INOCULO

Para o preparo do inoculo foi utilizado o meio Conway (WALNE, 1966),
constituido por 4gua marinha natural com salinidade ajustada em 28 ups acrescida de solu¢do
principal (2 mL L), solucdo de silicatos (2 mL L) e solug¢do de vitaminas (0,1 mL L™).

A solugdo principal foi preparada com os seguintes componentes (g L)
45 C1oH1408Na2.2H>0O; 33,6 H3BOs3; 100 NaNOs; 0,36 MnCL.4H>O; 1,3 FeCls.6H2O;
20 NaHPO4.2H20; e 1 mL de solugdo tracos de metais contendo (g L) 21 ZnCl,
20 CoCl.6H20, 9 (NH4)sM07024.4H>0 e 20 CuSO4.5H>0.

A solucio de silicatos foi preparada com o seguinte componente (g L)
40 Na>0SiO2.nH>0.

A solugdo de vitaminas foi preparada com os seguintes componentes (g L)
0,05 Vitamina B> e 1 Vitamina B;.

No preparo do in6culo, a microalga Chaetoceros calcitrans foi cultivada em
frascos Elenmeyer de 1 L, contendo 900 mL do meio Conway (WALNE, 1966), utilizando
agua marinha com ajuste de salinidade de 28 ups. Os frascos foram dispostos em uma estufa
com fotoperiodo (Eletrolab EL-202, Brasil) no ciclo 24C:0E h (Claro:Escuro), a iluminagdo
foi proporcionada por lampadas fluorescentes do tipo luz do dia, com irradiancia de 3000 Ix
(40,5 umol m? s!), sendo realizada a injecdo direta e constante de ar atmosférico na vazio de
0,2 L min”', através de um sistema de bomba do tipo aquario e filtro de 1a de vidro para
manter a esterilidade do ar. A temperatura foi mantida em 24 + 1°C. O cultivo foi
interrompido quando a concentragdo de biomassa atingiu 0,55 g L', conforme estabelecido

por Nogueira (2013).
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3. CULTIVO NOS FOTOBIORREATORES
3.1. INOCULO

O volume de indculo adicionado correspondeu a 10% do volume de meio estéril

(SOARES, 2010), utilizando meio Conway no seu preparo.

3.2. CONDICOES DE CULTIVO

O micro-organismo foi mantido em frascos Erlenmeyer de 1 L, contendo 900 mL
do meio Conway (WALNE, 1966), com modificagdes, utilizando agua marinha com ajuste de
salinidade em 28 ups, adicionado de GR. Os frascos foram dispostos em uma estufa com
fotoperiodo (Eletrolab EL-202, Brasil), a iluminagdo foi proporcionada por lampadas
fluorescentes do tipo luz do dia, com irradidncia de 3000 Ix (40,5 pmol m? sv), sendo

I através de

realizada a inje¢do direta e constante de ar atmosférico na vazao de 0,2 L min -
um sistema de bomba do tipo aquario e filtro de 1a de vidro para manter a esterilidade do ar. A
concentragio inicial de biomassa para a microalga C. calcitrans foi de 0,55 g L', conforme
estabelecido por Nogueira (2013).

Como variaveis do cultivo de C. calcitrans, foram estudadas a concentracao de
GR (0 g L', correspondente ao ensaio controle, 3,37 e 5,61 g L"), conforme estabelecido por
Nogueira (2013); temperatura (20, 25 e 30°C); ciclo de fotoperiodo (24C:0E h e 12C:12E h);
concentragdo de silicatos (0,02; 0,08 e 0,14 g L'); e concentracdo de nitrato de sdédio
(0,0001; 0,0002; 0,0005 e 0,001 g L.

Os experimentos foram conduzidos em triplicata e aliquotas dos cultivos foram
retiradas a cada 24 h e centrifugadas a 13.000 x g por 15 min (Eppendorf, modelo 5804-R,
Alemanha). O sedimento foi lavado, novamente centrifugado e ressuspendido, para leitura da
absorvancia.

A avaliacdo do crescimento celular nos cultivos foi realizada a partir da
determinagio da biomassa maxima (Xmax, g L) e biomassa final (Xfina, g L'). A biomassa
maxima compreende o valor maximo de biomassa obtido no experimento, expressa como
massa seca por volume, enquanto que a biomassa final corresponde a biomassa no término do
cultivo, expressa da mesma forma.

A produtividade corresponde a quantidade de biomassa produzida em um

determinado intervalo de tempo, tendo sido calculada a produtividade de biomassa maxima
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(Pmax, em g L' h'!) e produtividade de biomassa final (Psna, em g L' h'), considerando,

respectivamente, as biomassas maxima e final e os tempos de cultivos correspondentes.

3.3. OBTENCAO DA BIOMASSA MICROALGAL

Ao término dos experimentos (10 dias), a biomassa obtida passou por uma etapa
de separagdo (biomassa/meio de cultivo), sendo centrifugada a 18.800 x g por 15 min
(Hitachi, modelo CR22GIII, Japao), em seguida a célula foi lavada e novamente centrifugada
a 18.800 x g por 15 min. Posteriormente a biomassa obtida foi seca em estufa de recirculacao

de ar a 40°C até massa constante.

4. DETERMINACOES ANALITICAS
4.1. CONCENTRACAO DE BIOMASSA

A concentragdo de biomassa foi estimada por medida da absorvancia a 680 nm em
espectrofotometro (Biospectro, modelo SP-220, China), e posterior conversao a concentragao
-1 . ~ . , . N
(g L") por uma curva de calibracdo previamente construida que relaciona a absorvancia e a

massa seca de biomassa (COSTA et al., 2002).

4. QUANTIFICACAO DO CONTEUDO LIP{DICO

Os lipidios extraidos foram quantificados conforme Bligh e Dyer (1959),
utilizando as quantidades sugeridas por Manirakiza, Covaci e Schepens (2001).

Inicialmente foi tomada uma massa de 0,3 g da biomassa microalgal, previamente
seca ¢ moida, colocada em um tubo de vidro com tampa, e adicionado 5 mL de HCI 2 M,
digerindo em banho-maria a 80°C durante 1 h. A seguir, resfriou-se o tubo em banho de gelo.
A amostra foi centrifugada a 13.000 x g por 20 min (Eppendorf, modelo 5804-R, Alemanha),
em seguida foi retirado o excesso de acido e adicionado 4 mL de metanol, seguido de agitacao
em vortex. Foram feitas duas adi¢des sucessivas de 2 mL de cloroférmio seguidas de 2 min de
agitacdo, posteriormente foram adicionados 3,6 mL de dgua destilada seguido de agita¢do por
2 min, centrifugando a 13.000 x g por 10 min. Apos centrifugacdo foi formado um sistema
trifdsico, composto de uma fase inferior liquida (cloroférmio), um soélido interfacial
(biomassa) e uma fase liquida superior (metanol e 4gua). A fase inferior foi retirada utilizando

uma pipeta de Pasteur, e transferida para um baldo de fundo chato. Foi realizada nova re-
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extracdo a fim de potencializar a extragdo dos lipidios totais da biomassa. Adicionou-se 4 mL
da solugdo 10% metanol:cloroférmio a biomassa que estava contida no tubo de centrifuga,
agitando a mistura no vortex e centrifugando a 13.000 x g por 10 min. O segundo extrato foi
obtido, juntando-o ao primeiro extrato.

Transferiu-se o extrato (lipidio dissolvido em cloroférmio) para um baldo,
previamente seco e pesado. Evaporou-se o excesso de solvente em evaporador rotatdrio a
75°C e 40 rpm. Ao final, secou-se o baldo em estufa com recirculagdo de ar a 50°C (Quimis,
modelo Q314M242, Brasil) até atingir massa constante, obtendo-se o conteudo lipidico
presente em cada uma das biomassas avaliadas. Através das Equacdes 2 e 3, foi possivel
quantificar o contetido lipidico e os lipidios totais.

massa Balao+upidios(g) —massa g, ()

Contetudo Lipidico (%) = x100 (2)
massa Biomassa (g)

Contetido Lipidico(% ) x Biomassa ,, (g L")
100

Lipidios Totais (g L") = 3)

5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e Teste de
Tukey a 95 % de confianga (p<0,05), ou Teste t a 95 % de confianca (p<0,05), conforme a
comparacao realizada entre as diferentes condicdes experimentais testadas. Para tal, foi

utilizado o software Statistica 5.0 (Stat Soft Inc., EUA).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para todos os cultivos realizados foram obtidos dados relativos a biomassa
maxima, biomassa final, produtividade de biomassa maxima e final, contetido lipidico e
lipidios totais. Estes resultados sdo mostrados nos Apéndices B, C, D, E, F, G, H e L
Entretanto, para fins de comparagdo das diferentes condi¢des de cultivo testadas, enfatizou-se

a influéncia sobre a biomassa final e o conteudo lipidico.
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6.1. INFLUENCIA DAS CONDICOES DE CULTIVO NO ACUMULO DE
LIPIDIOS E BIOMASSA PELA MICROALGA C. calcitrans

6.1.1. Influéncia da concentracgao de glicerol residual

De maneira geral ao observar a Figura 1, verifica-se que os cultivos mixotroficos
proporcionaram aumento no conteido lipidico independente da condigdo de temperatura e
ciclo de fotoperiodo utilizado, quando comparado aos cultivos autotréficos. Para a biomassa
final mesmo comportamento foi verificado, com exce¢do da condi¢do que utiliza temperatura
de 25°C e ciclo de fotoperiodo 24C:0E (Figura 1D), em que ndo ocorreu diferencas
significativas com a adicdo de GR no meio de cultivo.

Figura 1 - Conteudo lipidico e concentra¢do de biomassa final de C. calcitrans em diferentes
condig¢des de cultivo | 0 g L' GR; 73,37 g L' GR; 55,61 g L' GR
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*Letras minusculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p=>0,05) entre as concentracoes de
glicerol residual para temperatura e ciclo de fotoperiodo fixos.

*Letras maitisculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre as temperaturas para
ciclo de fotoperiodo e concentracao de glicerol residual fixos.

*Letras gregas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p=>0,05) entre os ciclos de fotoperiodo para
temperatura e concentra¢do de glicerol residual fixas.

Com relacdo aos dados relativos ao ciclo de fotoperiodo de 12C:12E h

(Figura 1A), verificou-se que a adigdo de GR (0 g L' a 5,61 g L) proporcionou aumento na
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producao de lipidios independente da temperatura utilizada. A 20°C passou de 17,7 + 2,8%
(sem adi¢do de GR) para 32,9 + 1,5% (5,61 g L'! de GR). Para a biomassa final (Figura 1C),
verificou-se uma maior producdo na concentragio de 5,61 g L' de GR, com 1,19 £ 0,33 g L.
No cultivo utilizando a temperatura de 25°C (Figura 1A), o conteudo lipidico
passou de 19,3 £ 0,9% para 32,1 £ 2,5% quando 5,61 g L' de GR foi adicionado, sendo que a
adi¢do de GR na concentragio de 3,37 g L'! ndo contribuiu para o aumento do teor de lipidios,
nao diferindo estatisticamente (p=>0,05) do controle. Na Figura 1C, pode ser observado que a
adi¢do de GR (5,61 g L) ocasionou aumento significativo na biomassa em relagdo ao cultivo
autotrofico, obtendo-se 0,71 0,11 g L.
No cultivo realizado a 30°C, para o contetido lipidico, a adigao da fonte organica
de carbono aumentou o conteudo lipidio em cerca de 6 vezes, passando de 6,0 = 1,2%
(controle) para 38,1 +2,3% (5,61 g L' GR), niio havendo diferencas significativas (p>0,05)
entre as concentragdes de 3,37 g L' e 5,61 g L'! de GR. Quanto a biomassa, as mesmas
diferiram entre si, alcangando 0,78 = 0,07 g L! na maior concentragio de GR (Figura 1C).
Estudos mostram que a adicdo de fontes alternativas de carbono organico
contribui para o aumento das taxas de crescimento microalgal, assim como contribui para a
producdo de lipidios. No estudo realizado por Heredia-Arroyo, Wei e Hu (2010), utilizando
glicose como fonte de carbono nos experimentos com a microalga Chlorella protothecoides,
verificaram que os cultivos autotrofico e mixotrofico nao mostraram diferengas significativas
para a produgdo lipidica, com aproximadamente 23%, no entanto para a biomassa o cultivo
mixotréfico proporcionou aumento, alcancando 4,5 g L, e para o cultivo autotrofico a
biomassa foi de aproximadamente 1 g L'\, Ao utilizarem o glicerol como fonte de carbono,
obtiveram 17,5 + 4,98% de contetido lipidico e 2,33 + 0,93 g L' de biomassa. Em outro
estudo, Heredia-Arroyo et al. (2011), ao utilizar a microalga Chlorella vulgaris em cultivo
mixotréfico com glicose, obtiveram 15,43 + 8,32% de lipidios e 4,85 + 1,16 g L' de
biomassa, e com glicerol alcancaram 40,10 + 22,06% de lipidios e 1,17 + 1,34 g L' de
biomassa. Ambos os trabalhos utilizaram o tempo de cultivo de 72 h e temperatura de 26°C.
Para o ciclo de fotoperiodo 24C:0E h (Figura 1B), verificou-se a 20°C que o
acréscimo de GR no cultivo elevou o conteudo lipidico, de 25,9 + 1,3% (0 g L' de GR) para
40,2 + 0,7% (5,61 g L' de GR), entretanto a 25°C ndo houve diferencas significativas
(p>0,05) entre as concentra¢des de 3,37 g L' e 5,61 g L'! de GR, enquanto que a 30°C o
maior contetdo lipidico (45,1 + 1,9%) foi obtido na concentragio de 3,37 g L' de GR, que
diferiu estatisticamente (p<0,05) de 0 g L' e 5,61 g L. Lin e Wu (2015) cultivaram a

microalga Chlorella sp. Y8-1 durante 14 dias, a temperatura de 30°C, ciclo de fotoperiodo
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24C:0E h, utilizando meio Conway modificado em cultivo autotro6fico e mixotrofico (a fonte
de carbono foi glicerol), e obtiveram aumento em torno de 50% no contetdo lipidico com a
adi¢do de 1 g L' de glicerol.

Ainda para esta condi¢ao de ciclo de fotoperiodo verificou-se que houve aumento
da concentracdo de biomassa com a adi¢do de GR nas temperaturas de 20 e 30°C, nao
havendo diferencas significativas entre 3,37 g L' e 5,61 g L'! de GR (Figura 1D), mas este
comportamento nao foi observado a 25°C, em que ndo foram observadas diferencas
significativas entre as concentracoes de GR utilizadas, incluindo o cultivo autotrofico.

Entretanto, o efeito do aumento de GR de 3,37 g L! para 5,61 g L' também ¢
dependente da temperatura e ciclo de fotoperiodo, e isso pode-ser observado na Figura 1A e
1C, em que a concentracdo de 5,61 g L' de GR proporcionou, na maioria dos casos, maior
conteudo lipidico, em todas as temperaturas, sendo que a 30°C este conteudo ndo diferiu do
obtido na concentragdo de 3,37 g L' de GR. A maior producio de biomassa foi obtida na
concentragio de 5,61 g L'! de GR e temperatuar de 20°C. Para a concentragio de 3,37 g L' de
GR, o maior aporte lipidico e biomassa foram favorecidos a 30°C, no ciclo de fotoperiodo
24C:0E, sendo que a biomassa ndo sofreu mudangas quando comparada a concentragdao de
3,37 g L'! de GR. Com base nos resultados acima expostos, pode-se afirmar que, de forma
geral, a adicao de GR impactou positivamente o contetido lipidico e o crescimento celular de

C. calcitrans ao comparar-se com o cultivo autotréfico (sem a adicdo de GR).

6.1.2. Influéncia da temperatura

Observando-se os dados relativos ao ciclo de fotoperiodo 12C:12E h (Figura 1A),
para o cultivo autotréfico (sem adicdo de GR), o aumento da temperatura para 30°C levou a
redugdo do contetdo lipidico para 6,0 + 1,2%, enquanto que para 25°C alcangou 19,3 + 0,9%,
ndo diferindo (p>0,05) da temperatura de 20°C. A partir da adicdo de GR, independente da
concentragdo, observa-se que para a temperatura de 30°C ocorreu maior produgdo de lipidios.
Da mesma forma, observando o ciclo 24C:0E h (Figura 1B) para uma dada concentracao de
GR, verificou-se que no controle o aumento da temperatura de 20°C para 25°C e 30°C
ocasionou decréscimo na producdo lipidica, sendo a 20°C observado o maior aporte de
lipidios (25,9 + 1,3%). Wahidin, Idris e Shaleh (2013) utilizaram em seu trabalho a microalga
Nannochloropsis sp., obtendo conteudo lipidico de 27,9% para o ciclo 24C:0E h e 25,6% para
o ciclo 12C:12E h, a 23°C, em cultivo autotrofico € meio de cultivo semelhante ao meio

Walne utilizado neste trabalho.
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No ciclo 24C:0E h, na concentragdo de 3,37 g L' de GR, observa-se que a
temperatura de 30°C resultou no maior contetido lipidico (45,1 + 1,9%), diferindo
significativamente das demais temperaturas, na mesma concentragdo de GR. Enquanto que
para a concentracdo de 5,61 g L' de GR, situagdo contraria ocorreu, uma vez que na menor
temperatura testada (20°C) foi obtido o maior acimulo lipidico, atingindo 40,2 + 0,7%,
diferindo estatisticamente das demais temperaturas, nesta mesma concentracdo de GR.

Para a biomassa no ciclo de fotoperiodo de 12C:12E h (Figura 1C), verifica-se
que o aumento da temperatura ocasionou redu¢do na biomassa no cultivo autotrofico (sem
adi¢io de GR), passando de 0,55 = 0,05 g L' a 20°C para 0,22 = 0,01 g L' a 30°C. Para a
concentragio de 3,37 g L'! de GR, a temperatura ndo influenciou na biomassa, enquanto que
para a concentracdo 5,61 g L' de GR a produgio de biomassa foi estimulada na temperatura
de 20°C, com 1,19 £ 0,33 g L'\

No ciclo de fotoperiodo de 24C:0E h (Figura 1 D), observa-se que para o cultivo
autotrofico a variagdo da temperatura nao exerceu influéncia no crescimento celular. Para as
concentragdes de 3,37 g L' e 5,61 g L' de GR, a temperatura de 25°C ocasionou diminui¢io
da biomassa comparado a 20 e¢ 30°C. A temperatura de 30°C proporcionou aumento da
biomassa para ambas as concentragdes de GR, sendo que a maior producao de biomassa foi
alcangada na concentragio de 3,37 g L' de GR, com 1,59 = 0,25 g L', ndo diferindo (p>0,05)
da concentragio de 5,61 g L' de GR (1,48 £ 0,25 g L.

Em se tratando de contetido lipidico, observa-se que os maiores acimulos foram
obtidos a 30°C, no ciclo de 12C:12E (Figura 1A), enquanto que para o ciclo 24C:0E
(Figura 1B), as temperaturas de 20 e 30°C proporcionaram maiores acumulos, ambas
situacdes para os cultivos mixotroficos. Para a biomassa, a maior produgdo se deu a 20°C, na
concentracdo de 5,61 g L' de GR e ciclo de fotoperiodo de 12C:12E (Figura 1C), enquanto
que a temperatura de 30°C promoveu maiores biomassas para ambas concentracdes de GR, no

ciclo de fotoperiodo 24:0E (Figura 1D).

6.1.3. Influéncia dos ciclos de fotoperiodo

Quando comparados os ciclos de luminosidade 12C:12E h (Figura 1A) e
24C:0E h (Figura 1B) a temperatura de 20°C, nos cultivos autotroficos, verifica-se que o ciclo
24C:0E h proporcionou aumento do contetdo lipidico, passando de 17,7 + 2,8% (12C:12E h)
para 25,9 £ 1,3% (24C:0E h). A 20°C, na concentragdo de 3,37 g L' de GR, nio houve

diferenca significativa na produgdo de lipidios, entretanto para a concentracdo de GR de
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5,61 g L' houve aumento do contetido lipidico com a passagem de 12C:12E h para 24C:0E h.
A 25°C houve redugdo significativa no teor de lipidios com a passagem do ciclo 12C:12E h
para 24C:OE h para o cultivo autotréfico e com adicdo de 5,61 g L' de GR. Para a
concentracio de 3,37 g L' de GR, nio foi observada diferenca significativa entre os ciclos. A
30°C pode-se verificar que com a mudanga do ciclo de 12C:12E h para 24C:0E h houve
aumento significativo do conteudo lipidico para o cultivo autotréfico (6,0 £ 1,2% para
13,5 £2,4%) e para o cultivo mixotroéfico com adicao de 3,37 g L' de GR (de 36,6 = 2,6%
para 45,1 + 1,9%), e para a concentra¢do de 5,61 g L' de GR houve a redugio deste contetido
com a mudanca do ciclo para 24C:0E h (de 38,1 +2,3% para 33,2 + 1,1%).

A biomassa (Figura 1C e 1D) apresentou acréscimos significativos com a
mudanca de 12C:12E h para 24C:0E h para as duas concentragdes de GR estudadas na
temperatura de 30°C, ndo mostrando diferengas em 20°C e 25°C. Babuskin et al. (2014)
avaliaram o efeito de diferentes intensidades luminosas e ciclo de fotoperiodo em cultivo
fotoautotrofico e mixotréfico da microalga Isochrysis galbana. Observaram que para os
cultivos com iluminac¢dao continua, fotoperiodo de 24C:0E h para intensidades luminosas
variaveis (50, 100 e 150 pmol m? s!), foram observadas menores concentra¢des de biomassa
para as diferentes misturas de carbono organico (20:80% melaco: glicose; 20:80% glicerol:
glicose e 40:60% melaco: glicose), enquanto que para o contetido lipidico as maiores
porcentagens foram atingidas com fotoperiodo de 18C:06E h em todas as intensidades
luminosas e misturas de carbono organico. Na maior intensidade luminosa (150 pmol m? s™)
ocorreu a reducao da produtividade da biomassa para os trés fotoperiodos testados
(12C:12E h, 18C:06E h e 24C:0E h), sendo que este comportamento foi atribuido a
fotoinibigao.

O ciclo de fotoperiodo 24C:0E proporcionou maior acimulo de lipidios na
concentracdo de 3,37g L' de GR, enquanto que para o ciclo de fotoperiodo 12C:12E maior
contetdo lipidico foi obtido na concentracio de 5,61 g L' de GR, ambos a 30°C. Para a
biomassa no ciclo de fotoperiodo de 24C:0E, houve maior crescimento celular em ambas
concentragdes de GR a 30°C.

Para realizar o estudo da influéncia de silicato de s6dio na producdo de lipidios
pela microalga C. calcitrans foram selecionadas, com base na maior producdo de lipidios,
duas distintas condigdes, sendo elas: Condigdo 1 (ciclo de fotoperiodo de 24C:0E h,
concentracio de 3,37 g L de GR) e Condi¢do 2 (ciclo de fotoperiodo de 12C:12E h,
concentracio de 5,61 g L' de GR), ambas na temperatura de 30 °C.
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6.1.4. Influéncia da concentraciao de silicato de sodio

Neste trabalho foram testadas diferentes concentragdes de silicato (0,02; 0,08 e
0,14 g LY. A concentracdo de 0,08 g L' é a concentracio do meio Conway. Os resultados
obtidos sdo apresentados na Figura 2.

Ao observar a Figura 2, para o ciclo de fotoperiodo 24C:0E h e concentragdo de
GR de 3,37 g L! (condigdo 1) verifica-se que a mudanga na concentragio de silicato de sddio
em relacdo ao valor inicialmente utilizado (0,08 g L) ocasionou uma queda no contetido
lipidico, para 34,5 + 4,2% (0,02 g L' de silicato) e 31,2 + 0,8% (0,14 g L' silicato),
respectivamente, estes ndo diferindo estatisticamente entre si (Figura 2A). O maior valor
obtido, 45,1 £ 1,9%, foi encontrado para concentragio de 0,08 g L' de silicato de sodio. Para
o crescimento celular, as concentragdes de 0,02 g L' e 0,08 g L' de silicato de sédio
obtiveram maior biomassa com 1,26 = 0,17 g L' e 1,55 = 0,23 g L"!, respectivamente, niio
sendo observadas diferencgas significativas entre si. Com o aumento da concentracdo para
0,14 g L' de silicato de sodio houve reducio da biomassa para 1,17 + 0,07 g L', ndo
mostrando diferengas significativas quando comparada a concentragio de 0,02 g L' de
silicato de sodio (Figura 2B).

Figura 2 - Conteudo lipidico e concentracao de biomassa final de C. calcitrans em diferentes
concentragdes de silicato de soédio._] 0,02 g L' Na,0Si0,.nH,0, E#0,08 g L
Na>OSi0,.nH>0 (controle), 0,14 g L' Na,0Si0,.nH,0
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*Letras minusculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre as concentracdes de
silicato de s6dio para uma mesma condico (ciclo de fotoperiodo e concentragdo de GR fixos).

*Letras maiusculas iguais representam que nao ha diferenca significativa (p=>0,05) entre as condi¢des 1 e 2 (ciclo
de fotoperiodo e concentra¢do de GR distintos) para concentracdo de silicato de sodio fixa.

*Condicio 1 - Ciclo de fotoperiodo de 24C:0E h (Claro:Escuro), concentragdo de 3,37 g L! de GR, temperatura
de 30°C.

*Condicdo 2 - Ciclo de fotoperiodo de 12C:12E h (Claro:Escuro), concentracio de 5,61 g L' de GR,
temperatura de 30°C.
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Para o ciclo de fotoperiodo 12C:12E h e 5,61 g L'! de GR (condigdo 2), verifica-
se que, independente da concentragdo de silicato utilizada, ndo houve variacdo no contetido
lipidico, ndo havendo diferengas significativas (Figura 2A). Porém, ao observar-se a biomassa
final (Figura 2B), verifica-se que a maior produgdo ocorreu na concentra¢io de 0,14 g L'! de
silicato de sodio, atingindo 1,36 = 0,03 g L, diferindo estatisticamente das demais
concentragdes (0,91 + 0,08 g L' para 0,02 g L silicato de sodio e 0,78 £ 0,07 g L' para
0,08 g L' silicato de sodio, que ndo foram diferentes estatiticamente entre si).

Ao comparar as condi¢des 1 e 2, observa-se que para o cultivo na concentragao de
0,02 g L! de silicato de soédio, nio houve impacto significativo na producdo de lipidios
(Figura 2A), porém ocorreu reducdo da biomassa da passagem da condigdo 1 para a 2
(1,26 £ 0,17 g L''para 0,91 = 0,08 g L), respectivamente (Figura 2B). Para a concentragio de
0,08 g L de silicato de sédio verificou-se maior producdo de lipidios (45,1 + 1,9%) e de
biomassa (1,55 + 0,23 g L) na condi¢do 1. Na mudanga da condi¢do 1 para a condigdo 2
houve reducio desses valores (38,1 + 2,3% e 0,78 + 0,07 g L', respectivamente). E na
concentragio de 0,14 g L' houve aumento significativo do contetdo lipidico e da biomassa,
quando mudou da condicao 1 para a 2. Estudos relatam que a presenca de sais de silicato no
meio de cultivo de diatomaceas ¢ importante, pois este nutriente auxilia na formagao da
parede celular auxiliando no crescimento celular (HEMALATHA; KARTHIKEYAN;
MANIMARAN, 2012; YANG; ZHAO; XIE, 2014).

Hemalatha, Karthikeyan e Manimaran (2012) estudaram os efeitos da temperatura
e das concentragdes de nitrato e silicato, na obtengdo de biomassa, proteinas e carboidratos
pela diatomacea Cheatoceros simplex, e verificaram que a maior temperatura testada (29°C)
proporcionou maior crescimento celular (23,5 x 10° cells mL™') nas concentragdes de
1764 uM [NOs7 e 212 uM [SiO3%]. Nestas mesmas concentra¢des, os maiores contetidos de
carboidratos (0,78 £ 0,03, 0,68 = 0,05 ¢ 0,64 + 0,04 pg cel') foram obtidos nas temperaturas
de 25°C, 20°C e 29 °C, respectivamente. A maior producdo de proteina (4,48 + 0,17 pg cell™)
foi obtida a 25°C, para a concentragdo de 2205 uM [NO37] e 265 uM [SiO3%]. A biomassa, o
contetdo de carboidratos e de proteinas tiveram diminui¢des em seus valores quando
utilizados concentracdes menores ou maiores de nitrato e silicato do que as citadas
anteriormente. Os autores atribuiram esses resultados a mudancgas nas fontes de nutrientes,
que ocasionam alteragdes nas taxas de crescimento e causam efeitos significativos na
producdo de proteinas e carboidratos. Ainda afirmaram que os carboidratos sdo utilizados
como reserva de energia quimica nas diatomaceas e que o aumento desta reserva de energia

no fitoplancton est4 associada a senescéncia e a formagao de esporos.
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Yang, Zhao e Xie (2014) realizaram o estudo sobre o efeito do silicato de sodio no
crescimento celular de cinco espécies de diatoméaceas (Naviculata patrickae 5#, Nitzschia
panduriformis 6#, Naviculata thienemannii 7#, Nitzschia longissima 8% e Naviculata atomus
O#), e observaram que na ausé€ncia de silicato de sddio as microalgas tiveram um crescimento
lento, ¢ com o aumento das concentragdes de silicato de sodio o crescimento foi sendo
intensificado, atingindo diferentes taxas de crescimento celular para cada espécie. As
microalgas 5#, 6#, 7#, 8# e 9# alcancaram as maiores taxas de crescimento celular (Umax ) no
4°, 2° 6°, 4° e 6° dia, respectivamente, com concentragdes Otimas de silicato de sodio de
69,03; 11,5; 69,03; 34,51 e 69,03 mg L', respectivamente.

Na continuidade do trabalho, para avaliar a producao de lipidios em relagdo a
concentracdo da fonte de nitrogénio, foram estabelecidas as novas concentragdes de silicato
de sodio levando em consideragao maior acumulo lipidico e biomassa. Desta forma, foi fixada
para a condicdo 1: ciclo de fotoperiodo 24C:0E h com adicdo de 3,37 g L! de GR e
concentragio de 0,08 g L' de silicato de sodio, uma vez que nesta concentracio de silicato de
sodio foram obtidos maiores conteudo lipidico e biomassa. E para a condigdo 2: ciclo de
fotoperiodo 12C:12E h com adi¢o de 5,61 g L' de GR e concentragdo de 0,14 g L! de
silicato de sodio. Neste caso, embora o conteudo lipidico ndo tenha sofrido influéncia com as
diferentes concentragdes de silicato de sddio testadas, observou-se um aumento significativo

da biomassa nesta concentragdo de silicato de sédio testada (0,14 g L™).

6.1.5. Influéncia da concentracio de nitrato de sédio

O nitrogénio ¢ um nutriente importante em cultivos microalgais, uma vez que
exerce influéncia no crescimento celular ¢ na produgdo de lipidios. Neste trabalho foram
testadas as concentragdes de 0,0001; 0,0005 e 0,001 g L' de NaNOs, sendo a concentracdo de
0,0002 g L' NaNOs a inicialmente utilizada. Estas concentragdes foram testadas para as duas
condi¢des experimentais estabelecidas com base nos resultados anteriores, sendo os resultados
apresentados na Figura 3.

Na Figura 3, a maior produgdo de lipidios na condigdo 1 (24C:0E h, 3,37 g L' de
GR ¢ 0,08 g L' de silicato) foi de 45,1 + 1,9% de contetido lipidico na concentragdo de
0,0002 g L' NaNOs, diferindo das demais concentragdes. Nesta condi¢cio, a biomassa obtida
foi de 1,55 + 0,23 g L. Verifica-se também que o aumento na concentragdo NaNOs resultou
na redug¢io do conteudo lipidico, para 10,3 £ 0,7% (0,0005 g L' de NaNOs) e 8,2 + 1,1% para

(0,001 g L'! de NaNOs). Mesmo comportamento ocorreu com a producdo de biomassa, que
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passou para 0,63 £ 0,06 g L' (0,0005 g L' de NaNO3) e para 0,48 £ 0,09 g L' (0,001 g L' de
NaNOs). Na condi¢do 2 (12C:12E h, 5,61 g L' de GR e 0,14 g L' de silicato), verificou-se
que nas menores concentragdes de NaNO; (0,0001 g L' e 0,0002 g L) também foram
obtidos maiores conteudos lipidicos (40,6 + 2,4% e 35,6 £ 0,7%, respectivamente), que nao
diferiram entre si. Para estas concentragdes de nitrato, as biomassas obtidas foram de
0,67+0,01 g L' e de 0,78 + 0,07 g L, respectivamente. O aumento da concentracio para
0,0005 g L' de NaNO3 ocasionou diminui¢do do conteudo lipidico (30,5 = 3,6%) e aumento
da biomassa (0,93 £ 0,10 g L"), em relagiio aos valores obtidos para 0,0001 g L"! de NaNOs.

Figura 3 - Conteudo lipidico e biomassa final de C. calcitrans em diferentes concentragdes de
nitrato de sédio.[_] 0,0001 g L' NaNOs /2 0,0002 g L' NaNOs, 0,0005 g L' NaNOs
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*Letras minusculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre as concentragdes de
nitrato de sddio, para uma mesma condigdo (ciclo de fotoperiodo, concentragdo de GR e silicato fixos).

*Letras maiusculas iguais representam que no ha diferenca significativa (p>0,05) entre as condigdes 1 e 2 (ciclo
de fotoperiodo, concentragdo de GR e silicato distintos) para concentragdo de nitrato de sodio fixa.

*Condicdo 1 — Ciclo de fotoperiodo de 24C:0E h (Claro:Escuro), concentragdo de 3,37 g L'! de GR, 0,08 g L"!
de silicato de sodio, temperatura de 30°C.

*Condigéo 2 - Ciclo de fotoperiodo de 12C:12E h (Claro:Escuro), concentragio de 5,61 g L' de GR, 0,14 g L'!
de silicato de sodio, temperatura de 30°C.

Quando comparadas as condigdes de cultivo, verifica-se o aumento da produgao
lipidica nas concentragdes de 0,0001 g L'; 0,0005 g L' ¢ 0,001 g L"! na mudanca da condigio
1 para 2. Apenas com a concentracdo de 0,0002 g L' de NaNO; houve diminuicdo do
conteudo lipidico ao passar para a condicdo 2. O mesmo comportamento da producdo de
lipidios foi observado para a biomassa, com exce¢do da concentracio de 0,001 g L' de
NaNOs, em que ndo houve alteracdo na producdo de biomassa com a mudanga para a
condi¢ao de cultivo 2.

Em seus estudos, Huang et al. (2013), com as microalgas Tetraselmis
subcordiformis, Nannochloropsis oculata e Pavlova viridis, utilizando meio f/2 e ciclo de
fotoperiodo 14C:10E h, observaram o mesmo comportamento, em que o contetido lipidico

aumentou com a diminuicdo da fonte de nitrogénio. Gao, Yang e Wang (2013) cultivaram as
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microalgas Chaetoceros muelleri (Bacillariophyceae) e Dunaliella salina (Cloroficea),
cultivadas sob diferentes condi¢des nutricionais, utilizando o meio /2, com irradiancia de
45 pmol m? sl ciclo de fotoperiodo 14C:10E h e temperatura de 20°C. Nestas condi¢des o
mais elevado contetudo lipidico para C. muelleri (46,32 + 3,53%) e D. salina (54,15 £2,71%)
foi conseguido na privagdo de nitrogénio e em agua marinha artificial (sem os nutrientes do
meio f/2), respectivamente. O acimulo de lipidios nestas condigdes parece ser uma resposta
ao estresse causado pela privagdo de nutrientes. No entanto, parece haver relacao inversa entre
a biomassa e o acimulo de lipidios em microalgas sob condi¢des de privacdo de nitrogénio.
Baixo teor nitrogénio aumenta o acumulo de lipidios e diminui a geracdo de biomassa.
(PRAVEENKUMAR et al.,, 2012). Porém em cultivos em que ha diferentes pardmetros sendo
avaliados ¢ importante levar em consideracdo os efeitos sinérgicos desses fatores, uma vez
que estes contribuem para o acimulo de lipidios, sendo imprescindivel para obtencdo de taxas

maximas.

7. CONCLUSAO

A microalga C. calcitrans foi capaz de acumular quantidades significativas de
lipidios em diferentes condi¢des de cultivo mixotréfico, mostrando sua potencialidade para a
bioconversao do glicerol residual em biomassa como fonte de lipidios. A adi¢cdo de glicerol
residual teve um impacto positivo no acimulo de lipidios e na produgdo de biomassa em
ambos os ciclos de fotoperiodo estudados (12C:12E h e 24C:0E h), quando comparado com o
cultivo autotréfico, enquanto que a producdo de lipidios foi favorecida a temperatura de 30°C.
O aumento da concentracdo de silicato de s6dio ndo influenciou no acimulo de lipidios,
entretanto impactou positivamente a biomassa, apenas no fotoperiodo 12C:12E h. J4 o nitrato
de sodio, quando utilizado em menores concentragdes, proporcionou o aumento do conteudo
lipidico em ambos os ciclos de fotoperiodo. Portanto, o excesso de carbono e a privagdo de
nitrogénio no meio de cultivo sdo condi¢cdes favordveis para o acumulo de lipidios por

C. calcitrans.
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RESUMO

A biomassa de microalgas ¢ rica em lipidios que podem ser utilizados na industria alimenticia,
de farmacos, cosméticos e de bicombustiveis, sendo tais aplicagdes definidas de acordo com o
perfil de acidos graxos da biomassa produzida. O objetivo deste trabalho foi avaliar a cinética
do acumulo de lipidios e perfil de acidos graxos de Chaetoceros calcitrans obtida em cultivo
mixotréfico com glicerol residual (GR), em diferentes condigdes de cultivo, bem como, a
partir de correlagdes empiricas, predizer as propriedades do biodiesel com este material graxo.
Foram avaliadas as condigdes de cultivo: ciclo de fotoperiodo 24C:0E h, concentracdo de
3,37 g L'! de GR, 0,08 g L! de silicato de sédio e de 0,0002 g L' de NaNOs (condico 1); e
ciclo de fotoperiodo 12C:12E h, concentragio de 5,61 g L' de GR, 0,14 g L! de silicato de
sodio e 0,0001 g L' de NaNOs (condigdo 2). Os lipidios foram extraidos conforme o método
de Bligh e Dyer e o perfil acido graxos foi determinado por cromatografia gasosa. A predi¢dao
das propriedades do biodiesel foi realizada a partir das propriedades individuais dos metil
ésteres de acidos graxos. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e
teste Tukey a 95 % de confianga a (p<0,05). A condicdo 1 resultou em 43,2 + 1,2% de
conteudo lipidico no 6° dia de cultivo, nesse tempo a biomassa atingiu 0,63 = 0,02 g L'!. Na
condicdo 2, o conteudo lipidico oscilou entre 35,6 = 3,7% (3° dia) e 40,7 + 3,9% (10° dia).
Para a biomassa, atingiu-se 1,64 = 0,04 g L™ no 8° dia de cultivo. A condi¢dio 1 proporcionou
maiores porcentagens de acidos graxos saturados nos tempos de 8 e 10 dias de cutivo
(18,4 £3,7 % e 19,4 + 1,4%, respectivamente), sendo maior produgdo do acido palmitico
(16,0 £ 4,3% e 17,2 + 1,5%, respectivamente), enquanto que a condigdo 2 resultou maior
producdo de 4cidos graxos monoinsaturados no tempo de 6 dias de cultivo (84,5 £ 1,1%),
sendo 30,1 + 3,6% de acido tetradecenoico e 53,4 + 3,8% de acido palmitoleico. Para os
acidos graxos poli-insaturados, a condi¢ao 1 proporcionou maiores teores nos tempos de 3 e
6 dias de cultivo (45,3 = 6,1% e 44,8 + 3,2% respectivamente), com 12,0 + 2,8% (3 dia) e
11,8 + 1,4% (6° dia) de acido linoleico; 27,2 + 5,4% (3 dias) e 27,2 + 4,2% (6 dias) de acido
y-linolénico e 6,1 + 0,6% (3 dias) e 5,8 £ 0,3% (6 dias) de acido a-linolénico. Para a condi¢ao
1 (ciclo de fotoperiodo 24C:0E h, concentracdo de 3,37 g L de GR, 0,08 g L' de silicato de
sodio e de 0,0002 g L' de NaNOs), em 8 dias de cultivo, foi obtido 46,63 = 0,89 para niimero
de cetano, 3,66+ 0,01 mm? s de viscosidade cinemética, 881,19 + 3,91 kg m™ de massa
especifica e 39,19 + 0,07 kJ g! para calor de combustio, todos pardmetros dentro dos limites
estabelecidos pelas normas brasileira, europeia € americana.

Palavras-chave: Diatomaceas. Lipidios microbianos. Glicerol residual. Biodiesel.
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ABSTRACT

Lipids of Chaetoceros calcitrans in mixotrophic cultivation with crude glycerol: Fatty
acid profile and prediction of physico-chemical biodiesel properties

The microalgae biomass is rich in lipids that can be used in the food, pharmaceutical,
cosmetic and biofuel industries, and these applications are defined according to the fatty acid
profile of the biomass produced. The objective of this work was to evaluate the kinetics of
lipid accumulation and fatty acid profile of Chaetoceros calcitrans obtained in mixotrophic
culture with crude glycerol (CG) in different culture conditions, as well as, from empirical
correlations, to predict the biodiesel properties with this fatty material. The culture conditions
were: photoperiod regime 24C:0E h, concentration of 3.37 g L™! of CG, 0.08 g L"! of sodium
silicate and 0.0002 g L' of NaNOs (condition 1); and photoperiod regime 12C:12E h,
5.61 gL' of CG, 0.14 g L! of sodium silicate and 0.0001 g L' of NaNOs (condition 2).
Lipids were extracted according to the Bligh and Dyer method and the fatty acid profile was
determined by gas chromatography. The prediction of the biodiesel properties was made from
the individual properties of the fatty acid methyl esters. The results were submitted to analysis
of variance (ANOV A) and Tukey test at 95% confidence level (p<0.05). Condition 1 resulted
in 43.2 + 1.2% lipid content on the 6th day of cultivation, at which time the biomass reached
0.63 £ 0.02 g L', In condition 2, lipid content ranged from 35.6 + 3.7% (3" day) to
40.7 +3.9% (10" day). The biomass reached 1.64 = 0.04 g L on the 8" day of cultivation.
Condition 1 provided higher percentages of saturated fatty acids at 8 and 10 days
(18.4+3.7% and 19.4 £ 1.4%, respectively), with a higher production of palmitic acid
(16.0+4.3% and 17.2 + 1.5%, respectively), whereas condition 2 had higher production of
monounsaturated fatty acids at 6 days of culture (84.5 + 1.1%), 30.1 + 3.6% of tetradecenoic
acid and 53.4 + 3.8% of palmitoleic acid. For polyunsaturated fatty acids, condition 1
provided higher levels at 3 and 6 days of culture (45.3 = 6.1% and 44.8 + 3.2%, respectively),
with 12.0 = 2.8% (3™ day) and 11.8 = 1.4% (6" day) of linoleic acid; 27.2 + 5.4% (3 days)
and 27.2 + 4.2% (6 days) of y- linolenicacid and 6.1 + 0.6% (3 days) and 5.8 = 0.3% (6 days)
of a-linolenic acid. For the condition 1 (photoperiod regime 24C:0E h, concentration of 3.37 g
L' of CG, 0.08 g L! of sodium silicate and 0.0002 g L' of NaNOs) in 8 days of cultivation, it
was obtained 46.63 + 0.89 cetane number, 3.66 £ 0.01 mm? s kinematic viscosity,
881.19 £ 3.91 kg m™ specific mass and 39.19 = 0.07 kJ g heat of combustion, all parameters
within the limits established by Brazilian, European and American standards.

Keywords: Diatom. Microbial lipids. Crude glycerol. Biodiesel.
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1. INTRODUCAO

A produgdo de lipidios em células de microalgas ¢ afetada por uma série de
fatores ambientais como intensidade de luz, ciclo de fotoperiodo (PRATIWI et al., 2009;
WAHIDIN; IDRIS; SHALEH, 2013), temperatura (SUBHASH et al., 2014), concentracio de
nitrogénio (YANG; ZHAO; XIE, 2014) e carbono (HEREDIA-ARROYO; WEI; HU, 2010),
salinidade e sais de silicato (em diatomaceas) (HEMALATHA; KARTHIKEYAN;
MANIMARAN, 2012), entre outros. Tais fatores influenciam diretamente no acumulo de
lipidios e no perfil dos &cidos graxos componentes (PRATIWI et al., 2009; LV et al., 2010;
LI et al., 2014). A cinética lipidica fornece informagdes importantes sobre o perfil de lipidios
produzidos por determinado micro-organismo, sendo possivel estabelecer o tempo de cultivo
para a producao de determinado acido graxo. Ao longo do tempo o perfil sofre alteracdes na
composi¢do e nas proporgdes dos acidos graxos saturados (AGS), mono-insaturados (AGM) e
poli-insaturados (AGP), sendo que isto se d4 em fungdo da fase do crescimento celular, das
condicdes de cultivo e de como o micro-organismo sintetiza os lipidios ao longo do
crescimento (PRATIWI et al., 2009; LEE et al., 2011).

Por outro lado, os lipidios provenientes de microalgas possuem potencial para a
producdo de biodiesel e outros combustiveis. A biomassa microalgal pode ser utilizada para
produzir gasolina, diesel e querosene com caracteristicas equivalentes aos derivados do
petroleo (CHISTI, 2012). No caso da produgdo de biodiesel, tém sido observado para as
microalgas perfis de acidos graxos semelhantes aos encontrados em Oleos vegetais, matéria-
prima para a produgéo de biodiesel de primeira geragdo (BELIGON et al., 2016).

A qualidade do biodiesel ¢ expressa através de parametros fisico-quimicos, cujos
limites sdo estabelecidos a partir de normas, como a europeia (EN 14214) e a americana
(ASTM D6751). A determinagdo experimental destes parametros onera custos e gasto de
tempo, sendo uma alternativa a predicao das propriedades, como viscosidade cinematica,
massa especifica, indice de iodo, nimero de cetano e calor de combustdo, a partir de
correlagdes empiricas, que levam em conta o perfil de 4cidos graxos produzidos pelas
microalgas (RAMIREZ-VERDUZCO; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ; JARAMILLO-JACOB,
2012; DUARTE; MAUGERI, 2014).

A biomassa da microalga Chaetoceros calcitrans em estudos anteriores por este
grupo de trabalho, foi cultivada em meio contendo glicerol residual e o perfil de 4cidos graxos
mostrou altas porcentagens de acidos graxos saturados (42,6%), com maior proporcao de

acido palmitico (22,5%), 27% para os acidos graxos moni-insaturados, com maior propor¢ao
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de 4acido oleico (17,7%), e 30,4% de 4cidos graxos poli-insaturados, com
11% do 4cido a linolénico e 9,7% de y-linolénico (NOGUEIRA, 2013), mostrando o
potencial desta microalga para produgdo de lipidios e, pela composicdo de acidos graxos
contida em sua biomassa, apresentando possivel aplicagdo para a producdo de
biocombustiveis.

Nesse contexto o objetivo deste trabalho foi estabelecer a cinética de producao de
lipidios da microalga C. calcitrans submetida a duas distintas condi¢des de cultivo, avaliando

os perfis de acidos graxos, bem como predizer as propriedades do biodiesel.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. MICROALGA

Nos experimentos foi utilizada a microalga marinha C. calcitrans, cedida pelo
Laboratorio de Biologia Marinha e¢ Biomonitoramento (LABIOMAR) da Universidade
Federal da Bahia — UFBA (Salvador, Bahia).

2.2. GLICEROL RESIDUAL

O glicerol residual (82,09% de pureza) foi fornecido pela empresa BS BIOS
Industria e Comércio de Biodiesel Sul Brasil S/A, localizada em Passo Fundo/RS, sendo o

coproduto da transesterificagao de 6leo de soja e metanol em catélise alcalina.

2.3. AGUA MARINHA

A é4gua marinha foi coletada na Estacdo Marinha de Aquicultura (EMA - FURG),
localizada no Balnedrio Cassino (Rio Grande-RS). Antes de ser adicionada ao meio de
cultivo, a dgua foi filtrada e a salinidade foi ajustada em 28 ups (unidades por salinidade),

utilizando salindmetro manual (Biobrix, Modelo 211, Brasil).

2.4. PREPARO DO INOCULO

Para o preparo do indculo foi utilizado o meio Conway (WALNE, 1966),
constituido por d4gua marinha natural com salinidade ajustada em 28 ups acrescida de solugao

principal (2 mL L), solucdo de silicatos (2 mL L) e solu¢do de vitaminas (0,1 mL L™).
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A solugdo principal foi preparada com os seguintes componentes (g L7):
45 C1oH1408Naz2.2 H20; 33,6 H3BOs3; 100 NaNOs; 0,36 MnCl.4 H2O; 1,3 FeCls.6 H2O;
20 NaH,PO4.2 H,O; ImL de solugdo tracos de metais contendo (g L7') 21 ZnCl,
20 CoCl.6H20, 9 (NH4)sM07024.4H20 e 20 CuSO4.5H>0.

A solugdo de silicato foi preparada com o seguinte componente (g L7):
40 NaxOSi0,.nH;O0.

A solugdo de vitaminas foi preparada com os seguintes componentes (g L7):
0,05 Vitamina By e 1 Vitamina B;.

No preparo do indculo, a microalga C. calcitrans foi cultivada em frascos
Elenmeyer de 1 L, contendo 900 mL do meio Conway (WALNE, 1966), utilizando agua
marinha com ajuste de salinidade de 28 ups. Os frascos foram dispostos em uma estufa com
fotoperiodo (Eletrolab EL-202, Brasil) no ciclo 24C:0E h (Claro:Escuro), a iluminagdo foi
proporcionada por lampadas fluorescentes do tipo luz do dia, com irradidncia de 3000 Ix
(40,5 pmol m™ s!), sendo realizada a inje¢do direta e constante de ar atmosférico na vazio de
0,2 L min™!, através de um sistema de bomba do tipo aquario e filtro de 13 de vidro para
manter a esterilidade do ar. A temperatura foi mantida em 24 + 1°C. O cultivo foi

interrompido quando a concentra¢io de biomassa atingiu 0,55 g L', conforme estabelecido

por Nogueira (2013).
3. CULTIVO NOS FOTOBIORREATORES
3.1. INOCULO

O volume de inoculo adicionado correspondeu a 10% do volume de meio estéril

(SOARES, 2010), utilizando meio Conway.

3.2. CONDICOES DE CULTIVO

O micro-organismo foi mantido em fotobiorreatores, do tipo Erlenmeyer de 2 L,
contendo 1800 mL do meio Conway (Walne, 1966), utilizando 4gua marinha com ajuste de
salinidade em 28 ups, adicionado de glicerol residual (GR). Os fotobiorreatores foram
dispostos em uma estufa com fotoperiodo (Eletrolab EL-202, Brasil), a temperatura de 30°C,
a iluminagado foi proporcionada por lampadas fluorescentes do tipo luz do dia, com irradidncia
de 3000 Ix (40,5 umol m?s™!), sendo realizada a injecdo direta e constante de ar atmosférico

na vazdo de 0,2 L min’!, através de um sistema de bomba do tipo aquario e filtro de 13 de
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vidro para manter a esterilidade do ar. A concentracio inicial de biomassa foi de 0,55 g L,

conforme estabelecido por Nogueira (2013).

3.3. CINETICA DO ACUMULO DE LIPIDIOS

Para o estudo da cinética do acumulo de lipidios foram estabelecidos os tempos de
3, 6, 8 e 10 dias de cultivo. Os experimentos foram conduzidos em biorreatores do tipo
Erlenmeyer de 2 L e foram estudadas as seguintes condi¢des de cultivo: ciclo de fotoperiodo
24C:0E h, concentracgdo de 3,37 g L'! de GR, concentracio de 0,08 g L' de silicato de sodio e
concentragio de 0,0002 g L' de NaNOs, correspondendo a condi¢do 1; ciclo de fotoperiodo
12C:12E h, concentragdo de 5,61 g L' de GR, concentragio de 0,14 g L! de silicato de sédio
e concentracdo de 0,0001 g L' de NaNOs, correspondendo a condi¢do 2. Os experimentos
foram realizados em triplicata e nos tempos citados as biomassas passaram por uma etapa de
separagao (biomassa/agua), centrifugando-se a 18.800 x g por 15 min, em seguida foi
adicionada agua destilada e novamente centrifugada a 18.800 x g por 15 min. Posteriormente,
as biomassas foram liofilizadas e caracterizadas quanto ao conteudo lipidico e perfil de acidos

graxos.

34. QUANTIFICACAO DE LIPIDIOS

Os lipidios foram extraidos conforme Bligh e Dyer (1959), utilizando as
quantidades de biomassa sugeridas por Manirakiza, Covaci e Schepens (2001).

Inicialmente foi tomada uma massa de 0,3 g da biomassa microalgal, previamente
seca ¢ macerada, colocada em um tubo de vidro com tampa, ¢ adicionado 5 mL de HCI 2 M,
digerindo em banho-maria a 80°C durante 1 h. A seguir, resfriou-se o tubo em banho de gelo.
A amostra foi centrifugada a 13.000 x g por 20 min (Eppendorf, modelo 5804-R, Alemanha),
em seguida foi retirado o excesso de 4cido e adicionado 4 mL de metanol, seguido de agitacao
em vortex. Foram feitas duas adig¢des sucessivas de 2 mL de cloroférmio seguidas de 2 min de
agitagdo, posteriormente foram adicionados 3,6 mL de dgua destilada seguido de agita¢do por
2 min, centrifugando a 13.000 x g por 10 min. Apos centrifugacdo foi formado um sistema
trifisico, composto de uma fase inferior liquida (cloroféormio), um sdélido interfacial
(biomassa) e uma fase liquida superior (metanol e dgua). A fase inferior foi retirada utilizando
uma pipeta de Pasteur, e transferida para um baldo de fundo chato. Foi realizada re-extracao a

fim de potencializar a extracdo dos lipidios totais da biomassa. Adicionou-se 4 mL da solucdo
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10% metanol:cloroféormio a biomassa que estava contida no tubo de centrifuga, agitando a
mistura no vortex e centrifugando a 13.000 x g por 10 min. O segundo extrato foi obtido,
juntando-o ao primeiro extrato.

Transferiu-se o extrato (lipidio dissolvido em cloroférmio) para um baldo,
previamente seco e pesado. Evaporou-se o excesso de solvente em evaporador rotatdrio a
75°C e 40 rpm. Ao final, secou-se o baldo em estufa com recirculacao de ar a 50°C (Quimis,
modelo Q314M242, Brasil) até atingir massa constante, obtendo-se o conteudo lipidico
presente em cada uma das biomassas avaliadas. Através da Equagdo 1, foi possivel quantificar

o conteudo lipidico.

massa Balﬁo+Lipidios(g) —massa g,;, ()
Contetido Lipidico (%) = @ x100 (D
massa Biomassa g

3.5. PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

A esterificagdo foi realizada pelo método adaptado de Metcalfe, Schmitz e Pelka
(1996). Na fracao lipidica foi determinada a composicao de acidos graxos por cromatografia
gasosa e para separar ¢ quantificar a mistura de acidos graxos foi empregado cromatdgrafo a
gas (Shimadzu 2010 Plus, Japao), equipado com injetor split/splitless, coluna capilar RTX®-1
(30 m x 0,25 mm diametro interno x 0,25 um) e detector por ionizagdo de chama (DIC). O gés
de arraste foi hélio em uma vazio de 1,25 mL min™'. As temperaturas do injetor e do detector
foram ajustadas para 260°C, sendo o volume injetado de 1 pL. As condigdes cromatograficas
de separacdo foram temperatura inicial da coluna 50°C, elevando-se para 200°C, em uma taxa
de 6°C min™', permanecendo nesta temperatura por 4 min. Na segunda rampa de temperatura a
taxa de aumento foi de 2°C.min"! até 240°C, permanecendo por 10 min. A comparacdo dos
tempos de retengdo com padroes de ésteres metilicos foi usada para identificagdo dos acidos

graxos, sendo quantificados pela normatizagao das areas.

3.6. PREDICAO DAS PROPRIEDADES DO BIODIESEL

A predicao das propriedades do biodiesel que pode ser obtido a partir dos 6leos
microalgais foi realizada a partir das propriedades individuais dos metil ésteres de acidos
graxos que compdem os lipidios microalgais produzidos nesse trabalho, tendo como base a

Tabela 1, os procedimentos propostos por Raimondi et al. (2014) e Duarte e Maugeri (2014).
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Para determinar as propriedades individuais de cada metil éster de acido graxo que compde o
biodiesel, foram utilizadas as Equagdes 2, 3, 4 e 5, estabelecidas por Ramirez-Verduzco,

Rodriguez-Rodriguez e Jaramillo-Jacob (2012).

CN, = —7,8 + 0,302+ M, — 20 - D, )
p; = 0,8463 + = +0,0118 - D; (3)
In(v;) = —12,503 + 2,496 - In(M,) — 0,178 - D; )
AHy = 46,19 — 2% — 0,21 - D, (5)
Sendo: l

M;: Massa molar do metil éster de 4cido graxo (g mol™);
D;: Numero de ligacdes duplas presentes no acido graxo;
CN;: Nimero de cetano do 4cido graxo;
p;: Massa especifica do 4cido graxo (kg m?);
v;: Viscosidade cinemética do 4acido graxo (mm?s™);
AH,;: Calor de combustio do 4cido graxo (MJ kg™');
As propriedades do biodiesel estimadas foram: massa especifica, viscosidade
cinematica, indice de saponificagdo, indice de iodo, nimero de cetano e calor de combustao.
A predicao dessas propriedades se deu através das equagdes empiricas 6, 7, 8,9, 10 e 11, de

acordo com os trabalhos de Raimondi et al. (2014) e Khot et al. (2012).

Pmix = %i(Ci * p;) (6)
Vmix = %i(Ci * V) (7)
[Smix = Xi(Cio * 560)/M; (8)
iy = Xi(Cig * Di % 254) /M; 9)
CN,pi = [1,608 * 3(c; * CN))] — 6,747 (10)
AH,... = 49,43 — (0,041 * SN, ;. + 0,015 * II,...) (11
Sendo:

mix. Mistura de ésteres de acido que compoe o lipidio;

Pmix: Massa especifica do biodiesel (kg m?);

c;: Composicdo relativa em massa (fracdo massica) dos 4acidos graxos individuais que
compdem o lipidio;

Ciop: Composigdo relativa em massa (%) dos acidos graxos individuais que compdem o
lipidio;

Vpix: Viscosidade cinematica do biodiesel (mm?s™);

IS, Indice de saponificagdo (mg KOH/g);

I1,ix: Indice de iodo (g 100g™);

CN,,ix: Nimero de cetano;

AH,,;,: Calor de combustdo (MJ kg™!);



Tabela 1-Valores de propriedades individuais dos metil ésteres de acidos graxos relacionados ao perfil de dcidos graxos da microalga
C. calcitrans

Propriedade Simbolo  Unidade C12:0 Cl4:1 Cl16:0 Cle:1 C18:2n6t Cl18:3n6  Cl18:3n3 C18:In9¢  C20:0  C20:1n9
Dupla ligagdo Di - 0 1 0 1 2 3 3 1 0 1
Massa molar M; g mol’! 2143 240,4 270,5 268,4 294,5 292,5 292,5 296,5 326,2 324,5
Numero de cetano CN; - 56,9 44,8 73,9 53,3 41,1 20,5 20,5 61,7 90,8 70,2
Massa especifica pi Kg m 869,1 878,4 864.,4 876,3 886,5 898.,4 898.,4 874,6 861,3 873,2
Viscosidade cinematica Vi mm’ s’! 2,45 2,72 4,37 3,59 3,78 3,11 3,11 4,60 7,00 5,76
Calor de combustéo AH; MJ kg'! 37,82 38,51 39,56 39,30 39,68 39,42 39,42 39,93 40,70 40,45
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4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e Teste de
Tukey a 95% de confianga (p<0,05), ou Teste t a 95% de confianga, conforme a comparacao
realizada entre as diferentes condigdes experimentais testadas. Para tal, foi utilizado o

Statistica 5.0 (Stat Soft Inc., EUA).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. CINETICA DO ACUMULO DE LIPIDIOS E BIOMASSA

Na Figura 1A € mostrado o crescimento celular ao longo do tempo da microalga
C. calcitrans em diferentes condi¢des de cultivo e na Figura 1B a cinética do acimulo de
lipidos. Foi verificado para a condicdo 1 (Figura 1B) que ndo houve diferengas significativas
até o 8° dia no contetdo lipidico, entretanto observou-se uma reducdo significativa no 10° dia
(35,3 £ 3,3%) comparado com o 6° dia de cultivo (43,2 + 1,2%). Os lipidios sdo produzidos
intracelularmente pelas microalgas e sua composicdo pode variar em diferentes fases do
crescimento ¢ no periodo de respiracdo da fase escura da fotossintese (LIN e WU, 2015;
LV et al., 2010, LEE et al., 2011). No 6° dia de cultivo a biomassa atingiu 0,63 + 0,02 g L',
ocorrendo a diminui¢io para 0,37 = 0,04 g L™ no 10° dia de cultivo (Figura 1A).

Na condicao 2 nao foram observadas diferencas significativas ao longo do tempo,
mas este fato pode estar associado aos maiores desvios padrao observados nestes cultivos,
sendo que os valores médios do contetdo lipidico oscilaram entre 35,6 = 3,7% (3° dia) e
40,7+ 3,9 % (10° dia). Nesta condi¢do, também nao foram observadas diferengas
significativas para a biomassa até o 8° dia de cultivo (Figura 1A) atingindo 1,64 + 0,04 g L™,
e no 10° dia de cultivo ocorreu o decréscimo da biomassa para 1,36 + 0,04 g L', ndo
mostrando diferencas quando compararos ao 3° e 6° dia de cultivo, isto também devido aos
maiores desvios observados nestes experimentos.

Quando as duas condi¢des de cultivo testadas foram comparadas quanto ao
conteudo lipidico obtido no mesmo tempo de cultivo, ndo foram observadas diferencas
significativas entre si, porém a condig@o 2 resultou em maior producdo de biomassa em todos
os tempos de cultivo analisados. Desta forma, com o ciclo de fotoperiodo 12C:12E h e
5,61 gL de GR, a microalga foi capaz de produzir maior quantidade de biomassa, enquanto
que com o ciclo de fotoperiodo 24C:0E h e 3,37 gL' de GR, o tempo de exposicio a luz pode

ter sido excessivo, ocasionando fotoinibicao, dificultando o crescimento celular.
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Figura 1 - Acamulo de lipidios e biomassa ao longo do cultivo de C. calcitrans
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*Letras minusculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) ao longo do tempo para a
mesma condigao.

*Letras maitisculas iguais representam que n2o ha diferenca significativa (p>0,05) entre as condigdes para o
mesmo tempo.

*Condicio 1 - Ciclo de fotoperiodo 24C:0E h (Claro:Escuro), concentragdo de 3,37 g L! de GR, concentragdo
de 0,08 g L' de silicato de sodio, concentragdo de 0,0002 g L' de NaNOs e temperatura de 30°C.

*Condicao 2 - Ciclo de fotoperiodo 12C:12E h (Claro:Escuro), concentragdo de 5,61 g L' de GR, concentragio
de 0,14 g L' de silicato de sodio, concentragio de 0,0001 g L' de NaNOs e temperatura de 30°C.

5.2. PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

O perfil de acidos graxos em termos de composicdo de AGS, AGM e AGPI em
microalgas pode ser alterado devido as diferencas nos meios de cultura, condi¢des de cultivo e
idade da cultura (PRATIWI et al., 2009).

Na condigdo 1, verifica-se que maior porcentagem de AGS foi atingida em 8 e
10 dias, com 18,4 + 3,7% e 19,4 + 1,4%, respectivamente, ndo diferindo significativamente
entre si (Figura 2), enquanto que a condi¢do 2, nos mesmos tempos, resultou em 10,5 £ 1,07%
e 10,0 £ 1,47% de AGS, respectivamente (Figura 2). Comparando as condigdes nestes

mesmos tempos, diferenga significativa quanto ao percentual de AGS foi observada. Nos
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tempos de 3 e 6 dias, o acimulo de AGS foi menor quando comparado com os tempos de 8 e
10 dias, para as duas condi¢des de cultivo testadas.

Dentre os AGS produzidos, destaca-se o acido palmitico (C16:0). Este acido ¢ o
precursor dos outros acidos graxos de cadeias longas saturados ¢ insaturados. Este acido
graxo ¢ caracteristico das Bacillariophyceae, que apresentam geralmente elevado teor de
acido palmitico (LEE et al.; 2011; SERASPE et al.; 2014). A formagdo de acido palmitico
esta relacionada ao armazenamento de energia celular. Portanto, este acido € sempre
encontrado em todos os estadgios de crescimento. Observando a Tabela 2, na condi¢do 1 o
maior percentual de acido palmitico foi obtido em 10 dias de cultivo (17,2 = 1,5%), nao
diferindo significativamente de 8 dias de cultivo (16,0 £ 4,3%), entretanto em 8 dias de
cultivo a biomassa obtida foi inferior a obtida em 6 e 3 dias de cultivo (Figura 1). Estes
valores de acido palmitico foram superiores aos obtidos nos mesmos tempos de cultivo para a
condicao 2 (com 7,7 = 1,0% e 7,5 = 1,5%, respectivamente). E na condigao 2, maior biomassa
foi atingida em 8 dias (1,64 + 0,04 g L), quando comparada com 10 dias (1,36 £ 0,04 g L) e
com a condi¢do 1 nos mesmos tempos de cultivo (0,43 = 0,06 g L' e 0,37 + 0,04 g L),
respectivamente (Figura 1).

Figura 2 - Proporgdes relativas (% do total de 4cidos graxos) de acidos graxos saturados
(AGS), acidos graxos monoinsaturados (AGM) e acidos graxos poli-insaturados (AGPI) de
C calcitrans para as condi¢desl e 2.1 AGS,| | AGM, & AGPL.
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*Letras minusculas iguais representam que nao ha diferenca significativa (p>0,05) ao longo do tempo para a
mesma condigdo.

*Letras maiusculas iguais representam que nao ha diferenca significativa (p=>0,05) entre as condi¢des para o
mesmo tempo.

*Condicio 1 — Ciclo de fotoperiodo 24C:0E h (Claro:Escuro), 3,37 g L'! GR, 0,08 g L"! silicato de sodio, 0,0002
g L! nitrato de sodio e temperatura de 30°C.

*Condicdo 2 — Ciclo de fotoperiodo 12C:12E h (Claro:Escuro), 5,61 g L'! GR, 0,14 g L silicato de sodio,
0,0001 g L! nitrato de sodio e temperatuara de 30°C.
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Quanto aos AGM, em 8 e 10 dias de cultivo foram obtidos os maiores percentuais
de AGM para a condi¢cdo 1, que foram de 58,1 = 1,23% e 57,6 £ 0,9%, respectivamente,
diferindo dos valores obtidos em 3 ¢ 6 dias de cultivo. Para a condicao 2, os valores foram de
64,6 + 6,3% e 63,4 + 4,7%, respectivamente, ndo mostrando diferencas significativas entre si,
entretanto sendo menores que os encontrados em 6 dias de cultivo (Figura 2).

Nos AGM, a maior producao foi dos acidos tetradecenoico (C14:1) e palmitoleico
(C16:1). Para a condigao 1, o &cido tetracenoico (C14:1) foi obtido em maior propor¢dao nos
tempos de 8 e 10 dias, com 24,7 + 2,8% e 25,3 + 3,3% (Tabela 2), enquanto que o acido
palmitoleico (C16:1) ndo mostrou diferencas significativas para todos os tempos analisados
(3, 6, 8 e 10 dias), com valores de 28,5 + 2,2%, 29,0 £ 1,1% 28,6 = 2,5% e 27,5 + 2,8%,
respectivamente (Tabela 2). Para a condicao 2, o acido tetradecenoico (C14:1) passou de
14,2+ 5,7% ( tempo 3 dias ) para 30,1 + 3,6%, (tempo 6 dias), sendo que os tempos de
8 e 10 dias ndo diferiram estatisticamente do tempo 6 dias. A producao do &cido palmitoleico
(C16:1) nao mostrou diferencas significativas nos tempo 3 e 6 dias, com 58,5 + 3,8% e
53,4 + 3,0%, respectivamente, porém decresceram para 41,9 = 0,5% (8 dias) e 41,7 + 3,8%
(10 dias) (Tabela 2).

Quando comparada as condigdes 1 e 2 (Tabela 2), verifica-se que a producao do
acido tetradecenoico (C14:1) ndo mostrou diferengas significativas nos 8° e 10° dias de
cultivo, enquanto que para o acido palmitoleico (C16:1) a condi¢ao 2 proporcionou maiores
teores em todos os tempos analisados, mostrando-se a condicdo 2 mais interessante para a
producdo desse acido (praticamente o dobro) em relagao a condigao 1.

Em relagao aos AGPI, verifica-se que a condigdo 1 proporcionou maiores
conteudos de AGPI nos tempos 3 e 6 dias, que ndo diferiram entre si, € nesses tempos o0s
percentuais de AGPI foram de 45,3 + 6,1% e 44,8 = 3,2% (Figura 2). Na condigdo 2, ao
contrario, maiores valores foram encontrados em 8 e¢ 10 dias de cultivo (24,8 = 5,5 ¢

26,6 £ 3,45, respectivamente).
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Tabela 2 - Perfil de acidos graxos (%) ao longo do cultivo de C. calcitrans em diferentes condi¢des

Composigdo relativa de acidos graxos (%)

Condigdo 1 Condigao 2
Acido graxo 3d 6d 8d 10d 3d 6d 8d 10d
Acido graxo saturado (AGS)
C12:0 (Laurico) 1,6 048 1,7+0,3 B 1,4+0,2%8 1,1<0,01 =8 2,840,154 3,5+0,5%4 2,8+0,4%4 2,540,154
C16:0 (Palmitico) 6,7+ 1,44 9,8+0,6 >4 16,0 +4,3 2> A 172+1,5%4 2,6+0,4%8 1,9+0,5%8 7,7+1,0%8 7,5+1,5%8
C20:0 (Araquidico) : - 1,0£0,4° L1£0,2° - - - -
Acido graxo monoinsaturado (AGM)
C14:1 (Tetradecenoico) 14,0£6,2 >4 12,0+£0,9>B 24,74+2,8 A 253+3,3 »A 142+57%4 30,1 +3,6%4 22,7+6,1%%A  21,7+2,1354
C16:1 (Palmitoleico) 28,5+2,2 B 29,0+1,1 »B 28,6+2,5%8 27,5+28%8B 58,5+£3,8%A  534+30%A 41,9+0,5%4 41,7+£3,8%4
C18: 1n9c¢ (Oleico) 39+3,6° 2,7+0,5° 35+0,6° 3,6+0,5° - - - -
C20:1n9 (Eicosenoico) - - L1£0,6° 1L1£03° - - - -
Acido graxo poli-insaturado (AGPI)
C18:2n6t (Linoleico) 12,0+2,8%4 11,8+£1,4304 8,6 £1,4 &b A 7,4+0,75%A 3,1+£0,1%B 2,0+£0,2%8 6,5+2,6 %04 7,8+23%A
C18:3n6 (y - linolénico) 272+54%4 272+42 A 11,5+2,1 »A 11,8+£2,15%4 47+0,8%8 2,0£0,7%8 12,5+£2,7%4 12,7+£4,5%4
C18:3n3 (o — linolénico) 6,1+£0,6*8 58+03%8B 3,6+£0,4%8 3,904 %8 11,8+0,5*4  6,7+0,5%4 5,8+04 534 6,1 £1,3%4

*Letras minusculas iguais representam que néo ha diferenca significativa (p>0,05) entre os tempos de cultivo para o mesmo acido graxo, na mesma condigdo de cultivo.
*Letras maiusculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre as condi¢des de cultivo, para o mesmo acido graxo, no mesmo tempo de cultivo.

- Nio detectado

*Condicao 1 - Ciclo de fotoperiodo 24C:0E h (Claro:Escuro), concentragdo de 3,37 g L! de GR, concentragdo de 0,08 g L! de silicato de sodio, concentragdo de 0,0002 g L*!

de NaNOj; e temperatura de 30°C.

*Condicio 2 - Ciclo de fotoperiodo 12C:12E h (Claro:Escuro), concentragio de 5,61 g L! de GR, concentragdo de 0,14 g L! de silicato de sodio, concentragdo de 0,0001 g L
-1 de NaNO; e temperatura de 30°C.
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Para os AGPI, observa-se na Tabela 2, para a condi¢do 1, que os maiores
percentuais foram obtidos nos tempos de 3 e 6 dias para todos AGPI identificados, sendo eles:
o acido linoleico (C18:2 n6t), com 12,0 + 2,8% (3 dias) e 11,8 + 1,4% (6 dias ); o acido
y-linolénico (C18:3n6), com 27,2 + 54% e 27,2 + 4,2%, respectivamente; ¢ o acido
a-linolénico (C18:3n3), com 6,1 = 0,6% e 5,8 + 0,3%, respectivamente. Esses tempos de
cultivo correspondem aqueles em que foram alcangadas maiores biomassas nesta condi¢do de
cultivo (Figura 1). Desta forma, em 6 dias de cultivo, esta biomassa pode constituir
importante fonte de acido y—linolénico. Para a condigdo 2 ,os 4cidos linoleico (C18:2 n6t) e
v-linolénico (C18:3n6) foram produzidos em maiores propor¢gdes nos tempos maiores, com
6,5 +2,6% e 7,8 +2,3% para o acido linoleico (C18:2 n6t), e 12,5 +2,7% e 12,7 = 4,5% para
o acido y-linolénico (C18:3n6), nos tempos de 8 e 10 dias, respectivamente. Para o acido
a-linolénico (C18:3n3), o maior acumulo foi de 11,8 + 0,5% em 3 dias de cultivo.

A biossintese de AGPI de cadeia longa € iniciada a partir de 4cido oleico (18:1),
sendo que este pode atuar como substrato para a formagdo do 4cido graxo de cadeia longa,
que envolve uma série de processos de dessaturagdo e alongamento da cadeia de carbono
catalisada pelas enzimas dessaturase e elongase (PRATIWI et al, 2009;
BELIGON et al., 2016). Na sequéncia de formagdo de AGPIL, o 4cido linoleico (C18:2) atua
como precursor dos acidos graxos dmega 6 (w6) e como substrato para a formagao do acido
linolénico (18:3) que por sua vez ¢ precursor da sintese de acidos graxos dmega 3 (®3). Foi
observada que a biossintese de acidos graxos na condigdo 1, a medida que diminui a
propor¢ao do acido oleico, tem-se o aumento do acido linoleico e consequentemente as
devidas proporg¢des dos acidos a e y-linolénico ao longo do tempo de cultivo de C. calcitrans
(Tabela 2).

Lee et al. (2011) avaliaram cinco espécies de microalga para a producdo de
lipidios utilizando o meio f/2 e ciclo de fotoperiodo 12C:12E h, incluindo C. calcitrans, e
verificaram que as 5 microalgas mostraram aumento do acido palmitico durante a fase
estacionaria, sugerindo que a microalga utiliza os 4cidos graxos insaturados como fonte de
energia e acumula acido graxo saturado quando ha deficiéncia de nutrientes no meio. Tal
afirmativa estd de acordo com o comportamento da microalga C. calcitrans demonstrado na
condi¢do 1 (Tabela 2), em que pode se observar que a partir do 8° dia de cultivo h4 o aumento
nas propor¢oes de AGS e diminuigdo de AGPI.

Os resultados obtidos sdo bastante promissores, em particular os obtidos na
condicdo 1, ja que os AGS e AGMI sdo adequados para a conversdo em biodiesel

(LEE et al., 2011; GAO;YANG; WANG, 2013), enquanto que os AGPI, como linoleico
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(C18:2n6t) e y-linolénico (C18:3n6), conhecidos como 4acidos graxos essenciais (w6 e ®3),

nao podem ser sintetizados pelo organismo humano, sendo importantes para a alimentagao.

5.3. A PREDICAO DAS PROPRIEDADES DO BIODIESEL

Para a predicdo das propriedades do biodiesel, embora a Tabela 3 apresente os
resultados das propriedades estimadas do biodiesel para o perfil de 4cidos graxos produzidos
ao longo do tempo pela microalga C. calcitrans nas condicdes 1 e 2, e a maior parte dos
parametros estarem dentro dos limites estabelecidos pelas normas ASTM-D6751 (EUA),
EM 14213 e EM 14214 (Europa) e ANP (Brasil) para comercializacdo do biodiesel, foi
estabelecido o tempo de 8 dias de cultivo para a discussao dos resultados em fungdo das
maiores proporc¢oes observadas para AGS e AGM.

Com os dados obtidos do perfil de acidos graxos para as condigdes 1 e 2, no
tempo de 8 dias de cultivo, através da Tabela 2, e com as equagdes empiricas (6 a 11) e
utilizando o principio da regra das misturas, foi possivel predizer as propriedades do
biodiesel, que servem como parametros importantes para prever a qualidade do
biocombustivel (RAMIREZ-VERDUZCO; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ;
JARAMILLO-JACOB, 2012; DUARTE; MAUGERI, 2014; CERIANE et al., 2007). A
Tabela 3 mostra os valores limites de propriedades do biodiesel estabelecidos pelas normas
vigentes ASTM-D6751 (EUA), EM 14213 ¢ EM 14214 (Europa) e ANP (Brasil) para
comercializacdo do biodiesel e apresenta os resultados das propriedades estimadas do
biodiesel para os lipidios produzidos ao longo do tempo pela microalga C. calcitrans nas
condi¢oesl e 2.

O namero de cetano (CN) ¢ um nimero adimensional para o diesel assim como o
indice de octano € para a gasolina, estando associado com o tempo de atraso de ignicdo, isto &,
o tempo entre a injecdo de combustivel e o inicio da igni¢cdo. Quanto maior o NC de um
combustivel, menor ¢ o atraso entre a sua inje¢do e o inicio da combustdo, sendo um dos mais
importantes indicadores da qualidade do biodiesel. Verifica-se que o valor do NC da
condi¢dol (46,63 + 0,89) esta dentro dos limites padrdes das normas ASTM D6751 e da ANP
255/2003 que, de acordo com a Tabela 3, requerem um CN minimo de 45 (Brasil) e
47 (EUA). Na condi¢do 2 foi estimado o valor de CN de 42,36 + 0,61, portanto um pouco
abaixo do recomendado pelas normas citadas. Este resultado esta diretamente ligado as

maiores fragdes de AGS obtidos pela C. calcitrans na condigdo 1 de cultivo.
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Tabela 3 - Valores de propriedades estimadas do biodiesel para as condi¢des 1 e 2 ao longo

do tempo para a microalga C. calcitrans.

Tempo Condicao 1 Condigao 2 Norma*
Numero de cetano ASTM D6751 Min 47

3 46,62 +0,89 A 42,36 +0,61*B EM 14213 --
6 46,62 +0,89 >4 42,36 +0,61*B EM 14214 Min 51

46,63 +0,89 >4 42,36 +0,61*B ANP 255/2003 Min 45
10 46,62 +£0,89 A 42,36 +0,61*B

Massa especifica (kg m~)
3 884,54 £ 0,64 %4 859,68 £ 34,78 »A ASTM D6751 -
6 883,77 £1,22%4 878,63 +£0,03*B EM 14213 860 — 900
8 881,19+£3,91>4 880,14 £ 1,79 *4A EM 14214 860 —900
10 860,11 +£32,07>4 880,67 £ 0,48 »4 ANP 255/2003 --
Viscosidade (mm?s™)
3 3,66+ 0,014 3,36+0,01%8 ASTM D6751 1,6 — 6,0
6 3,66+ 0,014 3,36+0,01%8 EM 14213 3,5-5,0
8 3,66+ 0,014 3,36+0,01%8 EM 14214 3,5-5,0
10 3,66 +0,01%4 3,35+0,01*B ANP 255/2003 --
Indice de iodo (g 100 g)
3 152,54 £ 8,11 4 118,90 + 4,42 2B ASTM D6751 --
6 148,80 £ 7,2 &A 108,63 £ 0,34 >B EM 14213 Max 130
8 111,61 +6,94 4 122,65 £ 5,43 &4 EM 14214 Max 120
10 110,29+ 5,108 124,69 + 3,64 &4 ANP 255/2003 --
indice de saponificagio (mg KOH/g)
3 204,16 3,02 >4 205,19 +£9,15 %A --
6 203,92 +0,81 >B 216,04 £ 0,90 &4 --
8 209,99 + 0,95 &4 211,09 + 2,39 &4 --
10 209,47 +0,82 &4 210,47 £ 1,00 &4 --
Calor de combustdo (MJ kg™

3 38,77+ 0,04 >4 39,23 £0,44 4 ASTM D6751 --
6 38,83+0,07 >4 38,940,034 EM 14213 Min 35
8 39,14 £ 0,06 >4 38,930,028 EM 14214 --
10 39,18 £0,06 >4 38,93+0,01»B ANP 255/2003 --

*Letras mintsculas iguais representam que nio ha diferenga significativa (p>0,05) ao longo do tempo para a mesma condigdo
e propriedade estimada.

*Letras maiusculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre as condigdes de cultivo para cada
propriedade estimada e tempo fixo.

*Condi¢iio 1 - Ciclo de fotoperiodo 24C:0E h (Claro:Escuro), concentragdo de 3,37 g L' de GR, concentragdo de 0,08 g L!
de silicato de sodio, concentragdo de 0,0002 g L' de NaNOs e temperatura de 30°C.

*Condi¢iio 2 - Ciclo de fotoperiodo 12C:12E h (Claro:Escuro), concentragdo de 5,61 g L' de GR, concentragio de 0,14 g L'!
de silicato de sodio, concentragdo de 0,0001 g L' de NaNO3 e temperatura de 30°C.

*ASTM D6751 — Norma vigente nos EUA

* EM 14213 e EM 14214 — Normas vigentes na Europa

*ANP 255/2003 — Norma vigente no Brasil

Embora os indices de iodo para ambas as condi¢des de cultivo estejam dentro dos

limites estabelecidos para esse pardmetro, a condicdo 1, com 111,61 £ 6,94 gp 100g™,
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resultaria em um biodiesel menos suscetivel a oxidac¢ao pelo oxigénio em fungdo das maiores
proporc¢des de AGS (18,4 + 1,6%), quando comparada a condigdo 2 (10,5 £ 1,1% de AGS),
conforme Figura 1. O indice de iodo refere-se a tendéncia de biodiesel para reagir com
oxigénio a temperatura ambiente, estd relacionado com a presenca de duplas ligagdes na
cadeia de alguns compostos graxos. O baixo indice de iodo indica menor susceptibilidade de
oxidacao pelo oxigénio (DUARTE; MAUGERI, 2014).

A viscosidade cinemadtica para o biodiesel resultante da condicdo 1 foi de
3,66 £ 0,01 mm? s™!, e para condigdo 2 foi de 3,36 £ 0,01 mm? s!, esta tltima se enquadrando
apenas na norma ASTM D6751 (Tabela 3). Tal propriedade esta relacionada a resisténcia do
fluido ao escoamento, sendo importante para garantir o funcionamento dos sistemas de
injecao e bombas de combustiveis (ZUNIGA et al., 2012).

A massa especifica do biodiesel estd diretamente ligada com a estrutura molecular
das suas moléculas. Quanto maior o comprimento da cadeia carbonica do alquiléster, maior
sera a massa especifica. No entanto, este valor decrescera quanto maior for o niimero de
insaturagdes presentes na molécula (LOBO; FERREIRA, 2009). Neste trabalho, a massa
especifica ndo mostrou diferencas significativas para ambas as condi¢des de cultivo, sendo a
massa especifica obtida para a condi¢do 1 de 881,19 + 3,91 kg m™ e para a condi¢do 2 de
880,14 + 1,79 kg m™. Com relacdo as porcentagens de AGM, estes nio mostraram diferencas
significativas entre as condigdes 1 e 2, apresentando 58,1 + 1,23% e 64,6 £ 6,3%,
respectivamente, (Figura 2). Para os AGPI, também ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente, sendo a condicdo 1 com 23,8 + 2,2% e a condicdo 2 com 24,8 + 5,5%
(Figura 2).

Para o indice de saponificacdo, nao ha valores limites, no entanto altos indices de
saponificagdo podem prejudicar o rendimento da reacdo pela formagdo de sais de acidos
graxos promovidas pelo catalisador béasico e presenga de dgua na matéria prima. Quanto
maior o indice de saponificacao, maior a quantidade de catalisador necessario. Neste trabalho,
o indice de saponificacdo das diferentes condi¢cdes de cultivo ndo foram diferentes entre si.

O calor de combustdo para a condigaol foi 39,19 + 0,07 MJ kg™ e para a condigdo
2 foi 38,93 £ 0,01 MJ kg'!, valores dentro dos padrdes estabelecidos pela norma EM 14213,

que ¢ de no minimo 35 MJ kg™
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho o acimulo de lipidios por C. calcitrans em diferentes condigdes de
cultivo foi avaliado. Verificou-se que o contetdo lipidico ndo variou ao longo dos tempos de
cultivo analisados, bem como entre as condi¢des de cultivo. Entretanto o perfil de acidos
graxos mudou, tanto em relagdo ao modo de cultivo como em relacdo ao tempo de cultivo,
com variagdes expressivas nos percentuais de AGM, AGS e AGPI, bem como nos acidos
graxos individuais, observando-se a ocorréncia principalmente dos acidos palmitico (C16:0),
tetradecenoico (C14:1), palmitoleico (C16:1) e y-linolénico (C18:3n6).

Este fato implica que a mudanca das condi¢des de cultivo, incluindo o tempo de
cultivo, pode resultar em biomassa com caracteristicas diferenciadas, que pode, por exemplo,
ser aplicada como fonte do 4cido graxo essencial y-linolénico e fonte de acido palmitoleico,
importantes na industria de alimentos, farmacos e cosméticos.

No caso especifico do biodiesel, a condicdo 1 (ciclo de fotoperiodo 24C:0E h,
concentragio de 3,37 g L' de GR, concentracdo de 0,08 g L' de silicato de sddio e
concentragdo de 0,0002 g L' de NaNO3) para um tempo de cultivo de 8 dias, proporcionou
biomassa com propor¢des interessantes de AGS e AGM, o que resultaria, de acordo com a
predicao das propriedades fisico-quimicas, em um biodiesel que atenderia as exigéncias das

normas brasileira, europeia € americana.
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RUPTURA CELULAR DE Chaetoceros calcitrans POR MICRO-ONDAS E ULTRASSOM
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RESUMO

Os métodos de ruptura celular vém sendo investigados na extragdo de lipidios da biomassa de
microalgas, uma vez que ao romper a parede celular do micro-organismo, os lipidios
intracelulares tém sua extragdo facilitada, entretanto a demanda energética ¢ importante para a
escolha do método. Por outro lado, deve-se também considerar os solventes empregados tanto
na ruptura quanto na extragdo lipidica, principalmente pelos problemas relacionados aos
possiveis danos ambientais, fazendo com que seja preferivel o uso de solventes que
proporcionem menor toxidade e que sejam empregados em menores quantidades. Neste
contexto, este trabalho investigou o efeito dos métodos de ruptura celular por micro-ondas e
ultrassom e o efeito de diferentes misturas de solventes na extracdo de lipidios a partir da
biomassa de Chaetoceros calcitrans obtida de cultivo mixotrofico em meio contendo glicerol
residual como fonte de carbono adicional. Para a obtengdo da biomassa, o cultivo Foi
conduzido em estufa com fotoperiodo, com irradidncia de 3000 Ix (40,5 umol m? s™), aeracio
constante de 0,2 L min™!, concentracio inicial de biomassa de C. calcitrans de 0,55 g L,
temperatura de 30°C e ciclo de fotoperiodo 12C:12E h (Claro:Escuro). Ao término do cultivo
a biomassa foi liofilizada e posteriormente foram realizadas as rupturas, testando diferentes
tempos de exposicdo ao micro-ondas (40, 105 e 300 s) e ao ultrassom (5, 10 e 20 min), sendo
os lipidios extraidos pelo método de Bligh e Dyer. O perfil de 4cidos graxos foi determinado
por cromatografia gasosa. As duas técnicas de ruptura celular aplicadas a biomassa foram
eficientes, a ruptura por ultrassom (5 min) resultando em 24,6 + 1,3% de lipidios, e por micro-
ondas (40 s) resultando em 24,2 + 0,9% de lipidios, ndo mostrando diferengas entre si, € nem
em relacdo ao controle (24,2 + 1,0%). No entanto, 0 método por ultrassom ocasionou menor
gasto de energia do que o por micro-ondas. Com relagao ao perfil de acidos graxos, os dois
métodos de ruptura resultaram na mudanca do perfil de acidos graxos, com aumento nos
percentuais de acidos graxos saturados de 7,7% (controle) para 16,6% (micro-ondas) e 15,5%
(ultrassom), e poli-insaturados de 12,8% (controle) para 22,8% (micro-ondas) e 21,8%
(ultrassom), sendo que para os dacidos graxos monoinsaturados houve diminuicdo nos
percentuais de 79,5% (controle) para 60,6% (micro-ondas) e 62,7% (ultrassom). Dentre os
solventes  utilizados para a extracdo de lipidios, os sistemas utilizando
Etanol-Cloroformio-Agua (4:4:3,6 v/v) e Metanol-Diclorometano-Agua (4:4:3,6 v/v)
apresentaram maior extratibilidade, com 90,7% e 89,8%, respectivamente. Embora o sistema
utilizando  Etanol-Diclorometano-Agua (1:1:2 v/v) tenha resultado em 54,9% de
extratibilidade, este deve ser considerado quando se trata de producdo em larga escala em
funcao da diminuigdo das quantidades de solvente utilizados.

Palavras-chave: Ultrassom. Micro-ondas. Solventes. Microalgas.
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ABSTRACT

Cell rupture of Chaetoceros calcitrans by micro-waves and ultrasound for lipid
extraction

The cell disruption methods have been investigated in the lipid extraction of the microalgae
biomass, since when breaking the cell wall of the microorganism, the intracellular lipids have
their extraction easier, however the energy demand is important for the choice of method. On
the other hand, it is also necessary to consider the solvents used in both the disruption and the
lipid extraction, mainly due to the problems related to possible environmental damages,
making it preferable to use solvents that provide less toxicity and are used in smaller
quantities. In this context, this work investigated the effect of microwave and ultrasonic cell
disruption methods and the effect of different solvent mixtures on lipid extraction from
Chaetoceros calcitrans biomass obtained from mixotrophic culture in a medium containing
crude glycerol as a source of organic carbon. To obtain the biomass, the cultivation was
performed an incubater with photoperiod with irradiance of 3000 Ix (40.5 pmol m? s,
constant aeration of 0.2 L min’!, initial biomass concentration of C. calcitrans of 0.55 g L',
temperature of 30°C and photoperiod regime 12L:12D h (Light:Dark). At the end of the
cultivation the biomass was lyophilized and the disruption were performed, testing different
exposure times to the microwave (40, 105 and 300 s) and the ultrasound (5, 10 and 20 min),
and the lipids were extracted by the method of Bligh and Dyer. The fatty acid profile was
determined by gas chromatography. The two techniques of cell disruption applied to biomass
were efficient, the ultrasonic disruption (5 min) resulting in 24.6 + 1.3% lipids, and the
microwave disruption (40 s) resulting in 24.2 + 0.9% lipids, showing no differences between
them, nor with the control (24.2 + 1.0%). However, the ultrasonic methods caused less energy
expenditure than the microwave. In relation to the fatty acid profile, the two methods of
disruption resulted in a change in the fatty acid profile, with an increase in saturated fatty
acids from 7.7% (control) to 16.6% (microwave) and 15.5% (ultrasound), and polyunsaturated
fatty acids from 12.8% (control) to 22.8% (microwave) and 21.8% (ultrasound), while for
monounsaturated fatty acids a significant reduction from 79.8% (control) to 60.6%
(microwave) and 62.7% (ultrasound) was observed. Among the solvents used for the
extraction of lipids, the systems using Ethanol-Chloroform-Water (4:4:3.6 v/v) and
Methanol-Dichloromethane-Water (4:4:3.6 v/v) resulted an extractability of 90.7% and
89.8%, respectively. Although the system using Ethanol-Dichloromethane-Water (1:1:2 v/v)
resulted in 54.9% of extractibility, this should be considered when dealing with large-scale
production due to the decrease in solvent amounts used.

Keywords: Ultrasound. Microwave. Solvents. Microalgae.



118



119

1. INTRODUCAO

Hoje, ha grande interesse na producdo de microalgas em fun¢do do seu potencial
para producdo de uma variedade de metabodlitos como carboidratos, lipidios, farmacos,
pigmentos e enzimas. Além disso, podem ser aplicadas na produg¢do de biodiesel
(LEE et al., 2011).

Muitas pesquisas tém seu foco na produgdo de lipidios por microalgas uma vez
que sua biomassa ¢ rica em acidos graxos saturados e insaturados (RYCKEBOSCH;
MUYLAERT; FOUBERT, 2012; LI et al., 2014) e, dependendo das proporcdes destes,
constitui uma fonte sustentavel tanto para utilizagdo em alimentos quanto para a industria de
biocombustiveis (SPOLAORE et al., 2006; LEE et al., 2011). No entanto, na obtengdo de
lipidios de microalgas ¢ importante levar em consideracdo as técnicas de ruptura celular, uma
vez que esses sao produzidos intracelularmente. A escolha do método de ruptura celular deve
manter a integridade da matéria prima de interesse, bem como deve ser considerada a
demanda de energia envolvida (LEE et al, 2012; HALIM et al, 2012;
VISWANATHAN et al., 2012). Outro aspecto que deve ser considerado na extragdo de
lipidios ¢ o solvente utilizado, pois frequentemente sao considerados toéxicos ao ser humano,
com danoso impacto ambiental (RYCKEBOSCH; MUYLAERT; FOUBERT, 2012;
BALASUBRAMANIAN; DOAN; OBBARD, 2013).

Atualmente, varias técnicas de ruptura celular tém sido utilizadas, como ruptura
por moinhos de bolas, autoclave, altas pressdes, choque osmotico, ultrassom e micro-ondas
(LEE et al, 2010; MA et al., 2014). As extragOes assistidas por ultrassom e micro-ondas sao
conhecidas como técnicas eficientes de extracao que reduzem o tempo de execucao, possuem
rendimentos crescentes ¢ mantém a qualidade dos extratos (LEE et al, 2010;
MCMILLAN et al., 2013).

Na ruptura celular por ultrassom, através do fendmeno de cavitagao, sao formadas
bolhas de cavitagdo que, ao se agitarem, explodem, aumentando a pressdo e a temperatura do
tecido adjacente, promovendo a ruptura da parede celular, liberando os compostos soluveis,
aumentando a transferéncia de massa e facilitando o acesso de solvente ao contetido celular
(CRAVOTTO et al.,, 2008; MA et al.; 2014). Na ruptura celular por micro-ondas, os sinais de
corrente se alternam com frequéncias entre 0,3 e 300 GHz, transformando energia
eletromagnética em calor com a polaridade dos compostos (PAN et al., 2016). A eficiéncia da

ruptura por ultrassom e micro-ondas geralmente depende da estrutura, do contetido lipidico,
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do material a ser analisado e das condi¢cdes de micro-ondas ¢ de ultrassom utilizadas
(CRAVOTTO et al., 2008; LEE et al., 2010; MA et al., 2014).

Por outro lado, embora os métodos a base de cloroformio e metanol terem sido
desenvolvidos para a extra¢do de lipidios neutros como triacilglicerdis (TAG), eles também
sdo adequados para extrair os lipidios polares. Por possuirem as maiores eficiéncias de
extracdo, os métodos de Bligh e Dyer (1959) e de Folch e Lees (1957) podem ser
considerados padrdes para a extragdo lipidica em laboratorio. No entanto, a toxicidade do
cloroférmio e do metanol ¢ inadequada para a extracdo em larga escala, devido aos danos
ambientais e a satde, o que torna necessario e imprescindivel comparar as efici€éncias de
outros sistemas solventes (SHENG; VANNELA; RITTIMANN, 2011). Com este intuito,
pesquisas vém sendo desenvolvidas com o objetivo de substituir os solventes
convencionalmente utilizados na extragao de lipidios (GRIMA et al., 1994; FAJARDO et al.,
2007; SHENG; VANNELA; RITTIMANN, 2011; RYCKEBOSCH; MUYLAERT;
FOUBERT, 2012).

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar as técnicas de ruptura
celular por micro-ondas e ultrassom na recuperacao de lipidios de Chaetoceros calcitrans
cultivada em condigdes mixotrdficas, comparando com o método convencional de Bligh e
Dyer. Também busca-se avaliar diferentes misturas de solventes, visando diminuir a toxidade

e 0 consumo dos mesmos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. MICROALGA

Nos experimentos foi utilizada a microalga marinha Chaetoceros calcitrans,
cedida pelo Laboratério de Biologia Marinha e Biomonitoramento (LABIOMAR) da
Universidade Federal da Bahia — UFBA (Salvador, Bahia).

2.2. GLICEROL RESIDUAL

O glicerol residual (82,09% de pureza) foi fornecido pela empresa BS BIOS

Industria e Comércio de Biodiesel Sul Brasil S/A, localizada em Passo Fundo/RS, sendo o

coproduto da transesterificacdo de 6leo de soja e metanol em catalise alcalina.
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2.3. AGUA MARINHA

A é4gua marinha foi coletada na Estacdo Marinha de Aquicultura (EMA - FURG),
localizada no Balnedrio Cassino (Rio Grande-RS). Antes de ser adicionada ao meio de
cultivo, a agua foi filtrada e a salinidade foi ajustada em 28 ups (unidades por salinidade),

utilizando salindmetro manual (Biobrix, Modelo 211, Brasil).

2.4, PREPARO DO INOCULO

Para o preparo do inoculo foi utilizado o meio Conway (WALNE, 1966),
constituido por 4gua marinha natural com salinidade ajustada em 28 ups acrescida de solu¢do
principal (2 mL L), solucdo de silicatos (2 mL L) e solug¢do de vitaminas (0,1 mL L™).

A solugdo principal foi preparada com os seguintes componentes (g L)
45 C1oH1408Na2.2H>0; 33,6 H3BOs3; 100 NaNOs; 0,36 MnCh.4 H>O; 1,3 FeCls.6H2O;
20 NaH>P0O4.2H>0; 1 mL de solugdo tragos de metais contendo 21 ZnCly, 20 CoCl,.6H>0,
9 (NH4)6M07024.4H20 e 20 CuSO4.5H>0.

A solucio de silicato de sodio adicionada ao meio continha 70 g L' de
Na,0Si0,.nH,0.

A solugdo de vitaminas foi preparada com os seguintes componentes (g L)

0,05 Vitamina B> e 1 Vitamina B;.

2.5. CONDICOES DE CULTIVO DO MICRO-ORGANISMO

A microalga Chaetoceros calcitrans foi cultivada em frascos Elenmeyer de 2 L,
contendo 1800 mL do meio Conway (WALNE, 1966), utilizando 4gua marinha com ajuste de
salinidade de 28 ups. Os frascos foram dispostos em uma estufa com fotoperiodo (Eletrolab
EL-202, Brasil) e ciclo 24C:0E h (Claro:Escuro), a iluminagdo foi proporcionada por
lampadas fluorescentes do tipo luz do dia, com irradidncia de 3000 Ix (40,5 pmol m? s™),
sendo realizada a inje¢do direta e constante de ar atmosférico na vazio de 0,2 L min™', através
de um sistema de bomba do tipo aquério e filtro de 1a de vidro para manter a esterilidade do
ar. A temperatura foi mantida em 24 + 1°C. O cultivo foi interrompido quando a concentragao

de biomassa atingiu 0,55 g L', conforme estabelecido por Nogueira (2013).
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3. CULTIVO NOS FOTOBIORREATORES
3.1. INOCULO

O volume de inoculo adicionado correspondeu a 10% do volume de meio estéril

(SOARES, 2010), utilizando meio Conway.

3.2. CONDICOES DE CULTIVO

O micro-organismo foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 2 L, cada um
contendo 1800 mL do meio Conway (Walne, 1966) com modificagdes, preparado com agua
marinha com ajuste de salinidade em 28 ups, acrescido de 5,61 g L' de glicerol residual (GR)
e com concentracdo da solugdo de silicatos modificada para 0,014 g L' e concentragio de
nitrato de sddio modificada para 0,0001 g L. Os frascos foram dispostos em uma estufa com
fotoperiodo (Eletrolab EL-202, Brasil), utilizado o ciclo de 12C:12E h (Claro:Escuro) e
temperatura de 30°C, sendo que essas condigdes foram estabelecidas em fungdo do perfil de
acidos graxos obtido no artigo II deste trabalho e pelo ciclo de fotoperiodo ser mais proximo
das condi¢cdes ambientais, diminuindo os gastos com energia elétrica. A iluminacao foi
proporcionada por lampadas fluorescentes do tipo luz do dia, com irradidncia de
3000 Ix (40,5 pmol m? s), sendo realizada a injecdo direta e constante de ar atmosférico na
vazdo de 0,2 L min™!, através de um sistema de bomba do tipo aquario e filtro de 13 de vidro
para manter a esterilidade do ar. A concentragdo inicial de biomassa para a microalga
C. calcitrans foi de 0,55 g L™, conforme estabelecido por Nogueira (2013). Ao término de

10 dias de cultivo a biomassa foi liofilizada e moida.

4. RUPTURA CELULAR
4.1. RUPTURA CELULAR QUIMICA

Como pré-tratamento da biomassa para a extrag@o de lipidios, a ruptura celular foi
realizada tomando-se uma porgao de 0,3 g de biomassa liofilizada e adicionando 5 mL de HCI
2 M. Os lipidios foram extraidos e quantificados conforme Bligh e Dyer (1959), utilizando as
quantidades sugeridas por Manirakiza, Covaci e Schepens (2001). Através da Equacdo 1, foi

possivel quantificar o contetido lipidico.
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massa Balio+Lipidios(g) —1MNassa gy, (g)
Conteudo Lipidico (%) = ® x100 (D
massa Biomassa g

4.2. RUPTURA CELULAR POR MICRO-ONDAS

A etapa de ruptura quimica descrita na Figura 1 foi substituida pela que segue,
como pré-tratamento da biomassa para a extracao de lipidios. A ruptura celular foi realizada
tomando-se uma porcao de 0,3 g de biomassa liofilizada e adicionando 20 mL de agua
destilada, conforme descrito por Lee et al. (2010). Posteriormente a amostra foi submetida a
radiacdo micro-ondas (Brastemp, modelo BMS35BBHNA, Brasil) com freqliéncia de
2,45 MHz e poténcia de 1,4 kW. Foram testados os tempos de exposicdo ao micro-ondas de
40, 105 e 300 s. Os lipidios foram extraidos e quantificados conforme Bligh e Dyer (1959),

utilizando as quantidades de biomassa sugeridas por Manirakiza, Covaci e Schepens (2001).

4.3. RUPTURA CELULAR POR ULTRASSOM

A etapa de ruptura quimica descrita na Figura 1 foi substituida pela que segue,
Como pré-tratamento da biomassa para a extragao de lipidios, a ruptura celular foi realizada
tomando-se uma aliquota de 0,3 g de biomassa liofilizada e adicionando 20 mL de agua
destilada, conforme descrito por Lee et al. (2010). Posteriormente a amostra foi submetida a
sonda ultrassonica (Cole Parmer, modelo CPX 130, EUA), com frequéncia de 20 kHz e
poténcia de 130 W. Foram testados os tempos de exposi¢do a sonda ultrassonica de 5, 10 e
20 min. Os lipidios foram extraidos e quantificados conforme Bligh e Dyer (1959), utilizando
as quantidades de biomassa sugeridas por Manirakiza, Covaci e Schepens (2001). A Figura 1,

mostra as etapas de extragdo lipidica utilizadas neste trabalho.
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Figura 1 - Fluxograma das etapas e operacdes utilizadas na extragdo de lipidios

Biomassa (0,3g)

|

Adigdo 5 mL de HCI 2M

|

Digestdo com banho de 4gua a 80°C, 1 h

l Resfriamento em banho de gelo

/

Centrifugacdo a 18.800 x g por 20

J\

Adigdo de solvente 1 (4 mL de metanol), seguida
de agitacdo em vortex por 2 min

|

Adigdo de solvente 2 (2mL de cloroférmio) seguida
de agitacdo em vortex por 2 min)

|

Adigdo do solvente 3 (3,6 mL de 4gua destilada)
seguida de agitacdo em vortex por 2 min

Etapa de extragdo
com solventes

\l Etapa repetida mais uma vez

Centrifugacgo a 13.000 x g por 15min

\l Remocgao da fracdo lipidical (fragdo com o
solvente 2)

Re-extragdo com 4mL de solug@o 10% v/v do solvente 1 e
2, seguida de agitacdo em vortex por 2 min

M Remocgao da fragdo lipidica 2 (fragdo com o
solvente 2)

Centrifugacdo a 13.000 x g por 15min

U Fragodes Lipidicas 1 e 2 unidas

Rotaevaporagio a 75°C sob pressao de vacuo (30 polegadas de Hg)
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4.4, PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

A esterificagdo da fracdo lipidica extraida da biomassa foi realizada de acordo
com o método adaptado de Metcalfe, Schmitz ¢ Pelka (1996). Na fracdo lipidica foi
determinada a composicdo de acidos graxos por cromatografia gasosa e para separar e
quantificar a mistura de acidos graxos foi empregado cromatdgrafo a gas (Shimadzu, modelo
2010 Plus, Japdo), equipado com injetor split/splitless, coluna capilar RTX®-1
(30 m x 0,25 mm diametro interno x 0,25 pm) e detector por ionizagdo de chama (DIC). O gés
de arraste foi hélio em uma vazio de 1,25 mL min™. As temperaturas do injetor e do detector
foram ajustadas para 260°C, sendo o volume injetado de 1 pL. As condigdes cromatograficas
de separacdo foram: temperatura inicial da coluna 50°C, elevando-se para 200°C, em uma
taxa de 6°C min!, permanecendo nesta temperatura por 4 min. Na segunda rampa de
temperatura a taxa de aumento foi de 2°C min™! até 240°C, permanecendo por 10 min. A
comparacao dos tempos de retencdo com padrdes de ésteres metilicos foi usada para

identifica¢dao dos acidos graxos, sendo quantificados pela normatizagao das areas.

4.5. CALCULO DE CONSUMO DE ENERGIA

Para o célculo do consumo de energia pelos tratamentos com micro-ondas e
ultrassom foi utilizada a Equacao 3 (HALLIDAY; HESNICK; WALKER, 2009), ¢ para a
conversao das unidades de massa, volume e energia foi utilizado o Sistema Internacional de
Unidades ¢ Medida (SI), atualizado pelo INMETRO através da Portaria n° 590, de 02 de
dezembro de 2013.

E =P XAt (3)
Onde:

E = energia (W.s);

P = Poténcia (W);

t = tempo (s).

4.6. EFEITO DA MISTURA DE SOLVENTES

Foram estudadas diferentes misturas de solventes, conforme indicado na Tabela 1.

Para os sistemas D, E, F, G e H, a extra¢do de lipidios foi baseada nos volumes de solventes
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utilizados por Bligh e Dyer (1959), e para o sistema H, houve um tempo de repouso apds a
adicdo de hexano de 24 h para posterior extracdo de lipidios, conforme Viégas (2010). Os
sistemas I e J foram definidos a partir da ferramenta Solver (Excel, Microsoft Inc., EUA), a
fim de resultar na mesma forga de eluigdo da mistura de solventes (metanol, cloroférmio e
agua), descrita por Bligh e Dyer (1959).

A extracdo de lipidios foi realizada conforme procedimento descrito na Figura 1,
utilizando a técnica de ruptura por sonda ultrassonica durante 5 min, descrito no item 4.3. A
etapa de extracdo de solventes, os volumes e os solventes utilizados estdo descritos na

Tabela 1.

Tabela 1 - Sistemas de solventes utilizados na extracao de lipidios.

Sistema Mistura de solventes Volume de Referéncia
’ solvente (mL)
A Etanol-Hexano-Agua 2:9,3:0,3 Grima et al.(1994)
B Etanol-Hexano-Agua 2:83:1,3 Grima et al.(1994)
C Etanol-Diclorometano-Agua 1:1:2 Ryckebosch; Muylaert;
Foubert (2012)

D Etanol-Cloroférmio-Agua 4:4:3,6 Este trabalho

E Metanol-Diclorometano-Agua 4:4:3,6 Este trabalho

F Metanol-Hexano-Agua 4:4:3,6 Este trabalho

G Hexano-Etanol-Agua 4:4:3,6 Este trabalho

H Hexano-Etanol-Agua 4:4:3,6 Este trabalho

| Etanol—Acetona—Agua 3,2:5,2:3,1 Este trabalho

J Isopropanol—Hexano—Agua 2,3:3,5: 1,7 Este trabalho

4.7. EXTRATIBILIDADE

A extratibilidade foi calculada usando a Equacao 4, baseada em Michelon et al.

(2012), adaptada para o conteudo lipidico.

CLs
Extratibilidade (%) = e > 100 (4)

Onde:
CLs: contetdo lipidico (%), obtido no sistema de solvente;
CL¢: contéudo lipidico (%) obtido no controle, através da técnica de ruptura celular por

ultrassom, utilizando o sistema de solvente metanol-cloroférmio-agua.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e Teste de
Tukey a 95% de confianga (p<0,05) ou Teste t a 95% de confianga (p<0,05). Para tal, foi
utilizado o software Statistica 5.0 (Stat Soft Inc., EUA).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.3. PRE-TRATAMENTO COM MICRO-ONDAS E ULTRASSOM

A Tabela 2 apresenta o conteudo lipidico obtido para os diferentes tempos de
tratamento da biomassa de C. calcitrans por micro-ondas e ultrassom visando a ruptura
celular, comparando com a ruptura quimica (HCI 2 M).

Tabela 2 - Conteudo lipidico da microalga C. calcitrans para diferentes métodos de ruptura

celular.
Métodos de ruptura celular Tempo Lipidios (%)*
Ruptura com HCI (controle) 60 min 242+1,04
40 s 24,2+09 %A
Micro-ondas 105s 223+1,6%4
300 s 16,3+1,0>8
5 min 24,6 +13 %A
Ultrassom 10 min 20,7+ 1,7%B
20 min 20,4+0358

*Letras minusculas iguais representam que nao ha diferenca significativa (p>0,05) entre os tempos, para o
mesmo método de ruptura celular.

*Letras maiusculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre os métodos de ruptura
celular em comparag¢io ao método de ruptura com HCI.

Conforme a Tabela 2, o teor de lipidios extraidos apos a biomassa ser submetida
as ondas ultrassonicas diminuiu significativamente (p<0,05) com o aumento do tempo de
exposicao de 5 min para 10 min, ndo havendo diferencas significativas (p=>0,05) entre 10 min
e 20 min. Desta forma, verificou-se que a melhor condi¢do correspondeu a 5 min de

tratamento da biomassa com ultrassom, atingido 24,6 £+ 1,3% de lipidios totais, ndo diferindo

significativamente (p>0,05) da ruptura com HCl 2 M (24,2 + 1,0%). Por outro lado, os
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maiores tempos de exposicdo resultaram em percentuais de lipidios significativamente
diferentes (p<0,05) em relagdo a ruptura quimica, com reducdo dos valores para
20,7 £ 1,7% (10 min) e 20,4 + 0,3% (20 min), o que pode estar associado a degradagdo dos
lipidios em condigdes mais drasticas de tratamento da biomassa.

Quanto ao uso de micro-ondas, o pré-tratamento durante 300 s resultou em
conteudo lipidico (16,3 £ 1,0%), que diferiu significativamente (p<0,05) em relacdo a
1055 (22,3 £ 1,6%) e 40 s (24,2 = 0,9%), estes ndo diferindo (p>0,05) entre si e em relacao a
ruptura quimica (24,2 £ 1%), podendo também estar relacionado a degradagao dos lipidios em
condi¢des mais drasticas.

Portanto, em ambos os métodos sdo preferiveis os menores tempos de exposicao,
40 s para micro-ondas € 5 min para ultrassom, pelo menor custo energético em relagdao aos
demais tempos testados.

Comparando estes dois procedimentos ¢ possivel concluir, que ambos os
tratamentos proporcionaram melhores rupturas nos menores tempos de exposicao, sendo que
estes ndo diferiram entre si (micro-ondas por 40 s com 24,2 + 0,9% de lipidios e ultrassom por
5 min com 24,6 £ 1,3% de lipidios), e também nao diferiram do controle (24,2 + 1,0%).

Através da Figura 2, que mostra a biomassa da microalga C. calcitrans antes e
apds os processos de ruptura celular, pode se observar que ambos os tratamentos foram

eficientes na ruptura celular.

Figura 2 - C. calcitrans antes da ruptura (A), apds ruptura por micro-ondas 40 s (B) e
ultrassom 5 min (C). Aumento de 400 vezes

A eficiéncia na extracdo de lipidios em microalgas difere de acordo com a espécie
e o método de extracdo utilizada (LEE et al., 2010). Os tratamentos de ruptura celular por
ultrassom e micro-ondas tem se mostrado eficientes na ruptura celular, sdo métodos simples,
de facil execu¢do e eficientes para extracdo de lipidios (LEE et al, 2010;
VISWANATHAN et al., 2012; ARAUJO et al., 2013; MA et al.; 2014).

Ma et al. (2014) compararam a ruptura celular da microalga Chlorella sp., por

micro-ondas e ultrassom, indicando que o tratamento por micro-ondas foi mais rapido e
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eficiente na ruptura celular para a extragdo de lipidios do que o ultrassom. Os autores
atribuiram os resultados a alta pressdo gerada, aliada ao rapido aquecimento e a umidade no
interior da célula no processo por micro-ondas, enquanto que no processo por ultrassom a
célula ¢ rompida pelo choque das bolhas formadas pela cavitagdo.

Araujo et al. (2013) avaliaram a extragdo de lipidios da microalga
Chlorella vulgaris, utilizando cinco métodos de extracdo (Bligh e Dyer, Chen, Folch, Hara
e Hadim, e Soxhlet), sendo os primeiros quatro assistidos por ultrassom. Os autores
concluiram que o método de Bligh e Dyer assistido por ultrassom resultou na maior extragao
de lipidios. Além disso, os outros métodos assistidos por ultrassom resultaram em maior
recuperacgao de lipidios do que o método convencional Soxhlet.

Viswanathan et al. (2012) estudaram os efeitos de trés métodos de ruptura celular
(autoclave, ultrassom e homogeneizador de alta pressdo), utilizando inoculo contendo as
microalgas Chlorella minutissima, Chlamydomonas globosa e Scenedesmus bijuga, sendo que
obtiveram acréscimo no contetdo lipidico de 13,3%, quando aplicado o ultrassom comparado
com a amostra sem tratamento de ruptura.

Lee at al. (2010) avaliaram cinco métodos de ruptura celular (autoclave, moinhos
de bolas, micro-ondas, ultrassom e choque osmotico com 10% de NaCl) para as microalgas
Botryococcus sp., Chlorella vulgaris e Scenedesmus sp. Verificaram que o0s maiores
conteudos lipidicos para as trés microalgas foram conseguidos utilizando micro-ondas. Em
contrapartida, para a microalga Botryococcus sp., o ultrassom resultou em baixos valores para
o conteudo lipidico (8,8%), notando-se que diferentes microalgas tém comportamentos
distintos frente a técnicas de ruptura diferentes, pelas diferencas na constituicdo da parede

celular.

6.4. PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

A Tabela 3 mostra o perfil de acidos graxos da microalga C. calcitrans apds o
tratamento por micro-ondas e ultrassom, comparando com aquele obtido com ruptura quimica
(HCI 2 M). Ao observar as propor¢des dos 4acidos graxos, verifica-se que ambos os
tratamentos resultaram em um aumento dos 4cidos graxos saturados (AGS) e poli-insaturados
(AGPI). Com relacao aos AGS, o 4cido palmitico teve acréscimo de 3,3 vezes com a ruptura
por micro-ondas e de 3 vezes com ultrassom, quando comparado a ruptura quimica. Para os

AGPI, o 4cido linoleico (C18:2n9t) aumentou aproximadamente 2,3 vezes e para o acido



130

y-linolénico (C18:3n6) este aumento foi em torno de 2,8 vezes,enquanto que para o acido
a-linolénico (C18:3n3) o maior percentual foi obtido pela ruptura quimica.

Ma et al. (2014) estudaram a lise celular da microalga Chlorella sp. e obtiveram
desempenho semelhante ao deste trabalho, como aumento dos acidos palmitico e y-linolénico
em 1,7% e 6,6%, respectivamente, quando tratados com micro-ondas e ultrassom.

Tabela 3 - Perfil de acidos graxos (%) de C. calcitrans para diferentes métodos de ruptura
celular.

M¢étodos de ruptura celular

Acido graxo (?;1;2;(;2) Micro-ondas  Ultrassom
C12:0 (Léurico) 3,2 1,5 1,9
C16:0 (Palmitico) 4,5 15,1 13,6
(%) AGS 7,7 16,6 15,5
C14:1 (Tetradecenoico) 25,4 18,3 19,9
Cl15:1 0,7 0,6 0,7
C16:1 (Palmitoleico) 53,4 39,6 39,4
C18:1n9c (Oleico) - 1,2 2,3
C18:1n9t (Elaidico) - - 0,4

C20:1n9 (Eicosenoico) ) 0,9 -

(%) AGMI 79,5 60,6 62,7
C18:2n9t (Linoleico) 3,7 8,4 8,2
C18:3n6 (y-linolénico) 3,8 10,6 10,1
C18:3n3 (o-linolénico) 3,3 3,8 3,5
(%) AGPI 12,8 22,8 21,8

Li, Prodesino e Weiss (2004) mencionam em seu trabalho com extra¢ao de 6leo
de soja por ultrassom que a diminui¢do nos teores de dcidos graxos insaturados e aumento nos
de teores de acidos graxos saturados ¢ utilizada para avaliar a extensdo da oxidagdo, isso
porque os acidos graxos insaturados sdo mais suscetiveis a oxidagdo enquanto os acidos
graxos saturados sdo mais estaveis. Tal afirmacdo pode explicar o aumento nos teores de
acido palmitico e diminui¢do nos teores do 4cido o-linolénico, neste trabalho, ao aplicar
ultrassom e micro-ondas. Porém ndo elucida o aumento dos teores dos acidos linoleico e
y-linolénico, em ambos tratamentos quando comparado com a ruptura quimica. Uma

explicacdo poderia estar nas reagdes termolabeis aliado ao tempo de exposi¢do, uma vez que
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na ruptura quimica com 4cido cloridrico a amostra fica exposta durante 1 h a temperatura de
80°C.

Ma et al. (2014), com a microalga Chlorella sp., também verificaram a
diminui¢do do percentual dos acidos palmitoleico e o—linolénico em 10% e 3,6%,
respectivamente, ao utilizar a ruptura celular por micro-ondas e ultrassom. Tal
comportamento, segundo Pingret et al. (2012), ¢ atribuido a oxidagdo lipidica devido aos
radicais livres hidroxil (OHe) gerados durante a exposicao ao ultrassom e ao micro-ondas,
pela irradiacdo, as moléculas de agua sao decompostas devido a alta pressio e alta
temperatura. Os radicais livres de hidroxil (OHe) clivam as ligagdes duplas dos acidos graxos
insaturados devido a sua forte atividade e capacidade de oxidacao.

Para os AGMI, o acido tetradecenoico (C14:1) reduziu 28% quando submetido ao
micro-ondas e 21,6% ao ultrassom, assim como o acido palmitoleico (C16:1), que reduziu
25,8% e 26,2%, respectivamente, enquanto que o acido oleico (C18:1n9¢) apresentou maior

propor¢ao na ruptura por ultrassom (2,3%).

6.5. CONSUMO DE ENERGIA ELETRICA

A Tabela 4 mostra a estimativa da energia consumida quando da utilizagdo de
micro-ondas (40 s) e ultrassom (5 min) visando a ruptura celular, verificando-se que a técnica
por ondas ultrassonicas mostrou menor consumo de energia que por micro-ondas, sendo,
portanto, a condi¢ao selecionada.

Tabela 4 - Consumo de energia dos métodos experimentais de ruptura celular da
microalga C.calcitrans.

Método Volume de  Concentragdo  Poténciado Tempo Energia
suspensao da suspensao  equipamento consumida
celular pela suspensao
celular
Micro-ondas 20 mL 0,15 kg m* 1,4x10° W 40 s 2,8 GJm?
Ultrassom 20 mL 0,15 kg m* 130 W 5 min 1,9 GJ m?

Halim et al. (2012) estudaram a ruptura celular da microalga Chlorococcum sp.
utilizando ultrassom e a energia consumida para o rompimento foi de 0,975 GJ m3(200 mL de
suspensdo celular, poténcia de 130 W, tempo de 25 min).

Lee et al. (2010) estudaram vérios métodos de ruptura celular em trés espécies de
microalgas. A técnica utilizando micro-ondas resultou em maior extragdo de lipidios com

30% para Botryococcus sp., 10% para Chlorella vulgaris e 10% para Scenedesmus sp. A
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energia consumida pelo micro-ondas foi de 2,1 GJ m (100 mL de suspensio celular, 5 kg m™

de concentragdo celular, poténcia de 700 W e tempo 5 min).

6.6. EXTRACAO COM DIFERENTES SOLVENTES

A Tabela 5 mostra o conteido de lipidios extraido e a extratibilidade para
diferentes sistemas de solventes.

Tabela 5 - Conteudo lipidico (%)* e extratibilidade (%) em diferentes solventes.

Sistema Mistura de Volume de Conteudo Extratibilidade
de solventes solvente Lipidico (%) (%)
solvente (mL)
Controle Metanol- 4:4:3,6 246+1,34 100
Cloroférmio-Agua
A Etanol-Hexano- 2:9,3:0,3 1,9+0,8 " 7,7
Agua
B Etanol-Hexano- 2:83:1,3 2,1£04°" 8,5
Agua
C _ Etanol- 1:1:2 13,5+1,6€ 54,9
Diclorometano-Agua
D Etanol-Cloroférmio-  4:4:3,6 223 +0,448 90,7
Agua
E Metanol- 4: 4:3,6 22,1+0,5" 89,8
Diclorometano-Agua
F Metanol-Hexano- 4:4:3,6 6,3+0,5" 25,6
Agua
G Hexano-Etanol- 4:4:3,6 6,0+0,6" 24,4
Agua
H Hexano-Etanol- 4:4:3,6 3,0£04° 12,2
Agua-24h
I Etanol-Acetona- 32:52:3,1 39+0,5PF 15.9
Agua
J Isopropanol- 2,3:3,5:5,8 3,4+0,6°" 13,8
Hexano-Agua

* Letras maiusculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa entre os sistemas de solventes.

A Tabela 6 mostra os limites de tolerAncia para exposicdo aos solventes
organicos, da OSHA (Occupational Safety and Health Administration), que integra o
Departamento do Trabalho dos Estados Unidos, e da norma regulamentadora brasileira

NR 15, do Ministério do Trabalho e Emprego (MTE).
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Os maiores valores para conteudo de lipidios (22,3% e 22,1%) foram obtidos para
os sistemas D e E, respectivamente, que ndo mostraram diferencas significativas entre si,
sendo que o sistema D ndo diferiu do ensaio controle. Estes valores corresponderam a 90,7%
e 89,8% de extratibilidade, respectivamente (Tabela 5). Isto possivelmente se deve a
proximidade de polaridade dos solventes utilizados, uma vez que entre o etanol e o metanol e
entre o cloroférmio e o diclorometano as polaridades sdo proximas, fazendo com que a
interagdo dos solventes na célula da microalga tenha acdo semelhante, ndo interferindo na
extracdao do lipidio. No entanto, no que se diz respeito aos limites de tolerancia a exposicao
(Tabela 6) para o cloroférmio e para o diclorometano, ha controvérsias entre os orgaos
brasileiro e americano. Segundo a OSHA, o limite de tolerancia para a exposi¢do ao
diclorometano ¢ de 25 ppm, e para o cloroférmio ¢ de 50 ppm, ambos para uma jornada de
trabalho de 8 h diarias, enquanto que pela Norma Regulamentadora Brasileira NR 15, o limite
de tolerancia para a exposicdo ao cloroformio ¢ de 20 ppm e para o diclorometano ¢ de
156 ppm, ambos para uma jornada de 48 h semanais.

Tabela 6 - Limites de tolerancia para exposi¢ao de solventes.

Substancia OSHA NR- 15 Grau de insalubridade
(ppm) NR -15
Diclorometano 25° 156° Maximo
Cloroformio 50° 20° Maximo
Hexano 500* Nao disponiveis -
Metanol 200° 156° Maximo
Etanol 1000? 780° Minimo
Isopropanol 400° 310° Médio
Acetona 1000 * 780° Minimo

a - Limite de exposi¢do para uma jornada de 8 h diarias.
b- Limite de exposi¢do para uma jornada de 48 h semanais
A utilizacdo da combinagdo de solventes do sistema C resultou em 54,9% de
extratibilidade. Embora o conteudo lipidico tenha reduzido para 13,5%, este sistema etanol-
diclorometano-agua pode contribuir expressivamente para a diminui¢do da toxicidade em
relagdo aos solventes utilizados no método de Bligh e Dyer (metanol e cloroférmio), podendo
ser mais apropriado em larga escala, além dos menores volumes utilizados. Conforme a
NR 15, os limites de tolerancia do etanol frente a0 metanol ¢ muito menor, sendo de 780 ppm

e 156 ppm, respectivamente.
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A utilizagdo do hexano nos sistemas F e G resultou em 6,3% e 6,0% de lipidios,
com 25,6% e 24,4%, respectivamente, de extratibilidade. Viégas (2010) aplicou os métodos
de extracao lipidica sob agitacdo magnética durante 24 h e Soxhlet, na biomassa da microalga
Chlorella pyrenoidosa, e verificou que a extragao sob agitagdo magnética (24 h), a quantidade
de lipidios extraidos ndo ultrapassou 3,7%, enquanto que para a extracdo Soxhlet foi de
1,55%. Estas baixas porcentagens foram atribuidas ao baixo contetudo de lipidios apolares na
biomassa da Chlorella pyrenoidosa.

Os sistemas A e B também usaram hexano e etanol, resultando em valores muito
baixos para o conteudo de lipidios (1,9% e 2,1%, respectivamente), correspondendo a 7,7% e
8,5%, respectivamente. O etanol e o hexano sdo solventes comumente utilizados na industria
alimentar, evitando o problema de toxicidade devido ao cloroférmio e metanol do sistema A
(HARA; HADIM, 1978). Apesar do alto rendimento atingivel, misturas de solventes
utilizadas por Bligh e Dyer (1959) sdo desaconselhadas quando o produto final deve ser
utilizado na industria alimenticia (GRIMA et al.,1994).

Os sistemas I (etanol-acetona-agua) e J (isopropanol-hexano-agua), apresentaram
baixos valores para conteido de lipidios (3,9% e 3,4%, respectivamente). Ryckebosh,
Muylaert e Foubert (2012) utilizaram varias combinagdes de solventes na extragao de lipidios
da microalga Chlorella vulgaris, dentre eles os solventes formados por: cloroférmio-metanol
(1:1), cloroférmio-metanol (2:1), diclorometano-etanol (1:1), hexano-isopropanol (3:2),
somente acetona e somente éter dietilico, com aproximadamente 24%, 18%, 13%, 10%, 12%
e < 5%, respectivamente, de contetdo lipidico. Os autores explicam que misturas de solventes
polares e apolares extraem maiores porcentagens de lipidios, isso porque o solvente polar
disponibiliza os lipidios dos seus complexos proteina-lipidio, facilitando a solubilizagdo dos
lipidios apolares no solvente apolar. Somente os lipidios apolares foram dissolvidos no éter
dietilico (apolar), explicando a baixa porcentagem extraida ao usar este solvente.

Sheng, Vannela e Rittmann (2011) utilizaram diferentes sistemas de solventes na
extracdo de lipidios da cianobactéria Synechocystis. Com etanol (96%) conseguiram cerca de
3,2% de lipidios. Hexano-isopropanol (2:3), hexano-isopropanol (3:2), hexano-etanol (1:2,5),
hexano-etanol (1:0,9), somente isopropanol e somente hexano resultaram em valores muito

baixos (inferiores a 2,5%).
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7. CONCLUSAO

As técnicas de ultrassom (5 min) e micro-ondas (40 s) aplicadas para a ruptura
celular da microalga C. calcitrans mostraram-se eficientes, atingindo 24,6% e 24,2% de
lipidios, respectivamente, ndo diferindo da ruptura quimica, porém a técnica por ultrassom
mostrou menor consumo de energia. Com relagdo ao perfil de acidos graxos, ambas as
técnicas de ruptura proporcionaram o aumento na porcentagem de AGS e AGPI. Dentre os
solventes utilizados para a extragdo lipidica os sistemas D (etanol-cloroférmio-dgua) e E
(metanol-diclorometano-agua) apresentaram maior extratibilidade, com 90,7% e 89,8%,

respectivamente, e o sistema C (etanol-diclorometano-agua), com 54,9% de extratibilidade.
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CAPITULO IV






141

CONCLUSAO GERAL

A microalga C. calcitrans foi capaz de utilizar o glicerol residual e acumular
quantidades significativas de lipidios, em diferentes condigdes de cultivo, proporcionando
efeitos positivos tanto no acimulo de lipidios quanto na producao de biomassa em ambos 0s
ciclos de fotoperiodo (12C:12E h e 24C:0E h), sendo a producdo de lipidios favorecida a
temperatura de 30°C.

O aumento da concentragdo de silicato de s6dio ndao influenciou no acimulo de
lipidios, entretanto impactou positivamente a biomassa, para o fotoperiodo 12C:12E h.

Para o nitrato de sdédio, em menores concentragdes, houve aumento do conteudo
lipidico para ambos os ciclos de fotoperiodo.

Nao houve variagdo no contetido de lipidios ao longo dos tempos e entre as
condicdes de cultivo analisadas, porém nessas condigdes ocorreram mudangas no perfil de
acidos graxos, ocasionando variagdes expressivas nos percentuais de AGM, AGS e AGPI,
bem como nos acidos graxos individuais, observando-se a ocorréncia principalmente dos
acidos palmitico (C16:0), tetradecenoico (C14:1), acido palmitoleico (C16:1) e acido vy -
linolénico (C18:3n6).

A condicao 1, mostrou caracteristicas interessantes para a producao biodiesel,
para o tempo de cultivo de 8 dias, a biomassa apresentou proporg¢des interessantes de AGM e
AGPI, o que resultaria, de acordo com a predicao das propriedades fisico-quimicas, em um
biodiesel que atenderia as exigéncias das normas brasileira, europeia e americana. A mudanga
das condigdes de cultivo, incluindo o tempo de cultivo, pode resultar em biomassa com
caracteristicas diferenciadas, que pode, por exemplo, ser aplicada como fonte do acido graxo
essencial y-linolénico e fonte de 4cido palmitoleico, importantes na induastria de alimentos,
farmacos e cosméticos.

As técnicas de ultrassom (5 min) e micro-ondas (40 s) aplicadas para a ruptura
celular da microalga C. calcitrans mostraram-se eficientes, na extracao lipidica, ndo diferindo
da ruptura quimica, no entanto a técnica por ultrassom mostrou menor consumo de energia.
Com relagdo ao perfil de acidos graxos, ambas as técnicas de ruptura proporcionaram o
aumento na porcentagem de AGS e AGPI.

Dentre os solventes utilizados para a extracdo lipidica os sistemas D (etanol-
cloroférmio-agua) e E (metanol-diclorometano-agua) apresentaram maior extratibilidade, com
90,7% e 89,8%, respectivamente, e o sistema C (etanol-diclorometano-agua), com 54,9% de

extratibilidade.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Estudar a capacidade fotossintética da microalga C. calcitrans,

- Estudar o cultivo heterotréfico 0C: 24E h (Claro:Escuro);

- Estudar o ciclo de fotoperiodo de 18C:6E h (Claro:Escuro);

- Realizar o estudo em batelada alimentada utilizando o glicerol bruto como fonte de carbono;
- Testas novos métodos de ruptura celular;

- Testar novos sistemas de solventes.
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APENDICE A - Curva padrio da microlaga Chaetoceros calcitrans
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APENDICE B - Curvas de crescimento celular da microalga Chaetoceros calcitrans em
diferentes condi¢des de cultivo. (o) controle (0 g L), (0)3,37 gL' e (0) 5,61 gL' de
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Figura 1A — Ciclo de fotoperiodo 12C:12E h (Claro:Escuro), temperatura de 20°C
Figura 1B — Ciclo de fotoperiodo 24C:0E h (Claro:Escuro), temperatura de 20°C
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Figura 1C — Ciclo de fotoperiodo 12C:12E h (Claro:Escuro), temperatura de 25°C
Figura 1D — Ciclo de fotoperiodo 24C:0E h (Claro:Escuro, temperatura de 25°C
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Figura 1E - Ciclo de fotoperiodo 12C:12E h (Claro:Escuro), temperatura de 30°C
Figura 1F — Ciclo de fotoperiodo 24C:0E h (Claro:Escuro), temperatura de 30°C
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APENDICE C - Média + desvio padrio para biomassa maxima e produtividade da microalga Chaetoceros calcitrans e analise estatistica dos
dados, em diferentes concentragdes de glicerol residual, temperatura e ciclo de fotoperiodo

Ciclo de fotoperiodo 12C:12E h (Claro:Escuro)

Temperatura
Glicerol residual (g L™) 20°C 25°C 30°C
Xmax (g L) P (gL' dia™) Xmax (g L) P (gL' dia™) Xmax (g L) P (gL' dia™")
0 (controle) 0,55+0,05>~¢  0,06+0,01 >4 0,46+0,00>*¢ 0,05+0,01>%* 022+0,01%F 0,02<0,01 <P
3,37 1,00 £0,10 *>4¢ 0,16 £0,02*** 0,80+0,19 *>4B* (,09+0,02*%* 0,63+0,06>%F 0,06+0,01"5P
5,61 1,19+£033*%*  0,12+0,03**% 097+0,11*** 0,10£0,01 *** 0,87 +0,14*>*F 0,09+0,01 **P
Ciclo de fotoperiodo 24C:0E h (Claro:Escuro)
Temperatura
Glicerol residual (g L™) 20°C 25°C 30°C
Xmax (g L) P (gL' dia") Xmax (g L) P (gL' dia™) Xmax (g L) P (gL' dia™)
0 (controle) 0,43 0,07 >~ 0,04+0,01 >~  0,50+0,04*** 0,05<0,01 >~ 0,54+0,14 >~ 0,07 +0,02 >~
3,37 1,04 +0,10>%* 0,11+0,01 %"  0,58+0,06%“* 0,06+0,01*>“* 1,59+0,25**% 0,19+0,03 >
5,61 1,00+0,13*%* 0,11+0,01*%* 0,53+0,07*>“"  0,05+£0,01*>“" 1,48+025**% 0,21+0,03>*¢

Xmax- Biomassa maxima; P — Produtividade

*Letras mintisculas iguais representam que nio ha diferenca significativa (p<0,05) entre as concentragdes de glicerol residual para temperatura e luminosidade fixas.
*Letras maiusculas iguais representam que nao ha diferenca significativa (p<0,05) entre as temperaturas para luminosidades e concentracdo de glicerol residual fixas.

*Letras gregas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p<0,05) entre os ciclos de fotoperiodo para temperatura e concentragdo de glicerol residual
fixas.
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APENDICE D — Conteudo lipidico da microalga Chaetoceros calcitrans em diferentes concentragdes de glicerol residual, temperatura e ciclo de

fotoperiodo
Ciclo de fotoperiodo
12C:12E h (Claro:Escuro) 24C:0E h (Claro:Escuro)
Temperatura Temperatura
Glicerol Residual (g L™) 20°C 25°C 30°C 20°C 25°C 30°C
0 (Controle) 17,7+2,8%AF  193+0,9* 60+£12>%F 259+13%~ ¢ 154+0,8>BF 135+£24¢B¢
3,37 27,6 0,78 220+£292°%* 366+2,6*4P 329+£43%B¢ 26 8+60%B% 451+19>M¢
5,61 32,0+1,5*BF 32 1+25%B% 381+23%A% 402+0,7°4* 249+28>%F 33241 18P

*Letras mintisculas iguais representam que nao ha diferenga significativa (p>0,05) entre as concentragdes de glicerol residual para temperatura e ciclo de fotoperiodo fixos.
*Letras maiusculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre as temperaturas para ciclo de fotoperiodo e concentrac@o de glicerol residual fixos.
*Letras gregas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre os ciclos de fotoperiodo para temperatura e concentracdo de glicerol residual fixas.

APENDICE E - Lipidios totais da microalga Chaetoceros calcitrans em diferentes concentragdes de glicerol residual, temperatura e ciclo de
fotoperiodo

Ciclo de fotoperiodo

12C:12E h (Claro:Escuro) 24C:0E h (Claro:Escuro)
Temperatura Temperatura
Glicerol residual (g L™) 20°C 25°C 30°C 20°C 25°C 30°C
0 (Controle) 0,10<0,01 *~¢ 0,09+0,01 >~ 0,01<0,01 %" 0,09+0,02>%* 0,07£0,01>** 0,06+0,01>*¢
3,37 0,33+£0,10 *>* 0,11 +0,05>%* 0,24 +£0,02>*BF 028+0,08*%* 0,13+0,04>%* 0,49+0,02 >
5,61 0,40 £0,13 *~*  023+0,03*** 030+0,04*** 037+0,05*** 0,13 <0,01*>BF 042+0,08*"

*Letras mintsculas iguais representam que nao ha diferenga significativa (p>0,05) entre as concentra¢des de glicerol residual para temperatura e ciclo de fotoperiodo fixos.
*Letras maiusculas iguais representam que nao ha diferenca significativa (p>0,05) entre as temperaturas para ciclo de fotoperiodo e concentragéo de glicerol residual fixos.
*Letras gregas iguais representam que nao ha diferenca significativa (p>0,05) entre os ciclos de fotoperiodo para temperatura e concentracdo de glicerol residual fixas.
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APENDICE F — Média + desvio padrio para biomassa maxima (Xmax), biomassa final (Xsinal), produtividade de biomassa maxima (Pumax),
produtividade de biomassa final (Psnar), conteudo de lipidios (CL) e lipidios totais (LT) da microalga Chaetoceros calcitrans e analise estatistica

dos dados, em diferentes concentragdes de silicato de sddio, para a condigdo 1 e 2

Condicao 1

Condicao 2

Concentragcio de silicato de sédio (g L™)

Concentracio de silicato de sédio (g L™)

0,02 0,08 0,14 0,02 0,08 0,14
X max (2 L) 140£0,13%A 159+025%A 1,710,065~  1,28+0,07>A 0,87 +0,14>B 1,36 + 0,038
X finat (g L) 1,26+0,17%* 1,55+0,23%*  1,17+0,07>B 0,91 +0,08"B 0,78 +0,07 > B 1,36 4 0,034
P max (g L' dia™) 0,28+0,03%4 0,19+0,03%A  0,24+0,01 *>A 0,18 +0,01 *B 0,09 +0,01 ©B 0,13<0,01>B
P final (g L' dia™) 0,12+0,07%A 0,15+0,02%A  0,11+0,01%8 0,09 +0,01>* 0,07 +0,01 >B 0,13<0,01 »A
CL (%) 3454254 451+£19%A  312+08%B  343+1]1%A 38,142,358 35,640,754
LT (gL 0,44+0,11%4  0,70+0,12%4  0,37+0,02>B 0,31 +0,04>4 0,30 + 0,04 > B 0,48 +0,02 %A

*Letras mintsculas iguais representam que nao ha diferenga significativa (p>0,05) entre as concentragdes de silicato de sodio, para condigdo fixa.
*Letras maiusculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre as condigdes 1 e 2 para concentragdo de silicato de sodio fixa.

Condigio 1 - Ciclo de fotoperiodo 24C:0E h (Claro:Escuro), concentragdo 3,37 g L' de GR, temperatura de 30°C.
Condicao 2- Ciclo de fotoperiodo 12C:12E h (Claro:Escuro), concentragdo 5,61 g L' de GR, temperatura de 30°C.
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APENDICE G - Curvas de biomassa versus tempo da microalga Chaetoceros calcitrans em
diferentes concentragdes de silicato de sédio (0) 0,02 g L' (0) 0,08 gL' e (0) 0,14 g L)
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Figura A — Ciclo de fotoperiodo 12C:12E h (Claro:Escuro), 5,61 g L' de glicerol residual, temperatura de 30°C.
Figura B — Ciclo de fotoperiodo 24C:0E h (Claro:Escuro), 3,37 g L'! de glicerol residual, temperatura de 30°C.
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APENDICE H — Média + desvio padrio para biomassa maxima (Xmax), biomassa final (Xfna1), produtividade maxima (Pmax), produtividade final
(Pfinat), contetdo de lipidios (CL) e lipidios totais (LT) da microalga Chaetoceros calcitrans e analise estatistica dos dados, em diferentes nitrato
de sddio, para a condi¢do 1 e 2

Condicao 1

Condicao 2

Concentracio de nitrato de sédio (g L™)

Concentracio de nitrato de sédio (g L)

0,0001 0,0002 0,0005 0,001 0,0001 0,0002 0,0005 0,001
Xmax (g L) 0,57+0,02%8 1,59+0,25%* 0,87+0,07%>8 0,57+0,03%4 0,73 £0,04 %4 1,22+£0,18 ¥4 1,18£0,05 >4 0,8+0,08%8
Xinat (g L) 0,56+ 0,03 > B 1,55+£023%4 0,63+0,06%8 0,48 £0,0958 0,67=0,01%4 0,780,078 0,93+£0,10 >4 0,62+£0,08%4
Pmax 0,11+£0,004 0,19+0,03*A 0,17 +0,01>%4 0,13£0,01>%4  0,08<0,01 B 0,09+0,01¢8 0,16<0,01 4 0,13+ 0,01 >4
(g L'dia™")
Ppina (g L' dia™) 0,05 <0,01 B 0,15+0,02** 0,06+0,01>B 0,04+ 0,014 0,06 <0,01 >4 0,07 £0,01 2B 0,09+£0,01 4 0,06 £0,01 54
CL (%) 356+£0,458 45,1 £1,94 10,28+0,708 82+1,1%B 40,61 £2,40 >4 3812+231*%B  3052+360>* 1578+4,02%4
LT (gL 0,20+0,01»8  0,49+0,02*4 0,06<0,01>8  0,04<0,01¢8 0,27 £ 0,01 >4 0,30+ 0,04 »B 0,28 £ 0,05 4 0,10 £ 0,04 >4

*Letras minusculas iguais representam que nao ha diferencga significativa (p=0,05) entre as concentracdes de nitrato de sddio, para condigao fixa.
*Letras maiusculas iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p=>0,05) entre as condig¢des 1 e 2 para concentragdo de nitrato de sodio fixa.
Condigio 1 - Ciclo de fotoperiodo 24C:0E h (Claro:Escuro), concentragio 3,37 g L' de GR, 0,08 g L' de silicato de sodio, temperatura de 30°C.
Condigio 2- Ciclo de fotoperiodo 12C:12E h (Claro:Escuro), concentragdo 5,61 g L' de GR, 0,14 g L"! de silicato de sodio temperatura de 30°C.
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APENDICE I - Curvas de crescimento celular da microalga Chaetoceros calcitrans em
diferentes concentragdes de nitrato de sodio (0) 0,0001 g L, (A) 0,002 g L (0) 0,0005 g L)
(0)0,001 g L

A 1 ==t B ]
g Prog fu : l | {:
3 EolE : '
i L] P
Y E . i : i 11 = % 3 = § ¥ % %
" F 1 " I .
2 ; = =
w , & " ) 2 — - _
: ] ;.'um; (dim '! - | ) Im-g-; {cim)

Figura A — Ciclo de fotoperiodo 12C:12E h (Claro:Escuro), 5,61 g L' de glicerol residual, 0,14 g L' de silicato
de sddio, temperatura de 30°C.

Figura B — Ciclo de fotoperiodo 24C:0E h (Claro:Escuro), 3,37 g L'! de glicerol residual, 0,08 g L' de silicato
de sddio, temperatura de 30°C.



APENDICE J — Cromatograma do perfil de dcidos graxos da microalga Chaetoceros
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calcitrans para a condi¢do de cultivo 1 (ciclo de fotoperiodo 24C:0E h, concentracao de

3,37 g L' de GR, concentracdo de 0,08 g L' de silicato de sodio, concentracio de
0,0002 g L' de NaNO;, temperatura de 30°C e tempo de 3 dias)

Sample Name
Sample ID
Sample Type

Injection Volume

ISTD Amount

Data Name
Method Name

Amostra 1

: C:\GCsolution'DataMétodos DANIELA BIOPROCESSOS'08.08 2016 CINETICA 5 1.ged
: CAGCsohution' Data\Métedos\Ac Graxos.gem

15004

2233 041
295471 CI6 )

2dd ! Tl

%

VARSI B L as

13.5% ! CH 1 nfe

] 10 20 30 40 50
Peak#  Ret.Time Area Height Conc. Unit Mak IDZ Cmpd Name

1 21.388 368 149 1.983 % 6 Cl12

2 25,233 3847 1602 20,711 % 9 Cld1

3 28.448 1313 497 1.077 % 12 Cl6

4 28,947 3478 1841 29,489 % 13 Cl61

5 33.161 407 106 2,193 % 17 C18:1n%

6 33.430 1708 435 9.195 % 12 C18:1 09t

7 33.599 4341 1067 23367 % W 20 C13:2 nbt

8 34313 1112 266 3.985 % 22 C18:3n3
Total 18576 3963

60
min
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APENDICE K — Cromatograma do perfil de 4cidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condigdo de cultivo 1 (ciclo de fotoperiodo 24C:0E h, concentragdo de

3,37 g L' de GR, concentracdo de 0,08 g L' de silicato de sodio, concentracio de
0,0002 g L! de NaNO3, temperatura de 30°C e tempo de 3 dias)

Sample Name
Samgle m Amostra 2
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount
Data Name : CAGCsolution'Data\Métodos\DANIELA BIOPROCESSOS'08.08 201 6\CINETICA 5 2.ged
Method Name : CAGCsolution' Data'Métodos'\Ac Graxos gem
Intensify
5000 ~ = i
4000 ¥ I
3000+ ]
] i ]
- E
2000~ = - E
1000 |
i L ptfetelantn A
] FLENE
0~
_||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
0 10 20 30 40 30 60
min
Peak¥  Ret.Time Area Height Conc. Ut Mak ID# Cmpd Name
1 21,387 883 n 1,277 % & Cl12
2 25232 2084 3802 12,962 % 9 Cl141
3 28448 3626 1382 5,231 % 12 C16
4 28.947 18048 6189 26,038 % 13 Cl16:1
5 33.165 5641 1266 8.138 % 17 C18:1 0%
6 33431 10257 2504 14797 % W 18 C18:1 a0t
7 33,500 17163 4244 24762 % W 20 C18:2 nbt
8 34313 4710 1119 6.795 % 22 C18:3n3
Total 60314 20883



APENDICE L — Cromatograma do perfil de acidos graxos da microalga Chaetoceros
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calcitrans para a condi¢do de cultivo 1 (ciclo de fotoperiodo 24C:0E h, concentracao de

3,37 g L' de GR, concentracdo de 0,08 g L' de silicato de sodio, concentracio de

Sample Name
Sample ID
Sample Type

Injection Volume

ISTD Amount

Data Name

Method Name

Intensity
3000+

[
=
=
T

2000

0,0002 g L' de NaNO;, temperatura de 30°C e tempo de 3 dias)

Amostra 3

: CMGCsolution'Data'Metodos\ DANIELA BIOPROCESSOSWE.08 2016\ CINETICA 5 2.ged
: CMGCsolution'Data' Métodos'\Ac Graxos gem

P IR nE

HMTICIE]

11,455

A Cl4l

2444 Cle
LA Rode 37 gin

13 e

MID/CHIW

1000 |
i L
] LIS
0
_""I""|""I""|""I""|""I""|'"'I""|""I""|
0 10 20 30 40 30 60
Rkl
Peak#  Ret.Time Area Height Conc. Ut Mak ID# Cmpd Name
1 21,387 885 n 1,277 % 6 C12
2 25,232 2084 3802 12,962 % 9 Cl4:1
3 28,448 3626 1382 5231 % 12 C16
4 28,947 18048 6129 26,038 % 13 C16:1
5 33,165 3641 1266 8138 % 17 C18:1109¢
6 33431 10257 2504 14797 %V 12 C18:1 09t
7 33,599 17163 4244 24762 % W 20 C18:2 nft
8 34313 4710 1119 6,795 % 22 C183 03
Total 69314 20883
5 33,250 130vy 802 L0013 % v U LB Dot
9 34304 2588 642 5407 9 22 C183n3
Total 47873 14384
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APENDICE M — Cromatograma do perfil de acidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condi¢do de cultivo 1 (ciclo de fotoperiodo 24C:0E h, concentragdo de
3,37 g L' de GR, concentracdo de 0,08 g L' de silicato de sodio, concentracio de
0,0002 g L' de NaNO;, temperatura de 30°C e tempo de 6 dias)

Sample Name - Amostra 4
Sample ID :
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount
Data Wame : CAGCsolution'Data'Métodos DANIELA BIOPROCESSOSW02 08 2016\ CINETICA 5 4.ged
Method Name - CMGCsolution'Data'Meétodos\Ac Graxos.gem
Intensity
3 z g
7300 G G o
7] 3 1
5000 ]
1 2
25004 1:
_ g 2,
4 2
G__JL‘___A_,__“L_M-JJ
L S L B L LN L N L LR L LR N B
0 10 20 30 40 50 60
ikl
Peake  Bet.Time Area Height Cone.  Unit Mak D=2 Cmpd Name
1 21,382 2266 950 1,934 % 6 Cl12
2 25,227 15082 6328 12,872 % 9 C141
3 28 442 12163 4636 10,381 % 12 C16
4 28,942 34803 11733 29,706 % 13 Cl6:1
3 33,153 3862 278 3206 % W 17 C18:109¢
& 33421 15311 3883 13,067 % 18 C18:1 09t
7 33,591 26063 6383 22246 % WV 20 C18:2 nét
8 34,304 6206 1496 5,297 % 22 C183n3
9 38,118 717 154 0,612 % 23 C20
10 38244 691 150 0590 % W 23 C20

117168 36813

3



167

APENDICE N - Cromatograma do perfil de dcidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condigdo de cultivo 1 (ciclo de fotoperiodo 24C:0E h, concentracao de

3,37 g L' de GR, concentracdo de 0,08 g L' de silicato de sodio, concentracio de
0,0002 g L' de NaNO;, temperatura de 30°C e tempo de 6 dias)

Sample Name

Sample ID Amostra 5
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount
Data Name : CGCsolution'Data'Métodos DANIELA BIOPROCESSOSW2.08 201 6\ CINETICA S 5 1.ged
Method Name : CAGCsolition'Data\Mstodos'\Ac Graxos.gem
Intensity
25004 - 7
’
2000+ "
1500-] 83 ;
]
1000+ 1=
] 4=
—~ -
] 1:
: 'F‘-F‘m-_—..““h
] _,LJI LTy
o
_||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
0 10 20 30 40 30 60
min
Peak#  Ret Time Area Height Conc.  Unit Mak IDz Cmpd Name
1 21,393 436 192 1.603 % 6 Cl12
2 25,237 3206 1316 11,799 % 9 Cl41
3 28,454 2506 978 9553 % 12 Cl16
4 28,953 Ta06 2530 27,991 % 13 Cl16:1
5 33,174 669 163 2,462 % T Cl18:1n9%
6 33.438 3147 795 11582 % 18 C18:1n%9t
7 33,607 TB63 1998 28938 % 20 C18:2 nbt
8 34322 1630 410 6.072 % 22 C183n3

Total k] 8402
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APENDICE O — Cromatograma do perfil de 4cidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condi¢do de cultivo 1 (ciclo de fotoperiodo 24C:0E h, concentragdo de
3,37 g L' de GR, concentracdo de 0,08 g L' de silicato de sodio, concentracio de
0,0002 g L' de NaNO;, temperatura de 30°C e tempo de 6 dias)

Sample Name Amostra 6
Sample ID
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount
Data Name : CGCsolution'Data Métodos DANTELA BIOPROCESS0SW0R.08 201 \CINETICA 5 6 1.gcd
Method Name : CMGCsolution'Data'Métedos'\Ac Graxos gem
Intensity
7 z Z
7500 S
4 - Z
5000
2500 EE
D__ ) L | J i .]IJ umu-——n—*—-——‘“—'—”‘_""_
I A o I LA e e e A B e
0 10 20 30 40 50 60
it
Peak?  Ret.Time Area Height Conc. Unt Matk ID# Cmpd Name
1 21,393 1416 601 1,521 % 6 Cl12
2 25,237 10521 4340 11,300 % 9 Cl141
3 28 453 2614 3270 9252 % 12 C16
4 28,953 26828 9039 28817 % 13 €161
3 33,172 2180 528 2341 % W 17 C181 0%
i 33,437 9821 2450 10,549 % 18 C18:1n%
7 33,608 28334 7198 0434 % W 20 C18:2 nft
g 34,322 3386 1308 3,783 % 22 C183n3

Total 93100 28732



APENDICE P — Cromatograma do perfil de acidos graxos da microalga Chaetoceros
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calcitrans para a condi¢do de cultivo 1 (ciclo de fotoperiodo 24C:0E h, concentragao de

3,37 g L' de GR, concentracdo de 0,08 g L' de silicato de sodio, concentracio de
0,0002 g L' de NaNO;, temperatura de 30°C e tempo de 8 dias)

Sample N
SE?I: Dame Amostra 7
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount
Data Name : CAGCsolution' Data'Métodos DANTELA BIOPROCESSOSWE .08 201 6\CINETICA S 7 1.gcd
Method Name : CGCsolition'Data'Métodos' Ac Grazos gem
Intensity
7300+ - =
3000+ g
2500+
l i
N L
L L I e e e e e LI A e B o o o B N B o B
0 10 20 30 40 30
Peaks  Ret.Time Area Height Conc.  Unit Mak ID# Cmpd Name
1 21,391 1189 512 1,585 % 6 Cl12
2 25,237 20011 8363 26,686 % 9 Cl4l
3 28,453 9476 3502 12,637 % 12 C16
4 28,952 10466 6364 25959 % 13 Cl6:1
5 33,172 3017 77 4024 % 17 C18:1 0%
6 33,438 122 1817 9.63% % 18 C18:1n%
7 33,606 9363 2336 12489 % 20 C18:2 nbt
8 34,320 3070 747 4004 % 22 C183n3
9 3g.130 962 214 1,291 % 23 C0
10 38.266 1198 253 1.597 % 23 C20

3

74988 25087
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APENDICE Q — Cromatograma do perfil de 4cidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condi¢do de cultivo 1 (ciclo de fotoperiodo 24C:0E h, concentragdo de
3,37 g L' de GR, concentracio de 0,08 g L' de silicato de sodio, concentracio de
0,0002 g L' de NaNOj, temperatura de 30°C e tempo de 8 dias)

Sample Name

Sample ID Amostra 8
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount
Data Name : CMGCsolution' DataMétodos DANIELA BIOPROCESSOS'\08.08 2016\ CINETICA 5 8 1.gcd
Method Name : CMGCsolntion'Data'Métodos\Ac Graxos.gem
Intensity
25000+ : 3%
20000
15000
10000
5000 g
0__ 'l ‘ 1 la..'q
_||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
0 10 20 30 40 30 &0
min
Peak#  RetTime Area Height Conc.  Unit Mark D2 Cmpd Name
1 21,303 3442 1420 1.211 % 6 C12
2 23,238 60602 25408 21.313 % 9 Cl41
3 28456 38451 21501 20,559 % 12 C16
4 28,958 86920 20561 30,572 % 13 Cl61
5 33,172 10792 2781 3,796 % 17 C18:1 109
6 33.439 26229 6347 9.226 % 13 C18:1 05
7 33.608 25833 6302 9086 % W 20 C18:2 nét
2 34,322 0119 2230 3,207 % 22 C183n3
9 38.135 1717 4351 0.604 % 23 C20
10 38.266 1207 339 0425 % 23 C20

3

284312 96740
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APENDICE R - Cromatograma do perfil de 4cidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condi¢do de cultivo 1 (ciclo de fotoperiodo 24C:0E h, concentracao de
3,37 g L' de GR, concentracdo de 0,08 g L' de silicato de sodio, concentracio de
0,0002 g L' de NaNO;, temperatura de 30°C e tempo de 8 dias)

Sample N
SE?I: Dame Amostra 9
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount
Data Name : CAGCsolution'Data'Métodos DANIELA BIOFROCESS0S'08 08 2016\ CINETICA 5 9.ged
Method Name : CMGCsolution'\Data'Métedos\Ac Graxos.gem
Intensity
15000 T
10000 o
i 3
5000- Fi
. : g
4 = ; E
0 N et L
_|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

I
0 10 20 30 40 50 &0
min
Peaké  Ret Time Area Height Cone.  Unit Mark ID# Cmpd Name

1 21.386 2259 944 1,440 % & Cl12

2 25,233 40028 17384 26,098 % 9 Cl41

3 28 440 22808 93501 14544 % 8 12 Cl16

4 28,949 45181 15431 28811 % 13 C16:1

5 33.164 4500 1092 28690 % WV 7 C18:1 0%

6 33.429 11033 2799 T.037 % 18 C18:1 o0t

7 33,500 20336 5122 12967 %  V 20 C18:2 n6t

8 34314 3613 1361 3,579 % 22 C18:3n3

9 38,127 2066 431 1317 % 23 C20

10 38.256 2007 52 1337 % W 23 C20

156823 54627

3
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APENDICE S — Cromatograma do perfil de 4cidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condi¢do de cultivo 1 (ciclo de fotoperiodo 24C:0E h, concentragdo de
3,37 g L' de GR, concentracio de 0,08 g L' de silicato de sodio, concentracio de
0,0002 g L' de NaNO;, temperatura de 30°C e tempo de 10 dias)

Sample Name
Sample ID Amostra 10
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount
Data Name : CAGCsolution'Data'Métodos\ DANIELA BIOPROCESSOS\08.08 2016\ CINETICA 5 10.ged
Method Name : CGCsclution'Data'Métodos\Ac Graxos.gem
Intensity
7500 3 =
] :
5000
2500
1}_
_||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
0 10 20 30 40 30 &0
i
Peak¥  Ret.Time Area Height Conc.  Umit Mak ID# Cmpd Name
1 21,385 807 349 1,049 % & C12
2 25,231 20939 8785 27,202 % 9 Cl41
3 28.447 14319 5293 18,601 %& 12 C16
4 28,946 20189 6776 26,227 % 13 C16:1
5 33,163 3073 769 3.992 % 17 C18:1 n0¢
& 33,428 3868 1469 T.622 %% 18 C18:1 oot
1 33,596 7388 1847 9508 % VW 20 C18:2 nft
8 34,313 2640 649 3430 %% 22 C18:3 n3
9 38,130 B12 201 1,055 % 23 C20
10 38.255 942 227 1.223 % 23 C20

6977 26365

3
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APENDICE T - Cromatograma do perfil de acidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condi¢do de cultivo 1 (ciclo de fotoperiodo 24C:0E h, concentracao de
3,37 g L' de GR, concentracdo de 0,08 g L' de silicato de sodio, concentracio de
0,0002 g L! de NaNO3, temperatura de 30°C e tempo de 10 dias)

Amostra 11

éazph?imne
Sample ID
Sample Type : Unknown
Injection Volume :
ISTD Amount
Data Name : CHGCsolution'Data\Meétedos DANIELA BIOPROCESS0OS'W08 08 201 6\CINETICA 5 11 ged
Method Name : CMGCsolution'DataMétodos\Ac Graxos gem
Intensity
12500 -
10000 .
7500 | ;
]
5000 [+
2500 . .
] SN
0] .| [ N
_||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
0 10 20 30 40 30 (1]
min
Pealk#  RetTime Area Height Come.  Unit Mark IDZ Cmpd Name
1 21,380 1533 670 1.115 % 6 Cl12
2 25,237 38100 15894 27.314 % 9 Cld1
3 28,454 21810 7893 13,636 % 12 C16
4 28.953 35759 11999 25,636 % 13 Cl6:1
5 33,173 4337 1110 3.100 % 17 C18:1 09
6 33.437 9230 2319 6.631 %o 18 C18:1 n%t
7 33.606 19162 4853 13738 %V 20 C18:2 nét
3 34.321 3955 1454 4,269 % 22 C183 03
9 38,138 1792 388 1,285 % 23 C20
10 38.264 1768 3635 1.268 % W 23 C20

3

139488 46947
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APENDICE W - Cromatograma do perfil de 4cidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condi¢do de cultivo 1 (ciclo de fotoperiodo 24C:0E h, concentragdo de
3,37 g L' de GR, concentracdo de 0,08 g L' de silicato de sodio, concentracio de
0,0002 g L! de NaNO3, temperatura de 30°C e tempo de 10 dias)

Sample Name

Sample ID Amostra 12
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount
Data Name : CHGCsohrtion' Data Métedos DANIELA BIOPROCESSOS\08.08 2016 CINETICA 5 12.gcd
Method Name : CMGCsolution'Data'hétodos'Ac Graxos gem
Intensity
12500 3 |%
] g
10000 o
1 .
7300+ o
5000 =
] o :
2500+ &
o]
T T T T T T T T L T T T T
0 10 20 30 40 30 &0
min
Peak#  Ret.Time Area Height Cone.  Unit Matk ID# Cmpd Name
1 21,390 1521 634 1,139 % 6 C12
2 25,236 18714 12164 21,507 % 9 Cld1
3 28,454 23079 8520 17286 % 12 Clé
4 28,955 41083 13880 30,772 % 13 Clad
5 33,171 5032 1205 3.6 % W 17 C18:1 0%
6 33,439 10534 2634 T.890 % 18 C18:1 0%
7 33,608 16157 4031 12,102 %V 20 C182 nét
8 34.322 3258 1315 3938 % 12 C183n3
9 38.136 1174 251 0.879 % 23 C20
10 38.365 958 217 0718 % ¥ 23 C10

133512 44901

3
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APENDICE U - Cromatograma do perfil de 4cidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condi¢do de cultivo 2 (ciclo de fotoperiodo 12C:12E h, concentragdo de
5,61 g L' de GR, concentracdo de 0,14 g L! de silicato de sédio, concentragio de
0,0001 g L' de NaNO3, temperatura de 30°C e tempo de 3 dias)

Sample Name
SFIIL'I.p]E m Amostra 1

Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount

Data Mame - C/GCsalution'Data Métodos DANIELA BIOPROCESSOS\(CINETICA? 1 ged
Method Name : CMGCsolution'Data'Meétodos'Ac Graxos.gem

Intensity

152731 €14
1836/ CIE |

5000

i B | Tl

0 10 20 30 40 30 60

mifn
Peak#  Fet.Time Area Height Conc.  Umt Mak Dz Cmpd Name

1 21,378 1748 122 2,786 % & Cl12

2 25212 13078 3387 20,838 % 9 Cl41

3 28434 1339 304 2,133 % 12 C16

4 28,936 34400 11666 34,968 % 13 C16:1

5 33.408 2034 524 3.240 % 18 C18:1n%t

6 33,576 2370 633 3,776 % 20 C18:2 nfbt

7 34.295 7693 1797 12261 % 22 C183 03

Total 62763 21233
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APENDICE V — Cromatograma do perfil de acidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condi¢do de cultivo 2 (ciclo de fotoperiodo 12C:12E h, concentracao de
5,61 g L' de GR, concentragdo de 0,14 g L' de silicato de s6dio, concentracio de
0,0001 g L' de NaNOj, temperatura de 30°C e tempo de 3 dias)

Sample Name

Sample ID Amostra 2
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount
Data Name : C\GCsolution' Data Métodos DANIELA BIOPROCESSOS\CINETICA? 2.gcd
Method Name : CMGCsolution'Data'Métodos\Ac Graxos. gem
Intensity
4000 I
30004 g
20004 2 :
. '1I 1
1000 |
] «*VMWW
D'—MJ
_u|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
0 10 20 30 40 30 a0
mun
Peak#  RetTime Area Height Cone.  Unit Mak D2 Cmpd Name
1 21,377 24903 1079 2842 % 6 Cl2
2 25,223 9953 4162 11,336 % 9 Cl141
3 28,433 2352 1070 2,906 % 12 C16
4 28,938 54868 18698 62,495 % 13 C16:1
3 33417 2804 635 3,194 % 18 C18:1 oSt
& 33,583 4686 1129 5337 % W 20 C18:2 n6t
7 34.299 10439 2403 11.820 % 22 C18:3n3

Total 87797 20266



APENDICE X — Cromatograma do perfil de dcidos graxos da microalga Chaetoceros

177

calcitrans para a condi¢ao de cultivo 2 (ciclo de fotoperiodo 12C:12E h, concentracao de

5,61 g L' de GR, concentracdo de 0,14 g L! de silicato de sédio, concentragio de
0,0001 g L' de NaNO3, temperatura de 30°C e tempo de 3 dias)

Sample Name

Sample ID Amostra 3
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount
Data Name : C\GCsclution'DataMétodos\ DANIELA BIOPROCESSOS'\CINETICA? 3 ged
Method Name : CMGCsolution'Data'Métodos'\Ac Graxos gem
Intensity
12500] 1|z
10000
7500
5000}
2500 3
_""I""|""I""|""I""|""I""|'"'I""|""I""|
0 10 20 30 40 50 60
min
Peak#  Ret.Time Area Height Cone.  Unit Mak ID# Cmpd Name
1 21,377 3696 1583 2,563 % 6 Cl12
2 25,22 20819 12580 20,678 % 9 C141
3 28,941 63303 12823 45286 % 13 Cl6:1
4 31.496 13346 2133 9.255 % 15 C171
3 33416 2160 516 1,498 % 18 C13:1 09t
6 33,587 1161 315 0,805 % 20 C18:2 nét
7 34.300 12282 2059 8.517 % 22 C18:3n3
8 37.452 8584 1474 5953 % 23 C20
9 37,561 2460 924 1,706 % 23 C0
10 37.672 3394 1479 3.740 % 23 C20
Total 144207 46806
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APENDICE Y — Cromatograma do perfil de acidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condi¢do de cultivo 2 (ciclo de fotoperiodo 12C:12E h, concentracao de
5,61 g L' de GR, concentracdo de 0,14 g L' de silicato de sodio, concentracio de
0,0001 g L' de NaNOj, temperatura de 30°C e tempo de 6 dias)

Sample Name

Sample ID Amostra 4
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount
Data Name : C\GCsolution' Data Métodos DANIELA BIOPROCESSOS\CINETICA?_4.ged
Method Name - CAGCsolution'Data'Métedos\Ac Graxos gem
Intensity
10000 s s
7500
5000
2500~ 2
i 2 z
) I S . { m..hj
_u|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
0 10 20 30 40 30 60
min
Peak#  Ret.Time Area Height Cone. Unit Mark ID# Cmpd Name
1 21,376 3246 1352 3873 % 6 C12
2 23,22 12241 9209 26553 % W 9 Cl41
3 28 430 1346 517 1,607 % 12 C16
4 28,940 47586 16092 56,812 % 13 €161
3 33417 1928 415 2302 % 18 C18:1 n0t
& 33,581 1317 365 1572 % WV 20 C18:2 nbt
7 34,208 6096 1378 1278 % 22 C18:3n3

Total 83760 20338
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APENDICE Z — Cromatograma do perfil de acidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condi¢ao de cultivo 2 (ciclo de fotoperiodo 12C:12E h, concentracao de
5,61 g L' de GR, concentracdo de 0,14 g L! de silicato de sédio, concentragio de
0,0001 g L' de NaNOj, temperatura de 30°C e tempo de 6 dias)

Sample Name Amostra 5
Sample ID
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount
Data Name : CGCsolution' Data Métodos DANIELA BIOPROCESSOS\CINETICA 2 5.ged
Method Name : CHGCsoltion'Data'Métodos' Ac Graxos.gem
Intensity
20000 B E
15000
10000
5000-
5000
_""I""|""|""|""I""|""|""|""|""|""I""|
10 20 30 40 30 60
min
PeakZ  Ret.Time Area Height Cone. Ut Mak IDz Cmpd Name
1 21.389 6097 2480 3.793 % 6 Cl12
2 23,238 43494 20684 30,169 % 9 C141
3 28.454 4034 1576 23522 % 12 C16
4 28,957 24264 20207 52423 % 8 13 C161
5 33.437 3040 786 1.891 % 18 C18:1 n%t
6 33.604 4567 1196 2841 % 20 C18:2 nét
7 34.321 10222 2473 6.360 %o 22 C18:3n3

Total 160738 58412
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APENDICE AA — Cromatograma do perfil de acidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condi¢do de cultivo 2 (ciclo de fotoperiodo 12C:12E h, concentracao de
5,61 g L' de GR, concentracdo de 0,14 g L' de silicato de sodio, concentracio de
0,0001 g L' de NaNOj, temperatura de 30°C e tempo de 6 dias)

Sample Name '
Sample ID Amostra 6
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount
Data Name : C\GCsolution' DataMétodos DANIELA BIOPROCESSOS'CINETICA 2 6.gcd
Method Name : CMGCsolution'Data'biétedos'Ac Graxos.gem
Intensity

5000

2500

- I'M_L L A J_d_u,_l.hk: i P A

0 10 20 30 40 30 60

mifl
Peaks?  Ret.Time Area Height Conc. Umit Mak ID# Cmpd Name

1 21,386 1524 609 3,590 % 6 Cl12

2 25232 14310 G086 33,718 % 9 Cl41

3 28 446 720 276 1.697 % 12 Cl6

4 28,948 214633 7222 50979 % S 13 Clal1

5 33,429 803 194 1.896 %o 18 C18:1 nSt

6 33,595 734 182 L7300 % W 20 C18:2 nbt

1 34312 22 649 6390 % W 22 C183n3

Total 42440 15218
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APENDICE BB — Cromatograma do perfil de 4cidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condi¢do de cultivo 2 (ciclo de fotoperiodo 12C:12E h, concentragdo de
5,61 g L' de GR, concentracdo de 0,14 g L! de silicato de sédio, concentragio de
0,0001 g L' de NaNO3, temperatura de 30°C e tempo de 8 dias)

Sample Name

Sample ID Amostra 7
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount
Data Name : C/GCsolution' Data Métodos DANIELA BIOPROCESSOSICINETICA 2 7.ged
Method Name : CAGCsolution' Data\Métodos\Ac Graxos gem
Intensity
15000+
10000+
. = zf{':'
5000 - 2 =Rl
[:‘—_-—j.'J' 1L i l L. J.w.J- A, T PR S -
_u|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
0 10 20 30 40 50 60
fin
Peak#  Ret Time Area Height Cone.  Unst Muk ID2 Cmpd Name
1 21,384 4668 1882 3M8 % W 6 C12
2 25,232 39310 16309 27,355 % 9 Ci41
3 23.447 10237 3832 T.124 % 12 C16
4 28,948 398356 20311 41,651 % 13 Cl16:1
5 33427 T008 1761 4.877 % 18 C18:1n9t
] 33,596 14865 3780 10,344 % 20 C18:2 n6t
7 34.310 1762 18283 5.402 % 22 C183n3

Total 143706 404978
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APENDICE CC - Cromatograma do perfil de acidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condi¢do de cultivo 2 (ciclo de fotoperiodo 12C:12E h, concentracao de

5,61 g L' de GR, concentracdo de 0,14 g L' de silicato de sodio, concentracio de
0,0001 g L' de NaNOj, temperatura de 30°C e tempo de 8 dias)

Sample Name
Sample ID
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount

Data Name
Method Wame

Intensity

Amostra 8

- C\GCsolution'DataMétodos DANTELA BIOPROCESSOSICINETICA 2 8 ged
: CMGCsolution' Data\Métodos\Ac Graxos.gem

23840 CI2

;JUA»—*—J—J**L“ ‘

5730, 140

S5 CI6

Ja 4 Tl

Bl CH Lads

%3353 Cld Ind

T

34304/ C133 ol

L.

0 10 20 30 40 50
Peak#  Ret.Time Area Height Conc. Ut Mak ID# Cmpd Name

1 21,384 2697 1147 2815 % 6§ C12

2 25,230 15123 6302 15,789 % 9 Cl41

3 28 446 8413 3235 8784 % 12 C16

4 28,945 39770 13532 41515 % 13 C16:1

5 33,423 9107 2238 9507 % 18 C18:1 09t

& 33,593 14987 3730 15,644 % 20 C18:2 nét

7 34.308 5693 1399 3945 % 22 C183 03
Total 95796 31594

T
60
b i}
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APENDICE DD — Cromatograma do perfil de acidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condi¢ao de cultivo 2 (ciclo de fotoperiodo 12C:12E h, concentracao de
5,61 g L' de GR, concentracdo de 0,14 g L! de silicato de sédio, concentragio de
0,0001 g L' de NaNOj, temperatura de 30°C e tempo de 8 dias)

Sample Name

Sample ID Amostra 9
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount
Data Name - CGCsolution' Data Métodos DANIELA BIOPROCESSOSWCINETICA 2 0,5 ml ged
Method Name : CMGCsolution'Data'Meétedos' Ac Graxos gem
Intensity
30000 = |z
i 2|3
20000
10000~ 2 B
4 1‘. _; -
4 A .
. g
4 =
0+ 5
| e L

_10000_'""""I"'"""I""""'I"""'"I""""'I""""'I
0 10 20 30 40 30 &0
min
Peal?  Ret.Time Area Height Conc.  Unit Mark ID2 Cmpd Name
1 21,391 6880 2883 2376 % 6 Cl12
2 25,242 72577 30027 25,060 % 9 Cl41
3 28,456 20870 7024 7.206 % 12 C16
4 28,963 122941 41761 42451 % 13 C161
5 33.439 14544 3719 3.022 % 18 C18:1 oSt
6 33.612 33777 8373 11.663 % 20 C18:2 n6t
7 34.323 18019 4472 6,222 % 22 C18:3n3

Total 289608 100239
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APENDICE EE- Cromatograma do perfil de 4cidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condi¢do de cultivo 2 (ciclo de fotoperiodo 12C:12E h, concentracao de
5,61 g L' de GR, concentracdo de 0,14 g L' de silicato de sodio, concentracio de
0,0001 g L' de NaNO;, temperatura de 30°C e tempo de 10 dias)

Sample Name

Sample ID Amostra 10
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount
Data Name : C)GCsolution' Data Métodos DANIELA BIOPROCESSOSWCINETICA 2 10_0.5 mL ged
Method Name : CMGCsolution'\Data'Métedos'Ac Graxos.gem
Intensity
15000+ v -
10000—
5000 g
o M L J ol L
_||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
0 10 20 30 40 30 60
1N
PeakZ  Ret.Time Area Height Conc. Unit Mak ID2 Cmpd Name
1 21,390 3592 1544 2439 % 6 C12
2 25,237 35162 14881 23,877 %o 9 Cl41
3 28,452 9859 3706 6,605 % 12 Cl6
4 28,956 39430 20074 40357 % 13 Cl16:1
5 33,438 15209 3826 10,328 % 18 C18:1 n9t
6 33,605 12982 3313 8816 % 20 C182 nbt
7 34321 11027 2705 7488 % 22 €183 n3
Total 147261 50049
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APENDICE FF — Cromatograma do perfil de 4cidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condi¢do de cultivo 2 (ciclo de fotoperiodo 12C:12E h, concentragdo de
5,61 g L' de GR, concentracdo de 0,14 g L! de silicato de sédio, concentragio de
0,0001 g L' de NaNO3, temperatura de 30°C e tempo de 10 dias)

Sample Name

Sample ID Amostra 11
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount
Data Name : CGCsalution'Data Métodos DANIELA BIOPROCESS0S CINETICA 2 11 0,5 mL ged
Method Name : CHGCsolution' Data\Métodoes\Ac Graxos.gem
Intensity
30000+
20000+ 3
10000 . I
D___ln-L. L Ll 1 L J i I.l-u_lﬂu A ". A -
_||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
0 10 20 30 40 30 60
min
Peak#  Ret.Time Agea Height Conc.  Unit Matk ID# Cmpd Name
1 21,389 10066 4251 2,715 % & Cl12
2 25,239 80413 34534 21,690 % 9 Cl41
3 28452 24036 0402 6,483 % 12 Cl6
4 28,961 170452 58817 43976 % 13 Cl6:1
3 33437 21173 5335 3,711 % 18 C18:1 n%t
6 33.606 42360 10892 11.426 % 20 C18:2 nbt
7 34319 222 5392 6.000 % 22 C183n3

Total 370744 128623
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APENDICE GG - Cromatograma do perfil de acidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a condi¢do de cultivo 2 (ciclo de fotoperiodo 12C:12E h, concentracao de
5,61 g L' de GR, concentracdo de 0,14 g L' de silicato de sodio, concentracio de
0,0001 g L' de NaNOj, temperatura de 30°C e tempo de 10 dias)

Sample Name LA tra 12
Sample ID : mostra
Sample Type
Injection Volume
ISTD Amount
Data Name : C\GCsclution'Data'Métodos DANIEL A BIOPROCESSOS\CINETICA 2 12 0,5 ml ged
Method Name : CMGCsolution' Data'Metodos\Ac Graxzos.gem
Intensity
] SE
40000 T
3 ;
30000 S
. 2 t*-
20000 I 1
i s
10000- 3 B
P P Ll .LLJ R N
T e o o o L e o e o L e e o e L B o e
0 10 20 30 40 30 60
min
Peak#  RetTme Area Height Conc.  Unit Mak ID# Cmpd Name
1 21,387 13183 5699 2508 % 6 C12
2 23,237 102850 43385 19.566 % 9 Cl41
3 28.453 48191 18338 0168 % 12 Cl16
4 28,961 203616 68588 38.735 % 13 Cl6:1
5 33.436 40516 10209 7,708 % 18 C18:1 n9t
6 33,609 92196 23601 17.539 % 20 C18:2 nft
7 34.317 25108 6169 4777 % 22 C18:3n3

Total 525662 175989



9.0

80

70

6.0

50

40

30

20

0.0

187

APENDICE HH - Cromatograma do perfil de 4cidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a ruptura celular utilizando HCI (controle)

V(x10,000)
Chromatogram N
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g g £33
I 9 8 38 &
g g8 | & 2o §
< S N e s
) : MM
I
A& AJJL N
T T
175 200 25 250 275 30.0 325 350 375 400 425 min

APENDICE II — Cromatograma do perfil de 4cidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a ruptura celular utilizando micro-ondas no tempo de 40 s

5.5

5.0

45

40

35

3.0

25

20

IV(x10,000)

Chromatogram

F21.384/3957

25.

28.952/107265

43022666
'33.599/28731

3.163/3359

£33,
34.312/10274
38.255/2428

min
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APENDICE JJ — Cromatograma do perfil de 4cidos graxos da microalga Chaetoceros
calcitrans para a ruptura celular utilizando ultrassom no tempo de 5 min

1V(x10,000)
Chromatogram

250

28.952/85716

225

2.00

25.232/43436

175

1.50

28.450/29563

1.25

1.00

° °
2 I
8 P
E 21.383/4055




