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RESUMO

O cultivo de microalgas tem sido realizado visando a producdo de biomassa tanto para
uso na elaboragdo de alimentos quanto para a obten¢cdo de compostos naturais com alto
valor no mercado mundial. Além disso, os lipideos produzidos pelas microalgas podem
ser utilizados na preparagdo de nanoemulsdes que consistem em uma dispersdo muito
fina composta por uma fase oleosa e uma fase aquosa, com tamanho de gota, em escala
nanométrica. Os objetivos deste trabalho foram avaliar o potencial da microalga
Chlorella quanto a producdo de lipideos e obter nanoemulsdo utilizando lipideo de
origem microalgal. As microalgas Chlorella homosphaera, Chlorella sp. e Chlorella
minutissima foram cultivadas de modo heterotrofico. Foi observado que cultivos
realizados com Meio BGI11 adicionado de 10 gL' de glicose apresentaram
concentracdo celular maxima (1,62; 1,53; 1,14 g.L'l) para Chlorella sp., C.
homosphaera, e C. minutissima, respectivamente enquanto que os ensaios sem glicose
mantiveram-se com concentragdo celular igual a do inicio dos experimentos
(0,15 g.L™"). A microalga C. homosphaera cultivada em Meio BG11 e 10 gL de
glicose apresentou a maior concentragdo de lipideos na biomassa seca (22,4 %p/p). A
maxima concentragdo de PUFA (35,25 %p/p) e de acidos graxos essenciais (35,05
%p/p) foi encontrada no cultivo de C. homosphaera em Meio Basal sem glicose, sendo
esse o meio mais adequado para producdo de PUFA e 4cidos graxos essenciais.
Posteriormente, para a microalga C. homosphaera foi feito um planejamento
experimental do tipo 2% com trés repeti¢des no ponto central, tendo-se como fatores as
concentragdes de glicose (5, 10 e 15 g.L'l) e de NaNO; (0,5; 1,0 e 1.5 g.L'l), e as
concentragdes de lipideos totais e de biomassa como respostas. Verificou-se que o
cultivo realizado com 5 gL' de glicose e 1,5 g.L "' de NaNO; foi o que apresentou
producdo de biomassa de 1,22 g.L" e produtividade lipidica de 13,07 mg.L".d"", com
predominancia dos d4cidos graxos palmitico (C16:0 - 23,6 %p/p) e linoléico
(C18:1n9 - 22,4 %p/p). A seguir, a microalga C. minutissima foi objeto de estudo,
realizando-se outro planejamento experimental do tipo 2° com trés pontos centrais,
tendo-se como fatores as concentragdes de glicose (1,5 ¢ 9 g.L™") e de NaNO; (0.2; 0,75
e 1,3 gL™), e as concentragdes de lipideos totais e de biomassa como respostas.
Verificou-se que o cultivo realizado com 9 g.L”' de glicose e 0.2 gL' de NaNO;
apresentou maior concentracdo de lipideos (29,38 %p/p), crescimento celular de 0,89
gL' e um perfil lipidico com 26,6 %p/p de acidos graxos saturados, 62,4 %p/p de
monoinsaturados e 11 %p/p de poli-insaturados. Na ultima etapa do trabalho, foi
produzida nanoemulsdo utilizando lipideo de microalga. O menor tamanho de gota
(187,9 nm) e baixo indice de polidispersdo (0,114) foram obtidos na nanoemulsio
preparada sem a adi¢do de Tween®80. Todas emulsdes apresentaram estabilidade, com
valores de potencial zeta maiores que 30 mV, em moédulo. Sendo assim, os lipideos de
microalgas sdo uma fonte promissora na prepara¢do de nanoemulsdes com potencial
beneficio para saude humana.

PALAVRAS CHAVE: Chlorella, lipideos, microalga, nanotecnologia, nanoemulséo.



ABSTRACT

LIPIDS PRODUCTION BY Chlorella MICROALGA AND OBTAINING OF
MICROALGAL NANOEMULSION

The microalgae cultivation have been conducted aimed at biomass production for use in
food preparation and natural compounds obtainment with high world market value. In
this context, lipids produced by microalgae can be used in nanoemulsions preparation
which consist of thin dispersion composed by an oil and an aqueous phase with
nanoescale droplet size. The objectives of this study were obtained lipids from
microalgae, with higher polyunsaturated fatty acids (PUFAs) concentrations and get
nanoemulsion using microalgal lipid source. Chlorella homosphaera, Chlorella sp. and
Chlorella minutissima microalgae were grown, heterotrophic mode, varying cultivation
conditions. It was observed that cultures performed in BG11 Media supplemented with
10 gL' glucose showed maximum biomass concentration (1.62, 1.53, 1.14 g.L'") for
chlorella sp., C. homosphaera and C. minutissima, respectively, while no glucose tests
were maintained with equal biomass concentration since the beginning of the
experiments (0.15 g.L'"). The C. homosphaera cultived in BG11 Media and 10 g.L™!
glucose showed a higher concentration of lipids in dry biomass (22.4 %w/w). The
maximum PUFA (35.25 %w/w) and essential fatty acids concentration (35.05 %w/w)
was found in C. homosphaera cultivation in Basal Media without glucose, which is the
most appropriate media for PUFAs and essential fatty acids production. Thereafter, for
the C. homosphaera microalga was made a 2* full factorial experimental design with
three replicates at the center point, using factors glucose (5, 10 and 15 g.L™") and NaNO;
(0.5, 1.0 and 1.5 g.L™") concentrations, and total lipid and biomass concentrations as
solutions. The cultivation performed with 5 g.L™' of glucose and 1.5 g.L”' of NaNOs
showed the biomass yield of 1.22 gL and lipid productivity of 13.07 mg.L™'.d",
predominantly palmitic fatty acid (C16:0 - 23.6 %w/w) and linoleic acid
(C18:1n9 - 22.4 %w/w). Hereafter, C. minutissima microalga been studied, performing
other 2? full factorial experimental design made with three replicates at the center point,
using factors glucose (1, 5 and 9 g.L'") and NaNO; (0.2, 0,75 and 1.3 gL™)
concentrations, and total lipid and biomass concentrations as a solutions. The cultivation
performed with 9 gL' of glucose and 0.2 gL' of NaNO; showed higher lipid
concentration (29.38 %w/w), cell growth of 0.89 g.L™! and a lipid profile of 26.6 %w/w
saturated, 62.4 %w/w of monounsaturated and 11.0 %w/w of polyunsaturated fatty
acids. In the last stage of the work, was produced nanoemulsion using microalga lipid.
The smallest droplet size (187.9 nm) and low polydispersity index (0.114) were
obtained without addition of Tween®80. All emulsions were stable, with values of zeta
potential greater than 30 mV, in magnitude. Thus, the lipid of Chlorella microalgae are
a promising source for the preparation of nanoemulsions with potential benefits for
human health.

KEY WORDS: Chlorella, lipids, microalga, nanotechnology, nanoemulsion.
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1.1 INTRODUCAO

O interesse no cultivo de microalgas estd crescendo gradativamente no
mundo inteiro, principalmente, por apresentar vantagens como a simplicidade de
nutrientes necessarios, a duplicagdo da biomassa em um curto periodo de tempo e a
possibilidade de manipular suas condi¢des, de modo a aumentar a producdo de um
metabolito especifico, como os dcidos graxos (COSTA et al., 2006). A partir do cultivo
da microalga, podem ser obtidos produtos como a prépria biomassa, proteinas,
carboidratos, corantes, antioxidantes, acidos graxos, enzimas e polimeros. Essas
substancias bioativas sdo extraidas a partir de cultivos em grande escala, nas chamadas
“biorefinarias” (JUNIOR, 2007).

Cultivos heterotrofico e mixotrofico de microalgas sdo muito conhecidos
por propiciarem crescimento microalgal rapido e elevado acimulo de material lipidico
(acidos graxos) nas células de microalgas quando comparados com os cultivos
autotréficos (MITRA et al., 2012). Além disso, o cultivo heterotréfico apresenta maior
produtividade lipidica, frente aos cultivos autotréfico e mixotrofico (CHEN et al., 2011;
PEREZ-GARCIA et al., 2011). Como estes cultivos sdo realizados na auséncia de luz,
faz-se necessario o emprego de compostos organicos, como fonte de carbono e energia,
para producdo de biomassa e realiza¢do de outras fungdes celulares importantes para o
metabolismo microalgal (CHOJINACKA e MARQUEZ-ROCHA, 2004; PEREZ-
GARCIA et al., 2011). As fontes de carbono exdgenas mais comumente utilizadas por
estes micro-organismos sdo glicose (XU et al., 2006; LIANG et al., 2009; HEREDIA-
ARROYO et al., 2010; O’GRADY e MORGAN, 2011), acetato (HEREDIA-ARROYO
et al., 2010) e glicerol (LIANG et al., 2009; O°’GRADY ¢ MORGAN, 2011).

Quando as microalgas sdo submetidas a uma condi¢cdo de estresse sdo
estimuladas a produzir maior concentragdo de determinada substancia (MORALIS,
2006). No caso de cultivos heterotroficos, o estresse celular pode estar relacionado a
auséncia de luz e em alguns casos, associado também a restricdo de algum nutriente do
meio de cultura.

Desta forma, estimular a sintese de lipideos e acidos graxos por meio da
aplicagdo de um estresse especifico ¢ uma técnica importante no estudo biotecnologico

(MORALIS, 2006). As principais aplicagdes dos lipideos e 4cidos graxos de microalgas
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sdo no enriquecimento de ragdes para peixes, possibilidade de uso para producdo de
biodiesel, fonte de acidos graxos essenciais na dieta humana (MORAIS e COSTA,
2008) e farmacos (RADMANN e COSTA, 2008).

Os acidos graxos nas microalgas correspondem a maior fragdo lipidica e, em
algumas espécies, os poli-insaturados (PUFAs) representam entre 35 ¢ 60 % dos
lipideos totais (RICHMOND, 1986). Os PUFAs de origem microalgal tém um mercado
muito promissor na biotecnologia, em especial na industria de alimentos funcionais
(PULZ e GROSS, 2004; BERTOLDI et al., 2008) por apresentarem efeitos benéficos a
saude tais como prevencgdo e atenuagdo de problemas cardiacos, doengas cronicas e
controle do colesterol.

A forma de administragdo destes agentes, no entanto, precisa ser adequada
para possibilitar a eficacia terapéutica. Dentro deste contexto, a nanotecnologia tem
atraido o interesse de inumeros grupos de pesquisa em todo o mundo, devido ao seu
enorme potencial de aplicacdo nos mais variados setores industriais, entre eles os
nanocarreadores de farmacos e/ou ingredientes funcionais e ao impacto que seus
resultados podem dar ao desenvolvimento tecnoldgico e econdmico (DURAN et al.,
2012). Sendo assim, esta nova tecnologia consiste na habilidade de manipular a matéria
na escala nanométrica para criar estruturas com uma organizacdo molecular
diferenciada. Uma das grandes vantagens dessa tecnologia ¢ o aumento da area
superficial dos materiais na escala nano, o que torna estes materiais muito mais reativos
(PAULL et al., 2003), apresentando novas propriedades.

Entre os nanocarreadores podemos citar as nanoemulsdes que podem ser
definidas como sistemas heterogéneos nos quais um liquido (fase interna) ¢ disperso em
outro (fase externa) na forma de goticulas, na presenga de agente emulsificante. Apesar
da instabilidade termodindmica, as nanoemulsdes sdo sistemas cineticamente estaveis e
apresentam diversas potencialidade (KLANG e BENITA, 1998). Além disso,
apresentam tamanho de gota variando entre 50 ¢ 1000 nm de didmetro (GUTIERREZ et
al., 2008).

A utilizagdo das nanoemulsdes na industria de alimentos pode estar
associada a incorporagdo de alimentos funcionais, tal como os lipideos de microalgas

ricos em 4cidos graxos poli-insaturados.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a producdo de lipideos, ricos em acidos graxos poli-insaturados
(PUFAS), a partir do cultivo heterotréfico de microalgas e desenvolver nanoemulsdes de

origem microalgal.

1.2.2 Objetivos especificos

- Estudar o cultivo heterotréfico, para producdo de lipideos, das microalgas
Chlorella homosphaera, Chlorella sp. e Chlorella minutissima;

- Determinar o perfil de &cidos graxos das microalgas Chlorella
homosphaera, Chlorella sp. € Chlorella minutissima cultivadas de modo heterotréfico;

- Selecionar a microalga que produz maior concentragdo de lipideos;

- Estudar a influéncia da concentrag@o de carbono e nitrogénio na produgéo
de lipideos e acidos graxos poli-insaturados (PUFAs);

- Maximizar a producdo de lipideos e PUFAs utilizando a técnica de
planejamento experimental;

- Selecionar a condi¢do de cultivo que favorece maior acimulo intracelular
de lipideos;

- Desenvolver nanoemulsdo utilizando como fase oleosa o lipideo extraido

da biomassa de microalga obtida em cultivo heterotréfico.
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1.3 JUSTIFICATIVA

Muitas das substancias sintetizadas e acumuladas pelas microalgas sdo
também encontradas nas plantas, as quais evoluiram das algas verdes ou clorofitas
(RAVEN et al., 2001). Entretanto, segundo Cohen (1986) e Richmond (1986), a
produgdo microalgal pode ser justificada por apresentar diversas vantagens, dentre as
quais podem ser destacadas:

Cultivo de microalgas: as microalgas sdo um sistema bioldgico eficiente na
utilizagdo da energia solar para a producdo de matéria organica. Além disso, muitas
espécies crescem mais rapidamente do que as plantas terrestres, fato que possibilita
maiores rendimentos anuais de biomassa (maior produtividade). Ainda, as microalgas
podem crescer em regides com condi¢cdes climdticas extremas e os cultivos
desenvolvidos com &gua marinha ou de estudrios. Estas condi¢des ndo podem ser
convencionalmente empregadas no cultivo de plantas com valor para a agricultura;

Natureza unicelular: esta morfologia assegura que toda biomassa tenha a
mesma composi¢do bioquimica, o que ndo ocorre com as plantas terrestres que
apresentam compostos localizados em partes especificas: nos frutos, folhas, sementes
ou raizes;

Manipula¢do das condi¢des de cultivo: por manipulagdo das condic¢des
ambientais de cultivo (luz, temperatura e nutrientes, por exemplo) muitas espécies
podem ser induzidas a sintetizar e acumular altas concentragdes de proteinas,
carboidratos, lipideos, biopolimeros, entre outros. Tais compostos apresentam elevado
valor comercial, principalmente por serem produtos naturais;

Ciclo de vida: o ciclo de vida da maioria das microalgas se completa em
poucas horas, o que favorece a selecdo de cepas e o melhoramento genético das
espécies.

A biomassa microalgal e os extratos de biomassa estdo ganhando destaque
no mercado mundial, principalmente, em virtude do aumento da demanda por produtos
que apresentam substancias com efeitos antioxidantes, acidos graxos poli-insaturados e

proteinas imunologicamente efetivas (COHEN, 1999).
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Os lipideos sdo um dos principais componentes das microalgas e, do ponto
de vista nutricional, apresentam um papel importante como fonte de energia e de acidos
graxos essenciais (3, por exemplo). Os 4&cidos graxos essenciais devem ser
adicionados a dieta ja que ndo podem ser sintetizados pelo metabolismo humano e
contribuem para prevengdo e atenuacdo de problemas cardiacos, controle de colesterol,
ativagdo do sistema imunoldgico e crescimento celular. Especificamente, o consumo de
®3 obtido de microalgas ¢ benéfico para o desenvolvimento neural, além de prevenir
doengas como cancer, hipertensdo, diabetes, fibrose cistica, artrites, asma, esquizofrenia
e depressdo (KRIS-ETHERTON et al., 2002). Por este motivo, os acidos graxos poli-
insaturados de origem microalgal t€m um mercado muito promissor na biotecnologia,
em especial na industria de alimentos funcionais (PULZ e GROSS, 2004; BERTOLDI
et al., 2008).

Sabe-se que as condig¢des de cultivo influenciam a producdo de biomassa
microalgal e, consequentemente, a obtencdo dos acidos graxos essenciais. O cultivo
heterotrofico de microalgas € realizado na auséncia de luz e por isso torna-se necessario
a utilizacdo de compostos organicos, como fonte de carbono e energia, para o
crescimento celular e realizacdo de fung¢des celulares (PEREZ-GARCIA et al., 2011).
Este tipo de cultivo ¢ muito conhecido por propiciar crescimento microalgal rapido e
elevado acimulo de material lipidico (4cidos graxos) nas células de microalgas, quando
comparados com os cultivos autotrdficos, os quais sdo realizados na presenca de luz
(MITRA et al., 2012). Além disso, oferece varias vantagens sobre o cultivo autotrofico,
por exemplo a eliminacdo da varia¢do da fonte natural de luz, mantendo-se o controle
do processo de cultivo e baixo custo para recuperacdo da biomassa (HUANG et al.,
2010; XU et al., 2006). Tendo em vista o que foi exposto acima, o cultivo heterotrofico
de microalgas t€ém despertado interesse na area de biotecnologia (LIANG et al., 2009;
PEREZ-GARCIA et al., 2011).

Segundo Wu et al. (1994), algumas espécies de Chlorella tém a capacidade
de crescer em ambiente fotoautotréfico ou heterotréfico, como por exemplo, a Chlorella
protothecoides. Xu et al. (2006) cultivaram esta microalga nos dois modos, autotréfico e
heterotréfico, e o conteudo de lipideos foi de 14,57 % e 55,20 %, respectivamente.
Sabendo-se que a microalga do género Chlorella € excelente produtora de lipideos

quando se trata de cultivo em modo heterotréfico, decidiu-se escolher as microalgas
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Chlorella homosphaera, Chlorella sp. e Chlorella minutissima do banco de cepas do
Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal do Rio Grande
(FURG) para realizar o estudo.

Recentemente, a nanotecnologia rapidamente emergiu como um dos campos
de pesquisa mais promissores e atraentes, podendo a industria de alimentos se beneficiar
neste cendrio. Esta tecnologia oferece potencial para melhorar a biodisponibilidade e
solubilidade de diferentes ingredientes funcionais, tais como 4acidos graxos,
carotenoides (QUINTANILLA-CARVAIJAL et al., 2010) e antioxidantes naturais, que
estdo sendo amplamente utilizados como ingredientes ativos em uma grande variedade
de produtos alimenticios (MORARU et al., 2003). Além disso, a aplicagdo da
nanotecnologia na éarea de alimentos pode permitir a modificagdo de muitas
caracteristicas de produtos alimentares, em macroescala, tais como textura, sabor,
outros atributos sensoriais, intensidade de coloragdo, processabilidade e estabilidade
durante a vida de prateleira, levando a um grande ntimero de novos produtos. Através
desta nova tecnologia é possivel melhorar a solubilidade em agua, estabilidade térmica,
e biodisponibilidade oral de compostos funcionais (HUANG et al., 2010a).

O desenvolvimento de nanoemulsdes ¢ um dos campos de aplicagdo mais
interessantes, uma vez que elas podem atuar como carreadoras ou sistemas de entrega
de compostos lipofilicos, tais como nutracéuticos, farmacos, sabores, antioxidantes, e
agentes antimicrobianos (WEISS et al., 2008). O processo de emulsificacdo, na
industria alimenticia, tem papel importante na formagdo da consisténcia e textura de
produtos, assim como na dispersdo das fases (PRIETO, 2007). Sendo assim, dois
exemplos cldssicos de emulsdes alimenticias podem ser observados nas maioneses e
margarinas.

Além disso, a pesquisa na area de obtencdo de nanoemulsdes utilizando
lipideo de origem microalgal, como fase oleosa de uma emulsdo 6leo em agua (O/A),
desperta grande interesse, pois ndo encontramos trabalhos publicados nesse ramo da
nanotecnologia, mostrando a originalidade do estudo. As emulsdes de grau alimenticio
formadas a partir de 6leos ricos em ®3 (&cidos graxos poli-insaturados (PUFAs), tais
como aquele extraido da biomassa de microalga, sera comercialmente atraente devido
aos beneficios para a saide humana, como a prevencdo de uma série de doengas

cronicas, que estdo associados ao consumo destas emulsdes.
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Tendo em vista o que foi exposto acima, o projeto Rede Nanofotobiotec -
Rede Integradora de Nanotecnologia e Biotecnologia Microalgal para o
Desenvolvimento Cientifico/Tecnologico e Formagdo de Recursos Humanos, objetiva
formar uma rede de pesquisa e desenvolvimento de bioprocessos e bioprodutos
nanotecnolédgicos ligados a producdo de biomassa e bioprodutos microalgais, com
formagdo de recursos humanos em nivel de pds-graduagdo. Neste contexto, esta tese
estd inserida neste projeto podendo contribuir com a pesquisa na area biotecnoldgica
através da obtengdo de lipideos, através de cultivos heterotroficos em batelada
alimentada de microalgas do género Chlorella, para utilizagdo na preparacdo de
nanoemulsdes que podem ser empregadas na industria de alimentos como

nanocarreadores de alimentos funcionais.
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2.1 REVISAO DA LITERATURA

2.1.1 Microalgas

A denominagdo microalgas inclui organismos que vivem em meio ambiente
aquatico e que possuem dois tipos de estrutura celular: procariotica e eucaridtica
(VONSHAK, 1997; DERNER et al., 2006). Os procaridticos tém representantes nas
divisdes Cyanophyta (cianobactérias) e Prochlorophyta. Ja os eucaridticos possuem
representantes nas Divisdes Chlorophyta, FEuglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta
(Prymnesiophyta), Heterokontophyta (Bacillariophyceae, Chrysophyceae,
Xantophyceae etc.), Cryptophyta e Dinophyta (DERNER et al., 2006).

A aplicagdo de microalgas como alimento constitui a utilizagdo mais antiga
destes organismos, sendo empregadas na alimentacdo humana como fonte de
suplemento alimentar de alto valor nutricional, de biocorantes, e na alimenta¢do animal.
O uso das microalgas como alimento para animais aquaticos emprega grande niimero de
espécies, pertencentes a diversas categorias taxondmicas. Sendo assim, o conhecimento
da composicdo quimica das espécies, em termos de substancias de valor nutritivo ¢
muito importante. Além disso, estudos tém sido realizados para o emprego de
biocombustiveis e como forma de fixar CO, originado na atividade industrial e na
geracdo térmica de energia elétrica (ROSA e COSTA, 2008). O cultivo comercial de
microalgas em larga escala comegou nos anos 60 no Japdo com a cultura da Chlorella,
seguida nos anos 70-90 pelo cultivo de Spirulina no México, Estados Unidos e China.
Em um periodo de cerca de 30 anos a industria biotecnoldgica da microalga cresceu e se

diversificou muito (RADMANN, 2007).

2.1.1.1 Microalga Chlorella

A Chlorella ¢ uma microalga eucaridtica unicelular esférica, microscopica e
seu didametro varia de 5-10 um (ILLMAN et al., 2000), trata-se de uma microalga da
divisdo Chlorophyta e ordem Chlorococcales. Esta microalga possui cloroplasto verde,
circundado por duas membranas e sua parece celular ¢ composta de pectina e celulose

ou de polimeros de xilose ou manose conectadas com a proteina. Além disso, em muitos
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géneros, as paredes celulares estdo incrustadas com carbonato de calcio, silica e, menos
frequentemente, outros minerais como 6xido de ferro (MARGULIS e SCHWARTZ,
2001).

A microalga Chlorella (Figura 1) foi descoberta pelos japoneses
(RICHMOND, 1986), tradicionais consumidores de algas, os quais a apreciam e a
utilizam normalmente como complemento alimentar. E uma microalga rica em clorofila,
proteinas, vitaminas, sais minerais, aminoacidos essenciais e lipideos, principalmente
quando cultivadas de modo heterotrofico. Esta microalga possui 53 % de proteinas, 23
% de carboidratos, 9 % de lipideos e 5 % de minerais (HENRIKSON, 1994). Ela
contém ainda mais de 2 % de clorofila, o que lhe permite rapido crescimento, pois assim
como as plantas superiores, seu metabolismo principal ¢ a fotossintese, em que a fonte
principal de energia é a luz solar (VONSHAK,1997). Segundo Sung et al. (1999), a
Chlorella apresenta velocidade especifica de crescimento quase constante em valores de

pH acima de 4,2; e por esse motivo ela cresce facilmente em tanques e lagos.

Figura 1 - Microfotografia da microalga Chlorella

Fonte: Laboratério de Engenharia Bioquimica (FURG).

Uma caracteristica importante da microalga Chlorella ¢ que a mesma possui
o certificado GRAS (Generally Recognized As Safe) emitido pelo FDA (Food and
Drug Administration), podendo ser utilizada como alimento sem apresentar risco a
saude. Além disso, a microalga Chlorella apresenta alta capacidade de fixagdo de CO,
(YANAGTI et al., 1995; HIRATA et al., 1996; YOSHIHARA et al., 1996; SUNG et al.
1999; MORAIS e COSTA, 2007), ¢ resistente a altas temperaturas (YOSHIHARA et

al., 1996; LEE et al. 2002) e possui habilidade de crescer na presenca e auséncia de luz
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produzindo diversos bioprodutos, dentre eles lipideos (WU et al., 1994; XU et al., 2006;
LIANG et al., 2009; HEREDIA-ARROYO et al., 2010; MITRA et al., 2012).

2.1.2 Cultivo de microalgas

A finalidade do processo biotecnologico é o crescimento do micro-
organismo em condi¢des ambientais que estimulem a sintese do produto que se deseja
obter (TREVAN et al., 1990; BORZANI et al., 2001). Sendo assim, o cultivo de
microalgas pode ser realizado de trés maneiras distintas: autotrofico (fotoautotrdfico),
heterotréfico e mixotréfico. Assim, o que diferencia 0 modo como o cultivo serd
conduzido ¢ a fonte de carbono utilizada e presen¢a ou ndo de luz (BOROWITZKA,
1999; CHEN et al., 2011).

No cultivo autotrofico as microalgas crescem utilizando luz e didéxido de
carbono como fonte de carbono e energia. Nos cultivos em modo heterotréfico, as
microalgas usam compostos organicos como energia e fonte de carbono. As principais
fontes de carbono organico assimiladas pelas microalgas, neste tipo de cultivo, sdo
glicose, acetato, glicerol, frutose, lactose, galactose e manose (CHOJNACKA e
MARQUEZ-ROCHA, 2004; DERNER, 2006; CHEN et al., 2011). Os cultivos
mixotroficos sdo uma combina¢do dos outros dois modos de cultivos (autotrofico e
heterotr6fico) nos quais utilizam simultaneamente a fonte luminosa e o substrato
organico como fonte de energia, além de CO, e substrato organico como fontes de

carbono (CHOINACKA e MARQUEZ-ROCHA, 2004; DERNER, 2006).

2.1.3 Fatores fisico-quimicos que influenciam no cultivo de microalgas

No ambiente natural, assim como nos cultivos, o crescimento de uma
populagdo microalgal ¢ resultado da interacdo entre fatores bioldgicos, fisicos e
quimicos (RAVEN, 1988). Os fatores bioldgicos estdo relacionados as proprias taxas
metabolicas da espécie cultivada, bem como com a possivel influéncia de outros micro-
organismos sobre o desenvolvimento algal. Quanto aos fatores fisico-quimicos, so
principalmente reportados estudos sobre iluminacdo, temperatura, salinidade

(especialmente  para microalgas marinhas), disponibilidade de nutrientes
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(YONGMANITCHAI ¢ WARD, 1991; CHEN e CHEN, 2006), pH, agitagdo (MIAO ¢
WU, 2004; CHEN e CHEN, 2006), nivel de oxigénio dissolvido (CHEN e CHEN,
2006) e tipo de (foto)biorreatores (SONG et al., 2008).

A temperatura pode influenciar o crescimento celular e a composicdo
quimica das microalgas. Quando as células de Chlorella sdo cultivadas em temperatura
entre 25 e 35 °C, o teor de proteina diminui e o de carboidratos e lipideos aumenta
(OGBONNA ¢ TANAKA, 1996).

O pH do meio também ¢ importante no processo de cultivo, variando de
neutro a alcalino para a maioria das espécies de microalgas (RAVEN, 1990). Como
qualquer outro micro-organismo, as microalgas reagem a variacdes do meio exterior
com alteracdes do seu meio intracelular. O pH interfere em todas as reagdes quimicas e
bioquimicas, além de interferir nas conformagdes espaciais das moléculas. O pH ¢
considerado um dos pardmetros mais criticos para atividade biologica. A forma
predominante de carbono ¢ altamente dependente do pH, sendo que valores de pH mais
alcalinos favorecem a forma bicarbonato (HCO3"), que constitui mais de 80 % em pH
entre 7 ¢ 9, enquanto as formas de CO, livre e carbonato (CO5?) predominam abaixo ou
acima destes valores, respectivamente (ARAUJO, 2005).

A agitagdo da cultura torna-se muito importante para otimizar todos os
fatores essenciais relacionados a produ¢do de biomassa de microalgas. A agitagdo da
cultura, em meio liquido, mantém as células em suspensdo evitando que algumas
células fiquem depositadas no fundo do fotobiorreator e outras permane¢am na
superficie recebendo luz em excesso (cultivo autotrofico ou mixotréfico) (BECKER e
VENKATARMAN, 1984). Além disso, a agitacdo evita a foto-oxidacdo pela
eliminagdo do oxigénio supersaturado no meio (RICHMOND, 1986).

Quando se trata de meio de cultura sintético, o alto custo dos nutrientes
pode representar fator limitante para a produgfo. No caso de cultivos em meios de
cultura alternativos (residuos industriais ou agricolas), os fatores limitantes para a
producdo de biomassa restringem-se a luz, temperatura e agitagcdo da cultura (DUARTE,

2001).
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2.1.3.1 Carbono como nutriente no cultivo de microalgas

De acordo com Derner (2006), o carbono € considerado o macronutriente
mais importante nos cultivos de microalgas, constituindo cerca de 50 % da biomassa, e
por isso pode atuar como fator limitante no crescimento microalgal. Além disso, a
elevada demanda deste macronutriente, essencial no cultivo de microalgas, ¢ explicada
pelo fato do mesmo estar presente em todas as substdncias que a célula microalgal
sintetiza (LOURENCO, 2006).

As microalgas sdo capazes de assimilar tanto carbono inorganico quanto
organico como forma de energia para produgdo de biomassa e de bioprodutos de alto
valor agregado. O carbono inorgéanico pode estar na forma de diéxido de carbono (CO»,),
acido carbonico (H,COj;), bicarbonato (HCO;) ou carbonato (CO;) e suas
concentragdes irdo depender do pH do meio em que estdo sendo cultivadas (DERNER,
2006). A fonte de carbono organico mais usualmente utilizada no cultivo microalgal ¢ a
glicose (CsH1206) (MIAO e WU, 2004; XU et al., 2006; WEI et al., 2009; LIANG et al.,
2009).

Fontes alternativas de carbono tém sido estudadas, como CO, de combustio
gerado em industrias ou usinas termelétricas (BENEMANN, 1997), aguas naturais
alcalinas (COSTA et al., 2002), fontes organicas, como melaco (ANDRADE e COSTA,
2008), acetato (HEREDIA-ARROYO et al., 2010), glicerol, (O’GRADY e MORGAN,
2011), hidrolisado de milho (XU et al., 2006) e residuos da industria agucareira
(OLGUIN et al., 1995).

2.1.3.2 Nitrogénio como nutriente no cultivo de microalgas

Segundo Lourenco (2006), o nitrogénio é um dos principais elementos para
o desenvolvimento microalgal, podendo ser assimilado por meio de diversas fontes
nitrogenadas tais como nitrogénio molecular (N5), amonio (NH,"), nitrato (NO5"), nitrito
(NOy"), ureia, aminoacidos, purinas e pirimidinas. Sendo assim, quando o suprimento de
nitrogénio ¢ abundante verifica-se aumento nas concentragdes de proteinas e clorofila
nas células de microalgas. No entanto, quando as concentragdes de nitrogénio sdo

baixas € possivel notar uma redug¢do marcante da taxa de divisdo celular, reducdo das
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concentragdes de proteina e clorofila e aumento do contetdo lipidico nas células
microalgais.

Diversos pesquisadores (XU et al., 2006; LIU et al., 2008; HSIEH ¢ WU,
2009; PEREZ-GARCIA et al., 2011; WANG et al., 2012) estudando a influéncia da
concentragdo de nitrogé€nio no teor lipidico de varias espécies de Chlorella, verificaram

que a deplecdo deste nutriente favoreceu o acumulo de material oleoso nas células de

Chlorella.

2.1.4 Formas de conducio do cultivo heterotrofico de microalgas

No cultivo heterotrofico de microalgas, o crescimento celular e a biossintese
de produtos sdo significativamente influenciados pelos nutrientes do meio de cultivo,
principalmente carbono e nitrogénio e fatores ambientais (fisico-quimicos) tal como os
citados anteriormente. Este tipo de cultivo pode ser conduzido em batelada
(descontinuo), batelada alimentada, continuo e continuo com reciclo de célula (CHEN e
CHEN, 2006).

O cultivo em modo batelada (descontinuo) ¢ uma técnica muito utilizada em
laboratério devido a sua simplicidade e baixo custo e serve para investigar os efeitos
dos componentes do meio e fatores ambientais sobre a biomassa e rendimento do
produto (CHEN, 1996).

No cultivo em batelada alimentada um nutriente do meio é adicionado
continuamente ou intermitentemente durante o cultivo, e apresenta como vantagem a
minimizac¢do das chances de saturagdo do substrato pela microalga (CHEN, 1996).

O modo continuo € basicamente um método de prolongamento da fase de
crescimento do micro-organismo que consiste na alimenta¢do de nutrientes e a0 mesmo
tempo remog¢do do meio fermentado. O crescimento e fatores ambientais sdo mantidos
constantes. E um sistema utilizado para o cultivo de micro-organismos heterotréficos e
estudo do crescimento e comportamento fisiolégico do micro-organismo (CHEN e
CHEN, 2006).

O cultivo continuo com reciclo de célula € raramente utilizado para cultivo
heterotrofico (WEN e CHEN, 2003). Consiste na adi¢do de nutrientes e retirada

somente do meio de cultivo, pois as células ficam retidas no biorreator.
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2.1.5 Lipideos

Os lipideos sdo um grupo de compostos quimicamente diversos que sdo
soluveis em solventes orgéanicos (KATES, 1986; DAMODARAN et al., 2010). Ocorrem
frequentemente na natureza, sdo encontrados em lugares tdo diferentes como na gema
do ovo e no sistema nervoso humano. Sdo importantes componentes de membranas
vegetais, animais e microbianas. A defini¢do de um lipideo baseia-se na solubilidade. O
lipideo é uma mistura de compostos que compartilham algumas propriedades com base
em semelhancgas estruturais, principalmente uma preponderancia de grupos apolares. A
caracteristica marcante dos lipideos € a sua natureza apolar, que leva a sua
insolubilidade em agua (CAMPBELL e FARRELL, 2007).

Os componentes principais dos lipideos sdo os acidos graxos, compostos
que contém uma cadeia alifatica e um grupo acido carboxilico. Ou seja, um acido graxo
¢ um lipideo que contém uma extremidade carboxilica (cabeca polar) acoplada a uma
cauda de hidrocarboneto (KATES, 1986; CAMPBELL ¢ FARRELL, 2007). A maioria
dos acidos graxos de ocorréncia natural possui nimero par de carbonos em uma cadeia
linear, devido ao processo biologico de alongamento da cadeia, no qual dois carbonos
sdo adicionados de cada vez (DAMODARAN et al., 2010).

Os lipideos em microalgas sdo tradicionalmente divididos em duas classes
principais, baseado em suas caracteristicas quimicas: lipideos neutros (também chamado
de simples, ou ndo polar) e lipideos polares (CHRISTIE, 2003; HUANG et al., 2010b).
Lipideos neutros incluem acilglicerdis (tri-, di- e monoacilglicerois), acidos graxos
livres, ceras e lipideos do tipo isoprendides (por exemplo, carotenoides), estes sdo os
menos polares dos lipideos. Lipideos polares incluem fosfolipideos (por exemplo,
fosfatidilinositol, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina) e glicolipideos (como
combinagdes de oligossacarideos e lipideos) (KATES, 1986; HUANG et al., 2010b;
GREENWELL et al., 2010). Uma subcategoria importante dos lipideos polares sdo os
glicolipideos (por exemplo monogalactosil diglicerideo), ésteres de acidos graxos e
glicerol, em que um dos grupos hidroxil do glicerol é combinado com uma molécula de
acucar (neste caso a galactose), para formar ligacdes éster com acidos graxos

(GREENWELL et al., 2010).
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Lipideos neutros t€ém como fungdo principal em células de microalgas a
armazenagem de energia, enquanto que lipideos polares se agrupam paralelamente entre
si para formar as membranas celulares da bicamada lipidica. Acilgliceréis consistem de
acidos graxos-ésteres ligado a um esqueleto de glicerol e é classificado de acordo com
seu numero de acidos graxos: triacilglicerois (TG), diacilglicerdéis (DG) ou
monoacilgliceréis (MG). Acidos graxos livres sio um tipo de 4cido graxo ligado a um
atomo de hidrogénio. H4 também alguns tipos de lipideos neutros que ndo contém
acidos graxos, tais como hidrocarbonetos, esterois, cetonas e pigmentos (carotenos e
clorofilas). No entanto, estas fragdes lipidicas sdo também soluveis em solventes
organicos, por isso se classificam na defini¢do de lipideos (HALIM et al., 2012).

O perfil lipidico ¢ dependente da fase de crescimento da microalga, ou seja,
fase exponencial ou estacionaria. Lipideos neutros sdo mais abundantes nas células de
microalgas quando o cultivo encontra-se na fase estacionaria de crescimento. Por outro
lado, os lipideos polares e os poli-insaturados aparecem em maior concentracdo na fase
exponencial de crescimento microalgal (ALONSO et al., 2000).

Uma revisdo da literatura sobre os lipideos de microalgas, sintese e
metabolismo de acidos graxos, beneficios dos acidos graxos ®3 de origem microalgal,
influéncia das condigdes de cultivo das microalgas na produ¢do de lipideos e perfil de
acidos graxos, estd apresentada no item 3.2 (artigo 1, desta tese de doutorado, intitulado

"Revisdo: Microalgas: uma fonte alternativa na obtencdo de acidos graxos essenciais").

2.1.6 Nanotecnologia e Nanobiotecnologia

A nanotecnologia é um dos principais focos das atividades de pesquisa,
desenvolvimento e inovag¢do em todos os paises industrializados, area estratégica para
economias consolidadas e emergentes, promovendo uma competi¢do tecnoldgica
mundial (ZANETTI-RAMOS e CRECZYNSKI-PASA, 2008).

Nanotecnologia € o passo posterior a miniaturizagdo e estd intimamente
ligada a composi¢do fisica dos produtos. Desde o tempo dos filésofos gregos paira
sobre a humanidade a duvida acerca da possibilidade de se chegar a estrutura formadora
dos materiais, ou seja, ao elemento formador universal. A necessidade de se chegar ao

“tijolo” fundamental de tudo o que existe ronda a ciéncia e mobiliza diversas areas do
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conhecimento, tais como matematica, quimica, fisica e biologia que, unidas, tentam néo
apenas conhecer em profundidade, mas também, manipular a estrutura basica de todos
os materiais identificados pelo homem (PINA et al., 2005).

Pela reduzida escala em que atua esta tecnologia pode-se sintetizar a matéria
da forma que for mais adequada a utilizagdo desejada. Modifica-se o arranjo de atomos
e moléculas visando-se um produto final mais resistente, mais barato, mais leve, mais
preciso, mais puro e mais adequado. Neste sentido, potencialmente falando, a
nanotecnologia possui o poder de revolucionar a forma com que se imagina, trata e
manuseia a formacao de materiais (PINA et al., 2005).

Ja o termo nanobiotecnologia refere-se a fusdo de duas abordagens de
tecnologias, a biotecnologia e a nanotecnologia, apresentando enormes inovagdes e
potencialidades. A nanobiotecnologia pode ser, portanto, definida como o estudo,
processamento, fabricacdo e desenho de dispositivos orgadnicos, nanomateriais para
atuagdo bioldgica ou biomateriais, nos quais pelo menos um componente funcional
possui tamanho nanométrico (PAULL et al., 2003; DURAN et al., 2013). Areas
importantes da nanobiotecnologia incluem a nanomedicina (biologia molecular e
genética), a fisica-médica (diagnostico), o desenvolvimento de nanofarmacos (farmacos
encapsulados), além da nanocosmecéutica (cosméticos com efeitos farmacoldgicos

consideraveis) (DURAN et al., 2013) e da nanotecnologia em alimentos.

2.1.7 Riscos e perspectivas da nanotecnologia

Nos ultimos anos, muitos estudos vem sendo realizados no sentido de
concretizar as novas ideias que surgem na area de nanotecnologia. Mesmo assim, apesar
dos avangos alcangados, ainda ha muito a ser feito. O impacto da nanotecnologia ¢é
bastante penetrante em diversas areas, como materiais e fabricag@o, nanoeletronica e
tecnologia de computadores, medicina e saude, aerondutica e exploracdo espacial,
energia e meio ambiente, biotecnologia e agricultura, seguranga nacional, embalagens,
etc (DURAN et al., 2012).

A nanobiotecnologia ja tem levado a produgdo de novos materiais e, como é
bastante recente, os riscos para a saude humana e ambiente ainda nfo estdo

suficientemente avaliados. A argumentacdo de uma parte do mundo cientifico ¢ de que
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os materiais nanoestruturados poderiam difundir-se descontroladamente no ambiente
devido as suas dimensdes muito reduzidas. Mas somente pesquisas minuciosas € 0s
dados experimentais gerados podem avaliar os riscos e impactos. Como os beneficios
que serdo trazidos pela nanotecnologia ndo serdo desprezados, restara a investigagéo

criteriosa dos riscos (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia).

Ao mesmo tempo em que os elementos em nanoescala apresentam novas
propriedades que podem ser aproveitadas vantajosamente, também podem gerar tipos de
toxicidade diferentes as conhecidas. Por isso, a regulamentacdo vigente ndo ¢ adequada
nem suficiente e novas avalia¢des sdo necessarias (FOLADORI e INVERNIZZI, 2007).

Em vista do grande niimero de produtos tecnoldgicos no mercado, o uso da
nanotecnologia vem sendo amplamente discutido juntamente com a sociedade quanto a
possiveis riscos como contamina¢do ao meio ambiente ¢ mesmo de langamento de
produtos nano que apresente toxicidade elevada. Assim, as discussdes recentes sio
concernentes ao emprego da nanotecnologia com responsabilidade social, incluindo o
uso de “green chemistry”, que seria a geracdo de residuos totalmente desprovidos de
poluentes para o meio ambiente. Além disso, muito se tem focado no emprego de
nanotecnologia como substituicdo de processos mais poluidores e no tratamento de
efluentes empregando nanotecnologia (DURAN et al., 2013).

Segundo Duran et al. (2013), a nanotecnologia apresenta-se hoje presente
em varios aspectos do dia a dia, de maneira que ndo h4 mais como frear ou rejeitar essa
nova tecnologia. O que resta é exigir uma profunda investigacdo e conhecimento desses
novos produtos de maneira que venha trazer somente grandes beneficios para a

sociedade.

2.1.8 Nanoemulsées

As emulsdes podem ser definidas como um sistema heterogéneo e
termodinamicamente instavel que consiste em pelo menos um liquido imiscivel disperso
em outro na forma de globulos ou goticulas (HOLMBERG et al., 2002; FERNANDEZ
et al., 2004). As emulsdes ndo se formam espontaneamente, sendo que suas

propriedades dependem ndo somente de condi¢des termodindmicas como também da
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forma em que s@o preparadas, das caracteristicas e ordem de adi¢do dos componentes
(LIN et al., 1975; PORRAS et al., 2004).

As emulsdes podem ser classificadas como 6leo em agua (O/A), quando as
goticulas da fase oleosa estdo dispersas numa fase continua aquosa ou agua em 6leo
(A/O), quando as goticulas da fase aquosa estdo dispersas numa fase continua oleosa
(FORGIARINI et al., 2001), conforme mostra a Figura 2. Além disso, as emulsdes s@o
compostas por trés fases distintas: oleosa, aquosa e emulsificante (agente tensoativo)

(CAPEK, 2004).

Figura 2 - Representacdo esquematica dos globulos das emulsdes 6leo em agua (a) e
agua em o6leo (b)

Fonte: OLIVEIRA (2008).

Segundo Capek (2004), as emulsdes sdo sistemas estabilizados
cineticamente pela adi¢do de agentes tensoativos ou surfatantes capazes de reduzir a
tensdo interfacial do sistema e de formar um filme interfacial com propriedades
estéricas e eletrostaticas em torno de globulos da fase interna. Um fator de extrema
importancia no desenvolvimento de emulsdes ¢ selecionar uma mistura de
emulsificantes (tensoativos) 6tima para cada fase dispersa.

O termo nanoemulsdes (NEs) é frequentemente utilizado para designar
emulsdes com gldbulos ou goticulas da fase interna menores que 1000 nm (CAPEK,
2004; GUTIERREZ et al., 2008). No entanto, o tamanho das gotas nanométricas ainda ¢

um assunto polémico entre diversos pesquisadores.
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As nanoemulsdes, também conhecidas como miniemulsdes ou emulsdes
submicrométricas, consistem em emulsdes muito finas com globulos de didmetro em
escala nanométrica.

Segundo Capek (2004) as nanoemulsdes podem apresentar aparéncia
translicida quando o tamanho do glébulo € inferior a 200 nm e aparéncia leitosa quando
o tamanho do glébulo est4 na faixa de 200-500 nm.

O tamanho reduzido das gotas confere estabilidade, evitando a
sedimenta¢do. A maturagdo ou envelhecimento de Ostwald ¢ o mecanismo principal
para a desestabiliza¢do de nanoemulsdes, o qual surge da polidispersdo de uma emulsio
e da diferenca de solubilidade e/ou dos potenciais quimicos entre as particulas pequenas

e grandes (KOURNIATIS et al., 2010).

2.1.8.1 Métodos de preparacio de nanoemulsdes

De acordo com Pey et al. (2006), as nanoemulsdes ndo se formam
espontaneamente, sendo necessario fornecimento de energia ao sistema. Sendo assim, as
nanoemulsdes podem ser preparadas por métodos que envolvem alta ou baixa energia
de emulsificacdo (TADROS et al., 2004; ACOSTA, 2009; LEONG et al., 2009;
KOROLEVA e¢ YURTOV, 2012) ou ainda uma combinacdo destes dois métodos
(KOROLEVA e YURTOV, 2012).

Os métodos de alta energia de emulsificagdo utilizam dispositivos
mecanicos capazes de gerar energia mecanica por meio de alta tensdo de cisalhamento
tais como os homogeneizadores de alta pressdo, microfluidizadores ou método de
sonicacao (GUTIERREZ et al., 2008; VELIKOV e PELAN, 2008; WOOSTER et al.,
2008; LEONG et al., 2009; KOROLEVA e YURTOV, 2012). A alta energia mecanica
imposta ao sistema gera forcas capazes de deformar ou quebrar goticulas da fase interna
em glébulos menores. Estas técnicas permitem melhor controle da granulometria e
ampla escolha de constituintes (FERNANDEZ et al., 2004).

Alguns pesquisadores (BOUCHEMAL et al., 2004; TADROS et al., 2004;
FREITAS et al., 2005; CHU et al., 2007; ANTON et al., 2008; YIN et al., 2009) relatam
que os métodos de baixa energia de emulsificacdo dependem da formacdo espontdnea

de goticulas de 6leo no interior de sistemas emulsificantes 6leo-agua quando a solucéo
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ou as condi¢gdes ambientais sdo alteradas, por exemplo, a inversdo de fase e métodos de
mistura de solventes. Isto €, este método faz uso de propriedades fisico-quimicas do
sistema, e utilizam a inversdo espontianea na curvatura do tensoativo para obtengdo de

glébulos de tamanho reduzido.

2.1.9 Estabilidade das nanoemulsdes

Segundo Aulton (2005), pode-se considerar que uma emulsdo ¢ estavel
quando tem-se um sistema no qual os globulos dispersos mantém suas caracteristicas
iniciais, permanecendo uniformemente distribuidos pela fase continua.

A propriedade fisica mais importante de uma emulsdo ¢ sua estabilidade,
que depende essencialmente de trés fenomenos: sedimentagdo, floculagdo e
coalescéncia das goticulas dispersas causando a quebra da emulsdo (SHAW, 1992).

A sedimentagdo resulta de uma diferenca de densidade entre as duas fases e
consiste na migra¢do de uma das substancias para o topo da emulsdo, ndo sendo
necessariamente acompanhada de floculagdo das gotas (SHAW, 1992). A floculagdo
acontece quando os glébulos se unem e o filme interfacial é mantido, ou seja,
permanecem globulos inteiros distintos. A coalescéncia acontece quando ha a unido dos
globulos e a ruptura da interface, formando um glébulo maior. Este processo ¢
irreversivel e quando um grande nimero de globulos coalescem, o resultado € a
separagdo de fases (CAPEK, 2004).

Segundo Capek (2004), um dos maiores problemas de instabilidade
relacionados as nanoemulsdes, ¢ o chamado fenomeno de "Ostwald ripening", no qual
resulta da diferenga de solubilidade entre os globulos, pois quanto maior a curvatura
interfacial do glébulo em dispersdo, maior a area de superficie da fase dispersa e
consequentemente maior a solubilidade do contetido da fase dispersa na fase continua.
Este fator pode causar a movimentacdo de moléculas de 6leo através de difusdo passiva
ou transporte assistido por micelas. Essas moléculas sdo transferidas dos globulos
pequenos para os maiores, provocando alteragdo da granulometria da fase dispersa.

A estabilidade de uma emulsdo pode ser mensurada através do tamanho dos
glébulos da fase interna da emulsdo e a magnitude do potencial zeta (MORAIS et al.,

2006). Além disso, através da andlise granulométrica € possivel determinar o indice de
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polidispersividade da emulsdo e, quanto mais polidisperso for o sistema maior ¢ a
susceptibilidade a ocorréncia do fenomeno "Ostwald ripening" (CAPEK, 2004).

Outro fator importante na medida da estabilidade de uma emulsdo ¢ o pH.
Quando ocorre alteragdo no valor de pH, isto indica que estdo ocorrendo reacdes
quimicas que podem acabar comprometendo a qualidade da emulsdo e
consequentemente alterar sua estabilidade. Por exemplo, quando utiliza-se Odleos
vegetais na formulag¢do de emulsdes, a diminui¢do do valor do pH pode estar indicando

a ocorréncia de hidrolise de ésteres de acidos graxos (MARTINI, 2005).
2.1.10 Tensoativos

Segundo Hunter (1993) e Daltin (2011), tensoativos sdo definidos como
substancias naturais ou sintéticas, que possuem em sua estrutura uma parte lipofilica (ou
hidrofobica) e uma parte hidrofilica (Figura 3), responsaveis pela adsor¢do de moléculas
tensoativas nas interfaces liquido-liquido, liquido-gds ou solido-liquido de um dado
sistema.

Os tensoativos sdo moléculas anfifilicas que se adsorvem na interface entre
a fase dispersa e continua durante o processo de emulsificacdo e podem prontamente

prevenir fendmenos como floculagéo e coalescéncia (BROOKS, 1998).

Figura 3 - Representagdo esquematica de um tensoativo

ol
.fﬁﬁsﬁ“v’w_'wﬂ'\\‘ _—/I

) 4
Extremidade Apolar Extremidade Polar
A 1
Hidrofobico Hidrofilico

4
Afinidade com o dleo Afinidade com a agua

Fonte: ROSSI et al. (2006).

Agentes tensoativos (ou surfatantes) quando na presenca de agua e oOleo

adsorvem-se nas interfaces, devido as suas estruturas e propriedades, orientando-se de
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forma que o grupo polar fique voltado para a fase aquosa e o grupo apolar para a fase
oleosa, formando um filme molecular ordenado nas interfaces, que reduz as tensdes
interfacial e superficial (HUNTER, 1993; PROSSER e FRANCES, 2001).

Além disso, os tensoativos podem ser classificados em ionico (anidnico e
cationico), ndo ionico (HOLMBERG, 2003; DALTIN, 2011) e zwiterionicos (ou
anfoteros) (HOLMBERG, 2003), conforme apresentado abaixo:

- Tensoativos i6nicos: apresentam cargas elétricas na parte hidrofilica, ao se
dissociarem em agua, formando ions carregados negativamente (tensoativos anionicos)
ou positivamente (tensoativos cationicos).

Os tensoativos anidnicos mais conhecidos sdo os alquil alcanoatos (ou
sabdes) que sdo derivados de gorduras animais, ou dleos vegetais, por reagdes de
saponificagdo. Dentre os cationicos destacam-se sais de amonio quaternarios (soluveis
tanto em meio acido como em meio alcalino, proporcionando aumento de viscosidade e
acdo bactericida) e aminas de cadeias longas (utilizadas como 6leos lubrificantes, como
inibidores de corrosdo em superficies metédlicas e como coletores de flotagdo na
industria de minérios).

- Tensoativos ndo idnicos: ndo fornecem ions em solu¢do aquosa ¢ a sua
solubilidade em agua se deve a presenga, em suas moléculas, de grupamentos funcionais
que possuem forte afinidade pela d4gua. Exemplos: nonilfenol etoxilado, dlcoois graxos
etoxilados, propilenoglicoletoxilado e Tween®80. O Tween®80 ou polisorbato 80
(C64H124046) € um surfatante ndo idnico utilizado para emulsificar 6leo em agua (FENG
et al., 2006). Além disso, é muito conhecido e disponivel comercialmente (BARWICZ
et al., 1992). Nos Estados Unidos, o Tween®80 ¢ comumente utilizado como aditivo
alimentar. Este tensoativo quando ingerido é degradado em gorduras e absorvido no
jejuno (KAMANDE et al., 2000). Também ¢ utilizado no preparo de ragdes para
animais, sendo reconhecidamente seguro. Para ruminantes é indicada a sua utilizagdo ja
que ele aumenta potencialmente a atividade da protease e a degradagdo da celulose,
aumentando a utiliza¢do do alimento, o que aumenta o desempenho do animal (JIN et
al., 2007).

- Tensoativos zwitterionicos contém dois grupos carregados de cargas
opostas. Quase sempre, o grupamento que traz a carga positiva ¢ um derivado de

amoOnio e o que traz a carga negativa pode variar, sendo o mais comum o carboxilato.
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Tensoativos zwitteridnicos sdo, as vezes, chamados de anféteros, mas os termos nao sio
idénticos. Os tensoativos zwitterionicos apresentam os dois grupos polares anidnico e
catidnico a0 mesmo tempo na molécula, ja os tensoativos anfoteros sdo aqueles que se
comportam como anioénicos ou catidonicos, dependendo do pH do meio, alguns podendo
ser considerados zwitterionicos em determinadas faixas de pH.

Os tensoativos, surfatantes e biossurfatantes t€m a mesma defini¢do, no
entanto o biossurfatante é de origem bioldgica enquanto que o tensoativo e o surfatante
sdo de origem quimica.

Uma grande quantidade de compostos com propriedades tensoativas sdo
sintetizados por organismos vivos, que vao desde saponinas (plantas), glicolipideos
(micro-organismos) e sais biliares (humanos) (BOGNOLO, 1999).

Mendes et al. (2006) relatam a producdo de compostos como glicolipideos,
fosfolipideos e lipideos neutros, por microalgas, que podem ser classificados como
biossurfatantes, porém mencionam que nio foram testados para serem utilizados como

biossurfatantes.
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3.1 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO - ARTIGOS

O trabalho foi dividido em cinco artigo sendo o Artigo 1 de revisdo, aceito
para publicagdo na Revista de Ciéncias Agrarias (Lisboa). A partir do Artigo 2

apresenta-se o trabalho experimental desenvolvido, conforme fluxograma abaixo:

ARTIGO 2
Cultivo heterotréfico, em batelada alimentada,
das microalgas Chlorellas nos Meios padrées

BG11 e Basal . N
R Obtencao de
v " lipideos
Perfil de acidos graxos ( .
’ Concentracao
v | PUFA e w6+w3 )
Selecdo do Meio BG11 para os préximos cultivos,
pois propicia maior crescimento celular
Selecao da microalga que produz Selecao da microalga que produz
maior concentracio de lipideos maior concentragcao de PUFA e w6+w3
\4 \4
4 ARTIGO 3 N ARTIGO 4 )
Cultivo heterotréfico, em batelada Cultivo heterotréfico, em batelada
alimentada, de C.homosphaera, alimentada, de C.minutissima
utilizando delineamento experimental utilizando delineamento experimental
em que variou-se as concentragdes de em que variou-se as concentragdes de
glicose e de NaNO; objetivando maior glicose e de NaNO; objetivando maior
acumulo de lipideos. acumulo de PUFA e w6+w3.
\ %
l \4
Perfil de acidos graxos da condicao Perfil de acidos graxos da condigao
de maior concentracao de lipideos de maior concentracao de lipideos

\/

Selecionou-se, entre as duas microalgas, a biomassa que continha maior
concentracao de lipideos

\4

{ ARTIGO 5 }

Nanoemulséao
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3.2 ARTIGO 1 - REVISAO: MICROALGAS: UMA FONTE ALTERNATIVA NA
OBTENCAO DE ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS

Shana Pires Ferreira', Leonor de Souza—Soaresz, Jorge Alberto Vieira Costa'

"Laboratério de Engenharia Bioguimica (LEB), Programa de Pés-Graduagdo em
Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Escola de Quimica e Alimentos, Universidade
Federal do Rio Grande — FURG.

2 Laboratorio de Ciéncia de Alimentos (LCA), Programa de Pods-Graduagdo em
Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Escola de Quimica e Alimentos, Universidade
Federal do Rio Grande — FURG.

shanaferreira@gmail.com (autor  para correspondéncia), leonor.souza-

soares(@gmail.com, jorgealbertovc@terra.com.br

3.2.1 RESUMO

As microalgas sdo micro-organismos fotossintetizantes de grande importancia, uma vez
que sintetizam biocompostos de alto valor agregado. Os acidos graxos de microalgas
podem ser produzidos tanto de forma autotréfica quanto heterotrofica e sua sintese
ocorre no cloroplasto. O objetivo do presente trabalho foi realizar uma breve revisdo
sobre os acidos graxos poli-insaturados produzidos por microalgas, enfatizando a
influéncia das condi¢des de cultivo das microalgas, sintese e metabolismo para a
producdo de 4cidos graxos. Esta revisdo aborda alguns trabalhos desenvolvidos pelo
grupo do Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) e, enfoca os seguintes itens:
microalgas, conteudo lipidico das microalgas, sintese e metabolismo de acidos graxos,
influéncia das condigdes de cultivo das microalgas na produ¢do de lipideos e perfil de

acidos graxos.

PALAVRAS CHAVE: Acidos graxos essenciais, condi¢cdes de cultivo, microalgas,

teor de lipideos.
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3.2.2 ABSTRACT

Microalgae are photosynthetic micro-organisms of great importance, since they have the
ability of synthesize high value biocompounds. Fatty acids of microalgae can be
produced both by autotrophic and heterotrophic pathways, and is synthesized in the
chloroplast. The aim of this study is to perform a brief review of the polyunsaturated
fatty acids produced by microalgae, emphasizing the influence of culture conditions,
synthesis and metabolism for the production of fatty acids. This review discusses some
of the work undertaken by the group LEB, and focuses on the following items:
microalgae, microalgae lipid content, fatty acid synthesis and metabolism, influence of

culture conditions of microalgae for the production of lipids and fatty acid profile.

KEY WORDS: Culture conditions, essential fatty acids, lipid content, microalgae.

3.2.3 INTRODUCAO

O estudo de micro-organismos como microalgas, alguns fungos (leveduras,
por exemplo) e bactérias, deve-se a essencial importancia desses nas diversas cadeias
troficas. Além disso, na possibilidade de aplicagdo no setor produtivo de diversas areas
como: nutri¢do, saide humana e animal, no tratamento de 4dguas residuais, na producéo
de energia e na obten¢do de compostos de interesse das industrias de alimentos,
quimicas e farmacéuticas dentre outras (GROBBELAAR, 2004; RICHMOND, 2004).

O crescimento de microalgas € resultado da interagdo entre fatores
bioldgicos, fisicos e quimicos. A composi¢do bioquimica da biomassa das microalgas ¢
determinada pela natureza de cada espécie algal, de fatores como a intensidade de luz,
temperatura, pH, nutrientes e concentragdo de CO, (MIAO e WU, 2004).

Os é&cidos graxos reconhecidos pela WHO (World Healthy Organization)
como essenciais sdo o linoléico (C18:2 ®w6), a-linolénico (C18:3, ®3), y-linolénico
(GLA, 18:3 w6) e araquidonico (AA, 20:4 ©6) (ALONSO e MAROTO, 2000). O acido
y-linolénico, apesar de ser sintetizado a partir do 4cido linoléico, ¢ considerado como

essencial por existirem evidéncias da perda desta capacidade de biossintese com o
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envelhecimento. O 4cido araquiddnico € sintetizado a partir da dessaturagdo do acido y-
linolénico (MURRAY et al., 2002).

Os acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) sdo obtidos de fontes vegetais e
sdo nutrientes essenciais da dieta de tecidos animais, devido a capacidade limitada de
dessaturagdo destes tecidos. Estes acidos graxos essenciais originam os acidos graxos
eicosanoicos (Cy), que por sua vez irdo dar origem a familias de compostos conhecidos
como eicosandides (MURRAY et al., 2002).

Os PUFAs de origem microalgal ttm um mercado muito promissor na
biotecnologia, em especial na industria de alimentos funcionais (PULZ e GROSS, 2004;
BERTOLDI et al., 2008). Lipideos, especialmente acidos graxos insaturados, tém sido
encapsulados visando diminuir a susceptiblidade a oxidagdo (FAVARO-TRINDADE et
al., 2008).

O objetivo do presente trabalho foi realizar uma breve revisdo sobre os
acidos graxos poli-insaturados produzidos por microalgas enfatizando a influéncia das
condi¢des de cultivo das microalgas, sintese € metabolismo para a producdo de acidos

graxos, bem como seus aspectos nutricionais.

3.2.4 MICROALGAS

A denominag@o microalgas inclui organismos com dois tipos de estrutura
celular: procaridtica e eucaridtica. Os procaridticos t€m representantes nas divisdes
Cyanophyta (cianobactérias) e Prochlorophyta. Ja os eucaridticos possuem
representantes nas Divisdes Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta
(Prymnesiophyta), Heterokontophyta (Bacillariophyceae, Chrysophyceae,
Xantophyceae etc.), Cryptophyta e Dinophyta (DERNER et al., 2006).

Microalgas crescem autotroficamente utilizando luz e didéxido de carbono, e
também podem ser cultivadas em sistema heterotréfico, usando compostos organicos
como energia e fonte de carbono, ou ainda em sistema de cultivo mixotrofico. Nesse
sistema usam-se, simultaneamente, a fonte luminosa e o substrato organico como fonte
de energia, além de CO; e substrato organico como fontes de carbono (CHOJINACKA e

MARQUEZ-ROCHA, 2004).
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Muitas microalgas tém demonstrado facilidade em crescer rapidamente em
cultivos heterotroficos. Geralmente, um organismo utilizado para producédo heterotréfica
deve possuir as seguintes caracteristicas: (1) habilidade para se dividir e metabolizar na
auséncia de luz; (2) possibilidade de crescer em meio de baixo custo; (3) facilidade para
se adaptar rapidamente em novos ambientes e (4) capacidade para resistirem a stress
hidrodindmico na fermentagdo (WEN e CHEN, 2003). Algumas diatomdaceas
demonstraram serem capazes de produzir dcido eicosapentaendico (EPA, C20:5 ®3)
quando cultivadas de modo heterotroéfico (WEN, 2001).

As microalgas sdo cultivadas de forma continua em curto tempo, requerendo
pequenas areas para seu cultivo, cuidados simples, tais como: reposi¢do mineral,
controle de pH, luminosidade, sendo que uma das principais vantagens € que em seu
cultivo as mesmas dispensam a utilizacdo de agrotoxicos (BERTOLDI et al., 2008).
Além disso, as microalgas podem utilizar CO, como fonte de carbono para se
multiplicarem e produzirem compostos de interesse. Assim, auxiliam na diminui¢do dos
niveis de CO, do ar, os quais sdo responsaveis pelos efeitos do aquecimento global. A
biomassa produzida pode ser utilizada como alimento ou como fonte de biocompostos.
Os acidos graxos, quando extraidos, podem ser utilizados como alimento, farmacos, ou
transformados em biocombustiveis (RADMANN e COSTA, 2008).

As microalgas tém sido estudadas em pesquisas biotecnologicas devido sua
importancia nutricional, econdmica e ecoldgica (COSTA et al., 2006a). Muitas
microalgas s3o utilizadas para producdo de alimentos por produzirem diversas
substancias, como vitaminas, sais minerais, pigmentos, lipideos e &cidos graxos
(MORAIS e COSTA, 2008).

As principais aplicagdes dos &cidos graxos de microalgas ocorrem no
enriquecimento de ragdes para peixes, producdo de biodiesel e fonte de acidos graxos
essenciais na dieta humana (MORAIS e COSTA, 2008). Mata et al. (2010) apresentam
uma relacdo das diferentes espécies de microalgas e seu conteudo em lipideos

(Tabela 1).
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Tabela 1 - Conteudo lipidico e suas respectivas produtividades para diferentes espécies

de microalgas

Espécies de Microalgas

Conteudo lipidico

Produtividade lipidica

(% de biomassa seca) (mg.L".d. ™"
Ankistrodesmus sp. 24,0-31,0 -
Botryococcus braunii 25,0-75,0 -
Chaetoceros muelleri 33.6 21,8
Chaetoceros calcitrans 14,6-16,4/39,8 17,6
Chlorella emersonii 25,0-63.0 10,3-50.0
Chlorella protothecoides 14,6-57,8 1214
Chlorella sorokiniana 19,0-22.0 44,7
Chlorella vulgaris 5,0-58.0 11,2-40.0
Chlorella 18,0-57,0 -
Chlorella sp. 10,0 — 48.0 18.7
Chlorococcum sp. 19,3 53,7
Dunaliella salina 6.,0-25.0 116.0
Dunaliella primolecta 23,1 -
Dunaliella tertiolecta 16,7-71.,0 -
Dunaliella sp. 17,5-67.0 33,5
Ellipsoidion sp. 274 473
Euglena gracilis 14,0-20,0 -
Haematococcus pluvialis 25,0 -
Isochrysis galbana 7,0—40,0 -
Isochrysis sp. 7,1-33 37.8
Monallanthus salina 20,0-22,0 -
Nannochloris sp. 20,0-56.0 60,9-76.5
Nannochloropsis oculata 22,7-29,7 84,0-142,0
Nannochloropsis sp. 12,0-53.0 37,6-90.,0
Neochloris oleoabundans 29,0-65,0 90,0-134,0




Continuagdo da Tabela 1

49

Nitzschia sp.
QOocystis pusilla
Paviova salina
Paviova lutheri

Phaeodactylum

tricornutum
Porphyridium cruentum
Scenedesmus obliquus
Scenedesmus quadricauda
Scenedesmus sp.
Skeletonema sp.
Skeletonema costatum
Spirulina platensis
Spirulina maxima
Thalassiosira pseudonana

Tetraselmis sp.

16,0-47.,0
10,5
30,9
35,5

18,0-57,0

9,0-18,8/60,7
11,0-55,0
1,9-18.4
19,6-21,1
13,3-31.8
13,5-51,3
4,0-16.,6
4,0-9,0
20,6
12,6-14,7

49.4
40,2
44,8

34,8

35,1
40,8-53,9
26,3
17.4
17,4
27,0-36,4
43,4

Fonte: MATA et al. (2010).

3.2.5 LIPIDEOS DE MICROALGAS

Nos sistemas bioldgicos, os lipideos funcionam como componentes de

membrana, produtos de reserva, metabdlitos e como fonte de energia, sendo grande

parte deles constituida de acidos graxos. Sendo assim, os lipideos se classificam em:

lipideos de armazenamento (lipideos neutros), triacilglicerdis (TAG) e lipideos de

membrana (lipideos polares), fosfolipideos, glicolipideos e esteréis (NELSON e COX,

2011). Uma subcategoria importante dos lipideos polares ¢é constituida pelos

glicolipideos (por exemplo, monogalactosil diglicerideo - MGDG), ésteres de acidos

graxos e glicerol, em que um dos grupos hidroxila do glicerol é combinado com uma

molécula de agucar (neste caso galactose) para formar ligagdes éster com acidos graxos

(GREENWELL et al., 2010).
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Os triacilgliceréis podem ser considerados a principal fonte energética da
maioria dos organismos (NELSON e COX, 2011).

Os 4cidos graxos sdo unidades fundamentais da maioria dos lipideos. Sdo
acidos organicos de cadeia longa, possuindo de 4 a 24 atomos de carbono; possuindo
um grupo carboxila Gnico e uma “cauda” hidrocarbonada ndo-polar, que confere a
maioria dos lipideos a sua natureza oleosa e gordurosa, insolivel em 4gua. Os 4cidos
graxos ndo ocorrem nas c¢lulas ou tecidos numa forma ndo-combinada ou livre, mas
sim em formas covalentemente ligadas a diferentes classes de lipideos, a partir dos quais
eles podem ser liberados por hidrdlise quimica ou enzimatica. Diferentes acidos graxos
tém sido isolados de lipideos de vérias espécies. Eles diferem entre si pela extensdo da
cadeia e sua presenga, numero e posi¢do de duplas ligagdes; alguns acidos graxos
possuem também grupos metil ramificados (NELSON e COX, 2011).

Os glicolipideos que sdo constituidos de glicerol tém sido encontrados em
muitos organismos. No entanto, enquanto que em animais sdo encontrados em pequenas
concentragdes, sdo o0s constituintes majoritdrios de outros micro-organismos € o
componente lipidico principal das membranas fotossintéticas de algas, incluindo as
cianobactérias (algas verde azuladas) e plantas. A sua estrutura ¢ analoga a dos
glicerofosfolipideos com uma molécula de agucar ligada glicosidicamente a posigéo trés
do glicerol e acidos graxos esterificados nas outras duas posi¢des. Os principais
glicosilacilglicerdis das membranas fotossintéticas de algas e plantas sdo (GURR et al.,
2002):

- Monogalactosil-diacilglicerol (MGDG): especialmente abundante em
plantas e algas, principalmente nos cloroplastos. Contém elevadas propor¢des de acidos
graxos poli-insaturados. Para Chlorella vulgaris, o MGDG apresenta principalmente
acido oléico (C18:1) e acido linoléico (C18:2) quando cultivada no escuro, e 20 % de
acido linolénico (C18:3) quando cultivada na luz.

- Digalactosil-diacilglicerol (DGDG): usualmente encontrados juntamente
com MGDG nos cloroplastos de plantas superiores e algas. Nao sdo tdo abundantes
quanto os MGDG, mas apresentam elevadas concentragdes de acidos graxos poli-
insaturados, especialmente acido linolénico (C18:3).

-Sulfoquinovosil-diacilglicerol (SQDG): contém &cidos graxos saturados,

principalmente o 4cido palmitico (C16:0).
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Os lipideos podem ser encontrados em algas, constituindo, principalmente,
duas fracgdes: lipideos neutros e lipideos polares. Para o caso da microalga Spirulina
platensis, os lipideos polares s@o compostos de MGDG, DGDG, sulfoquinovosil
diacilglicerol e fosfatidilglicerol. A fra¢do neutra consiste, principalmente, de pigmentos
(PIORRECK et al., 1984).

Os 4cidos graxos nas microalgas correspondem a maior fragdo lipidica e, em
algumas espécies, os PUFAs representam entre 35 e 60 % dos lipideos totais
(RICHMOND, 1986). A estimativa de produ¢do de lipideos por microalgas varia de
15.000 a 30.000 L. km™ e a extra¢do é simples, podendo serem aplicados os métodos
tradicionais usados na industria quimica, incluindo a extra¢do por solventes (hexano)

(RADMANN e COSTA, 2008).

3.2.6 SINTESE E METABOLISMO DE ACIDOS GRAXOS

Os 4cidos graxos podem ser obtidos na dieta ou produzidos pelo préprio
organismo, em um processo chamado de lipogénese. Contudo, existe um grupo de
acidos graxos chamados acidos graxos essenciais (AGE), que ndo sdo sintetizados pelo
organismo devido a auséncia das enzimas insaturases especificas, responsaveis pela
formagdo das duplas ligagdes nestes compostos e, por isso, estes devem ser ingeridos
através da dieta (CURI et al., 2002).

Varias espécies de microalgas vém sendo cultivadas visando a obtencdo de
compostos considerados nutracéuticos, como os acidos graxos poli-insaturados EPA
(acido eicosapentaendico) e DHA (4cido docosahexaendico) (GILL e VALIVETY,
1997). A maior parte das algas, fungos, bactérias, musgos, insetos e alguns
invertebrados possuem as insaturases e elongases requeridas para a sintese de varios
acidos graxos poli-insaturados (CHIOU et al., 2001). O peixe, usualmente, obtém o
EPA através da acumulagdo na cadeia alimentar. Muitos esfor¢os tém sido realizados
para desenvolver tecnologias adequadas para producdo deste acido graxo de microalgas
(LEBEAU e ROBERT, 2003; GRIMA et al., 2003). Ao contrario, plantas e animais
superiores t€m defici€éncias das enzimas necessarias e, raramente, apresentam PUFAs

acima de 18 carbonos (GILL e VALIVETY, 1997).
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A sintese dos acidos graxos ocorre no citosol de muitos organismos, mas
nos vegetais fotossintéticos e microalgas ela ocorre no estroma do cloroplasto (Figuras
1 e 2). Esta localizagdo justifica-se quando o NADPH ¢ produzido nos cloroplastos
pelas reagdes de luz da fotossintese (NELSON e COX, 2011).

Todos os sistemas biologicos, incluindo os micro-organismos, insetos,
plantas superiores e animais, sdo capazes de fazer a “sintese de novo” de acidos graxos,
partindo do acetato formando uma cadeia curta de 4cidos graxos, com o acido oléico
(C18:1 ®9) como o maior produto. A biossintese tem inicio com a carboxilacdo de
acetil CoA para formar acetato ou piruvato pela agdo de enzimas glicoliticas. Entdo, a
acetil CoA ¢ convertida a malonil CoA, sendo esta reagdo catalisada pela enzima acetil-
CoA carboxilase (Figura 2), a qual ¢ utilizada a fim de direcionar a reagdo de
condensagdo para estender os grupos acil a acido estearico (C18:0 ®9) e uma insaturase
forma o acido oléico (C18:1 ®9) (WEN e CHEN, 2003). Os vegetais t€m outros meios
de obter o acetil CoA necessario para a sintese de acidos graxos. Eles produzem acetil
CoA a partir do piruvato, empregando uma isozima estromal da piruvato desidrogenase
(NELSON e COX, 2011).

Figura 1 - Localizagdo subcelular do metabolismo lipidico. As células de leveduras e de
vertebrados diferem das células dos vegetais superiores na compartimentalizag¢do do
metabolismo lipidico. A sintese dos acidos graxos ocorre em compartimentos em que

NADPH esta disponivel para sintese redutora (ou seja, onde a relagéo

[NADPH]/[NADP'] ¢ alta) : o citosol nos animais e nas leveduras, e os cloroplastos nas

plantas
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A composicdo de acidos graxos essenciais (AGE) difere muito entre
organismos terrestres e aquaticos. Nos tecidos de animais terrestres, prevalecem os
acidos graxos pertencentes a familia ®6, principalmente, 4cido linoléico (C18:2) e acido
araquidonico (AA, C20:4). Nos organismos aquaticos, ocorre a predominancia dos
acidos graxos da familia ®3, tanto para espécies marinhas como de agua doce
(TARLEY et al., 2004).

Na biossintese dos acidos graxos e dos eicosanoides, um intermediario de
tré€s atomos de carbono, o malonil-CoA ¢ sintetizado a partir do acetil-CoA sendo esta
reacdo catalisada pela enzima acetil-CoA carboxilase (Figura 2). Os acidos graxos sdo
sintetizados por uma sequéncia repetitiva de reagdes. As longas cadeias carbonicas dos
acidos graxos sdo montadas em uma sequencia repetitiva de reagdes com quatro passos

(Figura 3).

Figura 2 - Visdo global da via de sintese de acidos graxos a partir de acetil-CoA via
acetil-CoA carboxilase. Reagdes enzimaticas envolvidas: (1) acetil-CoA carboxilase; (2)
malonil-CoA: ACP transferase; etapas 3-5, reagdes de condensacdo subsequentes
catalizadas pela (3) 3-cetoacil ACP redutase; (4) 3-hidroxiacil ACP deidrase e (5) enoil
ACP redutase. ACP, proteina transportadora de grupos acil; FFA, acidos graxos livres;
G3P, glicerol-3-fosfato; liso-PA, acido- liso fosfatidico; TAG, triacilglicerol; DAG,
diacilglicerol
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Fonte: Adaptado de GREENWELL et al. (2010).
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Figura 3 - Adi¢ao de dois carbonos a uma cadeia acil graxo em crescimento: uma
sequéncia de quatro etapas
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Cada grupo malonil e acetil (ou um acil maior) € ativado por um tioéster que
se une ao acido graxo sintase (complexo multienzimatico). O primeiro passo € a
condensagdo de um grupo acil ativado (um grupo acetil é o primeiro grupo acil) com
dois atomos de carbono derivados do malonil-CoA, com a eliminagdo do CO, do grupo
malonil; o resultado liquido final ¢ o aumento de dois 4tomos de carbono na cadeia do
grupo acil. O produto B-ceto dessa condensacdo ¢ entdo reduzido em trés passos
subsequentes muito idénticos as rea¢des da B-oxidacdo, mas na sequéncia inversa. No
segundo passo, o grupo B-ceto € reduzido a um alcool. No terceiro passo, a eliminagéo
de H,O cria uma dupla ligagdo e no quarto e ultimo passo, a dupla ligacdo ¢ reduzida

para formar o grupo acil-graxo saturado correspondente.



55

O grupo acil saturado produzido durante este conjunto de reagdes se
transforma no substrato de uma nova condensa¢do com o grupo malonil ativado. Cada
uma das passagens através do ciclo aumenta a cadeia do grupo acil graxo de dois
atomos de carbono. Quando o comprimento da cadeia atinge 16 carbonos, o produto
formado (o palmitato, C16:0) abandona o ciclo. Os dtomos de carbono constituindo os
grupos metila e carboxila do grupo acetil tornam-se, respectivamente, C-16 e C-15 do
palmitato; os atomos de carbono restantes s@o derivados da acetil-CoA via malonil-CoA

(Figura 4).

Figura 4 - O processo global da sintese do palmitato
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FONTE: Nelson e Cox (2011).

Os 4cidos graxos saturados de cadeia longa sdo sintetizados a partir do
palmitato (Figura 5). Este pode ser aumentado, tanto para formar o estearato (C18:0)
quanto acidos graxos saturados ainda menores, por adi¢cdes posteriores de grupos acetil,
por meio da acdo dos sistemas de alongamento dos 4cidos graxos presentes no reticulo
endoplasmatico liso e na mitocondria. O sistema de alongamento mais ativo do reticulo
endoplasmatico aumenta a cadeia de 16 carbonos do palmitoil-CoA de dois carbonos,
formando estearoil-CoA. Embora diferentes sistemas enzimaticos estejam envolvidos, e
a coenzima A, e ndo a ACP (proteina transportadora de grupos acil), seja o
transportador de acil diretamente envolvido na reagdo, o mecanismo de alongamento ¢

idéntico aquele empregado na sintese do acido palmitico: a doagdo de dois carbonos
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pelo malonil-ACP, seguida, por redu¢do, desidratagdo e redugdo ao produto saturado

com 18 atomos de carbono, o estearoil-CoA.

Figura 5 - Vias de sintese de outros acidos graxos
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Fonte: NELSON e COX (2011).

O palmitato (C16:0) e estearato (C18:0) servem como precursores dos dois
acidos graxos monoinsaturados, o palmitoleato (C16:1 A”) e o oleato (C18:1 A?)
(NELSON e COX, 2011). As duplas ligagdes adicionais introduzidas nos &cidos
monoinsaturados estdo sempre separadas pelo grupo metileno, exceto nas bactérias. Nos
animais superiores as duplas ligacdes adicionais sdo todas introduzidas entre a dupla

liga¢do existente e o grupo carboxila; porém, nas plantas superiores elas podem ser
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introduzidas entre a dupla ligagdo existente e o carbono ® (metil terminal) (MURRAY
et al., 2002).

Os 4acidos graxos das familias ®9, ®6 e ®3 sdo formados a partir dos

precursores oleato (acido oléico, C18:1 A?), linolenato (acido linoléico C18:2, A"

9,12,15

)ea
-linolenato (4cido a — linolénico, C18:3 A ), respectivamente, ¢ de uma série de
reagdes de dessaturacdo e alongamento que pode ser verificado com detalhes na Figura
6. O 4cido oléico (C18:1 ®9) é insaturado por uma insaturase A'? para formar o 4cido
linoléico (C18:2 ®6) e uma insaturase A" para formar o 4cido a-linolénico (C18:3 ®3).
Em especial, a biossintese dos acidos graxos da familia ®3 tal como o EPA ocorre
através de uma série de reagdes, a qual pode ser dividida em 2 etapas distintas. A
primeira € a sintese “de novo” do acido oléico (C18:1 ®9) a partir de acetato. Esta etapa
¢ seguida pela conversdo do acido oléico em acido linoléico (LA, C18:2 ®6) e acido a-
linolénico (ALA, C18:3 ®3) (WEN e CHEN, 2003). Este ultimo ¢ insaturado por uma
insaturase A°, formando o 4cido estearidonico (ETE, C18:4 ®3). A seguir ocorre um
alongamento da cadeia com adi¢do de 2 4tomos de carbono formando o acido
eicosatetraenoico (ETA, C20:4 ®3). Este, por sua vez, ¢ insaturado por uma insaturase
A> formando o 4cido eicosapentaendico (EPA, C20:5 ®3). Apdés nova reacdo de
alongamento forma-se o acido graxo docosapentaenoico (DPA, C22:5 ®w3) que ¢
insaturado por uma insaturase A*, formando o 4acido docosaexanoico (DHA, C22:6 ®3).
A biossintese das trés familias de acidos graxos ¢ mostrada na Figura 6.

As trés fontes de 4acidos graxos (acidos oléico, linoléico e linolénico)
competem pela insaturase A°. A afinidade da enzima pelo substrato e o total de substrato
disponivel determina qual o caminho metabodlico ¢ predominante. Geralmente, a
primeira insaturagio A°é o passo limitante e o 4cido linolénico tem alta afinidade pela
insaturase A° seguido por acido linoléico e oléico (WEN e CHEN, 2003).

O alongamento da cadeia carbdnica dos acidos graxos ¢ principalmente
dependente na reacdo de dois sistemas de enzimas incluindo acetil-CoA enzima
carboxilica e 4cido graxo sintase, na maioria dos organismos. No processo de sintese

dos acidos graxos, acetil-coA ¢ o iniciador.
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Figura 6 - Biossintese de trés familias de dcidos graxos. LA-acido linoléico,GLA-
acido vy - linoléico, ALA- acido alfa linoléico, AA-Acido araquidonico, EPA- Acido
eicosapentaen6ico,DPA- acido docosapentaendico,DHA- 4cido docosahexaendico. As
siglas em negrito representam os AGE
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Fonte: WEN e CHEN (2003).

O processo de alongamento da cadeia carbonica necessita da contribuigéo
do malonil-CoA, os substratos em que a enzima atua sio acetil-ACP e malonil-ACP. O
tioéster de acido graxo C16-C18 pode ser formado apds varias etapas de reacdo. A
formagdo de acidos graxos de cadeia carbonica curta é semelhante nas células de plantas
superiores, animais, fungos, bactérias e microalgas. Por exemplo, na célula de algas
verdes, as rotas de reagdo do iniciador, tal como o acido palmitoléico, acido oléico,

acido linoléico, acido linolénico na sintese de acidos graxos sdo semelhantes as reac¢des
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que ocorrem nas células de plantas e leveduras. A insaturacdo da cadeia carbonica de
acidos graxos ocorre a partir do C18 e o alongamento da cadeia carbonica tem lugar a
produzir 4cidos de cadeia longa, que ndo sdo habituais em oleos de plantas. Acidos
graxos de cadeia longa (C20-C22), geralmente estdo presentes em microalgas e o teor
varia de espécie para espécie. Normalmente, os acidos graxos de cadeia curta (C14-
C18) sdo na maioria os acidos graxos de Chlorella sp., mas elevado teor de acidos
graxos de cadeia longa e de hidrocarbonetos existem em algumas espécies especificas
de microalgas (HUANG et al., 2010).

O EPA ¢é o precursor dos eicosanoides em animais e humanos, os quais t€ém
papel importante na regulacdo dos processos fisioldgicos. Os eicosandides sdo
substancias hormonais, que incluem as prostaglandinas, tromboxanas, leucotrienos. O
AA e EPA sdo precursores de compostos eicosandides. No entanto, os eicosandides
destes acidos graxos sdo diferentes estruturalmente e funcionalmente, e sdo, algumas
vezes, antagonicos em seus efeitos. Um balango de EPA/AA pode prevenir disfungdes
de eicosandides e podem ser efetivos em tratar inimeras doengas e desordens
metabolicas (GILL e VALIVETY, 1997; ALONSO ¢ MAROTO, 2000).

Segundo Perez-Garcia et al. (2011) todos os micro-organismos usam as
mesmas vias metabolicas para respiragdo. Como esperado, o metabolismo das
microalgas ¢ muito semelhante ao metabolismo dos vegetais superiores. No entanto, ¢
impossivel especificar substratos especificos que podem ser preferencialmente
utilizados por uma espécie particular de microalga.

Durante a respiragdo, ao contrario da fotossintese, oxigénio é consumido,
com paralela producdo de CO,, sendo que a taxa respiratdria dos substratos organicos
estd intimamente orientada para o crescimento e divisdes celulares. O metabolismo
respiratorio em microalgas desempenha duas fung¢des principais: serve como fonte
exclusiva de energia para manutencdo e biossintese e fornece os blocos construtores de
carbono para a biossintese (GEIDER e OSBORNE, 1989).

A assimilagdo oxidativa da glicose comeca com a fosforilagdo da hexose,
obtendo-se glicose-6-fosfato (Figura 2), que fica disponivel para o armazenamento,
sintese celular e respiracdo. Um equivalente de uma ligagdo fosfato simples é necessario

por mol de glicose assimilada em glicose-6-fosfato. Nesse processo, um adicional de 30
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equivalentes de liga¢des fosfato sdo gerados por oxidagdo aerobia de um mol de glicose

(STEWART,1974).

3.2.7 BENEFICIOS DOS ACIDOS GRAXOS ®3 DE ORIGEM MICROALGAL

Os ®3 sdo acidos graxos essenciais que participam de diversas fungdes
metabolicas. Estes dcidos representam um importante componente estrutural das
membranas celulares humanas, particularmente nas células neurais. Em rela¢do a satde
cardiovascular, o consumo regular de acidos graxos o3 pode ajudar a reduzir o risco de
hipertensdo, trombose, enfarte do miocardio e arritmias cardiacas. Isto ocorre porque os
acidos graxos ®3 aumentam a razdo lipoproteinas de alta densidade/lipoproteinas de
baixa densidade (HDL/LDL) e diminuem a taxa colesterol total/ HDL. Além dos
beneficios cardiovasculares, os acidos graxos ®3 tém também demonstrado efeito
positivo na funcdo cerebral, do sistema nervoso e de doengas cronicas como
hipertensdo, diabetes, cancer e desordens autoimunes (SILVA et al., 2012). Em
mulheres gravidas, a ingestdo adequada de EPA e DHA ¢ crucial para o
desenvolvimento saudavel do cérebro do feto. Em lactentes, o acido araquiddnico
(ARA), um 4acido graxo da familia w6, ¢ o DHA sdo também necessarios para o
crescimento normal e desenvolvimento funcional (WARD e SINGH, 2005).
Interessantemente, o aumento no consumo de DHA também pode diminuir a gravidade
da depressdo. Efeitos imuno-modulatdrios foram observados quando acidos graxos ®3
foram utilizados no tratamento de doencas inflamatorias tais como artrite reumatodide,
doenga de Crohn, psoriase, lipus, asma e fibrose cistica. Criangas que ingeriam 6leo de
peixe mais de uma vez por semana tiveram menor probabilidade de sofrer de asma.
Aumentar os niveis de DHA e EPA nos pacientes com artrite reumatoide e colite
ulcerosa tem sido encontrado como uma forma de reduzir a dor e melhorar suas
condi¢des (ADARME-VEGA et al., 2012).

Atualmente, existe uma grande demanda por microalgas nas industrias
nutracutica e farmacéutica devido a seus efeitos positivos quanto a saude. Os acidos
graxos poli-insaturados (PUFAs) de origem microalgal, tais como ARA e DHA séo
adicionados como fortificantes em formulas infantis, uma industria que vale $10 bilhdes

por ano. Até o momento, os extratos de microalgas podem ser encontrados em muitos
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produtos de cuidados faciais e da pele, por exemplo, em creme antienvelhecimento,
produtos de regenerativos, creme solar, emoliente e calmante em esfoliantes.
Dermochlorella € efetivamente extraido de Chlorella vulgaris, que pode estimular a
sintese de colageno na regenerag¢do do tecido da pele e redugdo de rugas. Protulines é
um extrato rico em proteinas de Arthrospira (Spirulina), que ajuda a combater mais
cedo o envelhecimento da pele, exercendo um efeito de reforco na prevencdo e

formagao de rugas (ADARME-VEGA et al., 2012).

3.2.8 INFLUENCIA DAS CONDICOES DE CULTIVO DAS MICROALGAS NA
PRODUCAO DE LIPIDEOS E PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

O contetido e a composi¢do dos lipideos e acidos graxos em microalgas
podem ser influenciados por fatores como luz (FERNANDEZ et al., 2000), temperatura
(RENAUD et al., 2002; COLLA et al., 2004), concentra¢do de diéxido de carbono
(ARAUJO e GARCIA, 2005), concentragdo da fonte de nitrogénio (COLLA et al.,

2004), entre outros nutrientes.

3.2.8.1 Na presenca de luz (cultivo autotrofico)

A maioria dos processos de producdo de EPA investigados sdo baseados em
crescimento fotoautotrofico (SANCHEZ et al., 2002; GRIMA et al., 2003). No entanto,
o crescimento autotréfico pode ser limitado devido a insuficiéncia de luz (fotolimitagao)
causada pelo sombreamento das proprias células. Consequentemente, a produtividade e
o rendimento do EPA de sistemas fotossintéticos sdo baixos (CHEN, 1996). Para
aumentar a produgdo de EPA por culturas de microalgas, ¢ desejavel um processo de
crescimento heterotréfico (WEN, 2001).

Um dos principais fatores que influenciam o conteudo lipidico e de acidos
graxos em microalgas em termos nutricionais € a concentragdo de CO,. As microalgas
utilizam carbono inorganico para o crescimento, podendo ser utilizadas na mitigagdo de
CO; mais eficazmente do que vegetais superiores (BROWN e ZEILER, 1993). Sendo

assim, o estudo dos efeitos da adi¢do de CO, no crescimento e metabolismo de
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microalgas ¢ estimulado pela necessidade de redugdo da emissdo deste gas na atmosfera
(MURADYAN et al., 2004).

Diversos pesquisadores (Tabela 2) estudaram a produgdo de acidos graxos
de origem microalgal a partir de variagdes dos cultivos autotréficos, tais como a
combinagdo da intensidade luminosa e concentragdo de CO, (CARVALHO e
MALCATA, 2005), aumento da concentragdo de CO, (MURADYAN et al., 2004),
aumento da temperatura do cultivo (COLLA et al., 2004), uso de nutrientes na forma
gasosa derivados de C, N e S (RADMANN e COSTA, 2008), diferentes concentra¢des
de CO, (MORAIS e COSTA, 2008) e diferentes temperatura e concentragdo de NO;
(COSTA et al., 2006b).
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Tabela 2 - Concentragdo de acidos graxos essenciais de diversas microalgas cultivadas

na presenga de luz

Acidos graxos essenciais (%)

Referéncia
C183 C183 C20:5 (C22:6
(ALA) (GLA) (EPA) (DHA)
Paviova lutheri CARVALHO e MALCATA
2,05 1,2 0,6 17,0 10,8 (2005)
Dunaliella salina
MURADYAN et al. (2004)
7,7 20,8 K3k K3k k3k
Spirulina platensis
COLLA et al. (2004)
14,7 20,6 *x *x *x
Spirulina sp. LEB-18
2,71 7,61 18,1 * *
Scenedesmus obliqguus LEB-22
3,98 3,52 5,42 * 3.6
RADMANN e COSTA (2008)
Synechococcus nidulans LEB-25
3,53 0,10 17,7 0,10 0,13
Chlorella vulgaris LEB-106
6,3 * 3,12 0,13 0,10
Spirulina sp. LEB 18
2.8 1,3 9,1 9,5 %
Scenedesmus obliquus LEB 52
10,2 6,0 15.6 2,1 *x MORALIS e COSTA (2008)
Chlorella kessleri LEB 15
4,9 * 18.9 20,5 *x
Chlorella vulgaris LEB 12
223 5.9 14.3 3.6 *x
Chlorella vulgaris
27.1 8.5 *% %% %%
COSTA etal. (2006b)
Chlorella minutissima
12,45 22 *x *x *x

* auséncia; ** nio determinado
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3.2.8.2 Na auséncia de luz (cultivo heterotrofico)

No cultivo heterotréfico, como fonte organica, os aglicares sdo 0s substratos
mais utilizados, especialmente a glicose (MIAO e WU, 2006; XU et al., 2006; LIANG
et al., 2009; HEREDIA-ARROYO et al., 2010; SHEN et al., 2010; O’GRADY e
MORGAN, 2011), porém outras fontes organicas de carbono podem ser utilizadas tais
como glicerol (LIANG et al., 2009; O’GRADY e MORGAN, 2011) e acetato (LIANG
et al., 2009; HEREDIA-ARROYO et al., 2010).

Segundo Martinez et al. (1991) a glicose atuando como substrato organico
promoveu mudancas fisioldgicas nas cepas de Chlorella vulgaris que afetaram a via
metabodlica de assimilagdo do carbono, tamanho da célula, densidade volumétrica de
material de armazenamento, como granulos de amido e lipideos.

Pesquisadores  utilizaram microalga do género Chlorella, mais
especificamente Chlorella protothecoides em cultivo heterotrofico e avaliaram a
produgdo de lipideos totais e concentracdo de acidos graxos (Tabela 3) quando o cultivo
foi realizado com diferentes fontes de carbono: mistura de glicose e hidrolisado de
amido de mandioca (WEI et al., 2009), glicose (WEI et al., 2009; O’GRADY e
MORGAN, 2011) e misturas de glicerol e glicose (O’ GRADY ¢ MORGAN, 2011).

Tabela 3 - Concentragdo de lipideos e acidos graxos poli-insaturados obtidos no cultivo
heterotréfico de Chlorella protothecoides
Lipideos Acidos graxos (%)

Fonte organica Referéncia
(%) C18:2 C18:3
Glicose (10 g.L™) 34,5 39,9 9,2
Glicose (50 g.L ™) 26,0 28.9 7,5
Glicose (10 g.L™") +
28.5 40,9 9,9 WEI et al. (2009)
*HAM
Glicose (50 g.L ™) +
22,0 26,4 7.8
*HAM
Glicerol 31,0 4,1 *k O’GRADY ¢
Glicerol + Glicose 27,0 2.3 *k MORGAN
Glicose 24,0 2,1 ** (2011)

*Hidrolisado de amido de mandioca (HAM); ** ndo determinado.
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3.2.9 CONSIDERACOES FINAIS

As microalgas constituem uma fonte alternativa potencial na obtengdo de
acidos graxos essenciais, sendo estes os precursores de uma grande variedade de
metabolitos bioativos, que estdo envolvidos em diversas fun¢des fisiologicas no
organismo humano. O consumo de ®3 obtido de microalgas é benéfico para o
desenvolvimento neural, além de prevenir problemas corondrios, cancer, hipertenséo,
diabetes, fibrose cistica, artrites, asma, esquizofrenia e depressdo. As microalgas
marinhas sdo capazes de sintetizar acidos graxos s, eicosapentaendico (EPA, C20:5) e
docosahexaenoico (DHA, C22:6), os quais entram na cadeia alimentar marinha estando
disponiveis no 6leo de pescado. Estes acidos graxos sdo considerados importantes no

desenvolvimento do tecido cerebral e na fungdo visual.
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3.3 ARTIGO 2 - PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DE BIOMASSA DE Chlorella
OBTIDA POR CULTIVO HETEROTROFICO EM FED BATCH

"Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB), Programa de Pos-Graduag¢do em
Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Escola de Quimica e Alimentos, Universidade

Federal do Rio Grande — FURG.

3.3.1 RESUMO

O cultivo de microalgas apresenta grande interesse devido a sua alta produtividade e
rapida, velocidade de crescimento. Os acidos graxos obtidos da biomassa microalgal
podem apresentar efeitos terapéuticos em humanos e podem ser usados para produgdo
de biodiesel. O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de acidos graxos de
microalgas cultivadas em modo heterotréfico. Cultivos realizados com Meio BG11
adicionado de 10g.L™' de glicose apresentaram concentragdo celular méaxima (1,62;
1,53; 1,14 g. L") para Chlorella sp., C. homosphaera, e C. minutissima, respectivamente
enquanto que os ensaios sem glicose mantiveram-se com concentracdo celular igual a
do inicio dos experimentos (0,15 g.L™"). A microalga C. homosphaera cultivada em
Meio BG11 e 10 gL' de glicose apresentou a maior concentragio de lipideos na
biomassa seca (22,4 %p/p). A méxima concentracdo de PUFA (35,25 %p/p) e de acidos
graxos essenciais (35,05 %p/p) foi encontrada no cultivo de C. homosphaera em Meio
Basal sem glicose, sendo esse o meio mais adequado para produgdo de PUFA e acidos

graxos essenciais.

PALAVRAS CHAVE: Chloroficeae; glicose; lipideos; microalga.

3.3.2 ABSTRACT

The cultivation of microalgae is of great interest due to the high yields and rapid growth
rates that can be produced. The fatty acids from microalgal biomass may have
therapeutic effects for humans and can be used for biodiesel production. The aim of this

study was to evaluate the fatty acid profile of microalgae grown in a heterotrophic
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mode. Cultures that were carried out with BG11 medium supplemented with 10 g.L™" of
glucose produced the highest cellular concentrations (1.62; 1.53; 1.14 gL™) for
Chlorella sp., C. homosphaera and C. minutissima, respectively, while the assays
without glucose remained at a cellular concentration equal to that at the beginning of the
experiments (0.15 g.L™"). The microalga C. homosphaera grown in BG11 supplemented
with 10 gL' of glucose had the highest concentration of lipids in dry biomass
(22.4 %w/w). The maximum concentration of PUFA (35.25 %w/w) and essential fatty
acids (35.05 %w/w) was found in C. homosphaera in Basal medium without glucose,

which is the most suitable method for producing PUFA and essential fatty acids.
KEY WORDS: Chloroficeae; glucose; lipids; microalgae.
3.3.3 INTRODUCAO

O cultivo de microalgas vem sendo desenvolvido, principalmente, por
apresentar vantagens como a simplicidade de nutrientes necessérios, a duplica¢do da
biomassa em curto periodo de tempo e a possibilidade de manipular suas condi¢des, de
modo a aumentar a producdo de um metabdlito especifico, como os acidos graxos
(COSTA et al., 2006).

Os lipideos das microalgas sdo constituidos por diferentes acidos graxos
saturados e insaturados, alguns deles da familia ®3 ¢ o6 (HU et al., 2008; HUANG et
al., 2010). O aumento da produtividade da biomassa para obtengdo de acidos graxos
insaturados vem despertando interesse comercial, principalmente como fonte de ®3
(BERTOLDI et al., 2008). O consumo de 3 ¢ benéfico para o desenvolvimento neural,
além de prevenir problemas corondrios, cancer, hipertensdo, diabetes, fibrose cistica,
artrites, asma, esquizofrenia e depressdo (KRIS-ETHERTON et al., 2002; ADARME-
VEGA et al., 2012).

Os 4cidos graxos nas microalgas correspondem a maior fragéo lipidica e, em
algumas espécies, os poli-insaturados (PUFAs) representam entre 35 ¢ 60 % dos
lipideos totais (RICHMOND, 1986). Em relagdo a producdo de lipideos, as microalgas
podem produzir, pelo menos, quinze vezes mais que a palma (Elaeis guineensis), um

dos vegetais de maior rendimento e produtividade. A estimativa de produgdo de lipideos
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por microalgas varia de 15000 a 30000 L.km™ e a extracdo é simples, podendo ser
aplicados os métodos tradicionais usados na industria quimica, incluindo a extragdo por
solventes (RADMANN e COSTA, 2008).

As principais aplicagdes dos 4acidos graxos de microalgas sdo no
enriquecimento de ra¢des para peixes. Podem ser também utilizados para producdo de
biodiesel e como fonte de 4acidos graxos essenciais na dieta humana (MORAIS e
COSTA, 2008).

O cultivo heterotréfico de microalgas faz o emprego de compostos
organicos sem a utilizacdo de luz, em que o carbono organico é utilizado como fonte
energética para a producgdo de biomassa (CHOJINACKA e MARQUEZ-ROCHA, 2004).
Como fonte organica, os aglicares sdo os substratos mais utilizados, especialmente a
glicose (XU et al., 2006; MIAO e WU 2006; LIANG et al., 2009; HEREDIA-ARROYO
et al., 2010; SHEN et al., 2010; O’GRADY ¢ MORGAN, 2011), porém outras fontes
organicas de carbono podem ser utilizadas tais como glicerol (LIANG et al., 2009;
O’GRADY e MORGAN, 2011) e acetato (LIANG et al., 2009; HEREDIA-ARROYO
et al., 2010). Este tipo de cultivo oferece vantagens sobre o autotréfico como a
eliminagdo da variag¢@o da fonte natural de luz, mantendo-se o controle do processo de
cultivo e baixo custo para recuperagdo da biomassa (HUANG et al., 2010; XU et al.,
2006; MIAO e WU, 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de &cidos graxos das
microalgas Chlorella homosphaera, Chlorella sp. e Chlorella minutissima cultivadas de

modo heterotrofico.

3.3.4 MATERIAL E METODOS

3.3.4.1 Micro-organismos e meios de cultivo

As microalgas utilizadas neste estudo foram Chlorella homosphaera,
Chlorella sp. e Chlorella minutissima (COSTA et al., 2006), todas pertencentes a
Colecdo de culturas do Laboratoério de Engenharia Biroquimica da Universidade Federal
do Rio Grande (FURG). Todas as microalgas foram mantidas e cultivadas em Meio

BGI11 (RIPPKA et al., 1979) contendo (g.L'l): NaNOj (1,50); K;HPO4,3H,0 (0,04);
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MgS04,7H,0 (0,075); CaCl,2H,0 (0,036); C¢H;FeNO7 (0,006); EDTA dissddico
(0,001); NayCO; (0,02); C¢HgO7; (0,006); H3BO; (2,86); MnCl,,4H,O (1,81);
ZnS04,7H,0 (0,222); Na;Mo04,2H,0 (0,39); CuSO4,5H,0 (0,079); Co(NO3),,6H,0
(0,0494); ¢ em Meio Basal (XIONG et al., 2008) contendo (g.L™"): KH,PO, (0.7);
K>,HPO4 (0,3); MgSO4-7H,0 (0,3); FeSO4-7H,0 (0,003); glicina (0,1); vitamina Bl
(0,00001) e 1 mL.L" de solu¢io mineral AS5.

3.3.4.2 Condigoes de cultivo

Antes do inicio dos experimentos, o indculo das microalgas Chlorella
homosphaera, Chlorella sp. e Chlorella minutissima foi colocado em estufa
termostatizada a 30 °C com fotoperiodo de 12 h claro/escuro, iluminancia de 2500 lux
fornecida por lampadas fluorescentes de 40 W tipo luz do dia e circulagdo de ar estéril,
para aumentar a concentracdo celular. Posteriormente, foi realizado acompanhamento
das microalgas em microscopio a fim de constatar se havia somente a microalga de
interesse para os cultivos. Logo a seguir, as microalgas foram adaptadas a condi¢do dos
experimentos. O término da adaptagdo foi considerado o momento em que as
microalgas consumiram totalmente a glicose, o que variou conforme concentracio da
fonte de carbono. A adaptago dos ensaios realizados com 5 g.L™' de glicose terminou
dentro de 1 dia, ja a do ensaio com 10 g.L"' foi de 2 dias.

Os cultivos foram realizados em modo heterotrofico utilizando glicose como
fonte de carbono. Os Meios BG11 e Basal foram complementados com 0; 5 ¢ 10 g.L™!
de glicose. Foram realizados 3 ensaios em duplicata para cada microalga nos dois meios
de cultivo, totalizando 36 ensaios. A adi¢do de glicose aos cultivos foi realizada
diariamente em modo batelada alimentada na propor¢do de 1/10 da concentragdo total
(5gL"'e 10 g.L™") (XU et al., 2006) de glicose durante 10 dias de experimento (XIONG
et al., 2008). Os cultivos foram realizados em agitador orbital (INNOVA®44, USA) a
150 rpm e 30 °C utilizando biorreatores fechados de 2 L com volume util de 1,6 L (C.
homosphaera e C. minutissima) ¢ 1,4 L (Chlorella sp.). O volume dos ensaios
realizados com a microalga Chlorella sp. foi menor que os demais devido a menor

concentracdo celular do indculo. A concentragdo inicial da biomassa foi 0,15 g.L'l. Ao
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final dos 10 dias, os cultivos foram centrifugados e a biomassa foi seca em estufa a 40

°C por 60 h e moidas.
3.3.4.3 Determinacdes analiticas

A amostragem dos cultivos foi realizada a cada 24 h. Amostras foram
coletadas assepticamente para determinagdo da concentragdo celular, obtida por meio da
analise densidade 6tica a 670 nm em espectrofotdometro (Femto Plus 700, Brasil) com
auxilio de curva de calibrag¢do pré-determinada.

Foram avaliadas a concentragdo maxima de biomassa (Xmax, g.L'l), a
produtividade maxima (Pax, g.L'l.d'l) obtida segundo a equagdo P = (X; Xo)/(t ty), onde
X € a concentracdo de biomassa (g.L'l) no tempo t (d), e Xy a concentragdo de biomassa
(g.L™") no tempo to (d) (SCHMIDELL et al., 2001) e a velocidade especifica maxima de
crescimento (tmax. d™'), obtida por regressdo exponencial aplicada a fase de crescimento
logaritmica (BAILEY e OLLIS, 1986).

A concentragdo de glicose foi determinada no meio de cultivo a cada 48 h
utilizando kit enzimatico colorimétrico Glicose PAP Liquiform (Labtest, Brasil), com
leitura em absorvancia a 505 nm e conversdo a concentracdo de glicose por curva de
calibragdo.

O pH das culturas foi determinado diariamente em pHmetro digital (Quimis

Q400HM, Brasil).
3.3.4.4 Quantificacio de lipideos totais e perfil de acidos graxos

Para a quantificacdo de lipideos totais foi utilizada a metodologia proposta
por Folch et al. (1957) com etapa prévia de rompimento da parede celular por meio de
banho ultrassonico. A fracdo lipidica foi esterificada para obteng@o dos metil ésteres dos
acidos graxos, segundo metodologia adaptada de Metcalfe et al. (1966).

A determinagdo de acidos graxos foi realizada em Cromatdgrafo Gasoso
Varian 3400CX, equipado com detector de ionizag¢do de chama e coluna ZB-WAX com
30 m de comprimento e 0,32 mm de didmetro interno e 0,25 pm de filme. O gas de

arraste foi hidrogénio a 0,5 mL.min"'. As temperaturas do injetor e do detector foram
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250 e 300 °C, respectivamente. A temperatura inicial da coluna foi 40 °C aumentando 6
°C.min”" até 100 °C permanecendo 1 min apés a 160 °C permanecendo 5 min e a 230
°C permanecendo 10 min. Os acidos graxos foram identificados pela comparagdo dos
tempos de retengdo com padrdes e quantificados por normalizagdo de areas. Os padrdes
de acidos graxos utilizados (Sigma Supelco; Belle-fonte, EUA) foram &acido butirico
(C4:0), acido caproéico (C6:0), acido caprilico (C8:0), acido céaprico (C10:0), acido
undecandico (C11:0), acido laurico (C12:0), acido tridecandico (C13:0), acido miristico
(C14:0), acido miristoléico (C14:1), acido pentadecanoico (C15:0), acido cis-10-
pentadecenoico (C15:1), acido palmitico (C16:0), acido palmitoléico (C16:1), acido
heptadecanoico (C17:0), acido cis-10-heptadecenoico (C17:1), acido esteérico (C18:0),
acido oléico (C18:1n9), acido linoléico (C18:2n6), acido alfa-linolénico (C18:3n3),
acido y-linolénico (C18:3n6), acido araquidico (C20:0), acido cis-11-eicosendico
(C20:1n9), acido cis-11,14-eicosadiendico (C20:2), acido cis-11,14,17-eicosatriendico
(C20:3n3), acido cis-8,11,14-eicosatriendico (C20:3n6), acido araquidonico (C20:4n6),
acido cis-5,8,11,14,17-eicosapentaendico (C20:5n3), acido henicosandico (C21:0),
acido beénico (C22:0), acido ertcico (C22:1n9), acido cis-13,16-docosadiendico
(C22:2), éacido cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaendico (C22:6n3), acido tricosandico
(C23:0), acido lignocérico (C24:0), acido nervonico (C24:1n9).

3.3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta as curvas de crescimento dos cultivos heterotroficos
das microalgas Chlorella homosphaera, Chlorella sp. e Chlorella minutissima. Os
cultivos complementados com glicose apresentaram aumento da concentracgdo celular ao

longo de 10 dias de cultivo.
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Figura 1 - Curvas de crescimento das microalgas cultivadas nos Meios BG11 e Basal:

(a) Chlorella homosphaera (b) Chlorella sp. (¢) Chlorella minutissima. () BG11 + 0

g.L! glicose; (m) BG11 +5 gL glicose; (A) BG11 + 10 g.L! glicose; (o) Basal + 0
gL glicose; (o) Basal + 5 g.L”! glicose; (A) Basal + 10 g.L”! glicose
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As microalgas Chlorella  homosphaera e Chlorella minutissima
apresentaram fase estacionaria apos 6 dias, quando cultivadas em Meio BGI11
complementado com 10 g.L™' de glicose. A Figura 1 mostra que as trés microalgas
apresentaram maior crescimento logaritmico quando cultivadas com BG11 adicionado
de 10 g.L"" de glicose em comparacdo aos demais ensaios. As Figuras la e 1¢ mostram
que as microalgas Chlorella homosphaera e Chlorella minutissima apresentaram fase
exponencial do 1° ao 6° dia. No entanto, a produ¢do de biomassa foi menor quando os
cultivos foram realizados com BG11 adicionado de 5 g.L”!, indicando a importancia da

glicose no cultivo heterotrofico, para produgdo de biomassa.
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A maior producdo de biomassa ocorreu quando as microalgas foram
cultivadas com maior concentra¢io de glicose (10 g.L™). Como no cultivo heterotrofico
¢ necessario maior aporte nutricional para a microalga manter suas fung¢des fisioldgicas
e aumentar a concentracdo celular, a fonte organica de carbono, neste caso a glicose,
torna-se necessaria em maiores concentragdes.

A Tabela 1 apresenta os valores de concentracdo celular maxima (Xpax,
g.L'"), produtividade diaria méxima (P4, gL™'.d™"), velocidade especifica maxima de
crescimento (pmsx.1.d™"), concentracdes de lipideos (%p/p), PUFA (%p/p) ¢ 06+o3
(%op/p) para os ensaios realizados com as trés espécies de Chlorella.

A microalga C. homosphaera atingiu concentra¢io celular de 1,53 g.L™' em
10 dias quando cultivada de modo heterotrofico com Meio BG11 adicionado de 10 g.L™!
de glicose. Quando cultivada com adi¢do de 5 gL' de glicose no meio, C.
homosphaera alcangou 1,22 g.L™!. Resultados inferiores foram encontrados por Liang et
al. (2009) quando cultivaram C. vulgaris no escuro com 1 % de glicose, em que
obtiveram concentra¢do celular maxima de 1,20 gL' e produtividade méaxima de
0,15 g.L"".d"". No entanto, valores superiores foram encontrados por Xu et al. (2006)
para a microalga Chlorella protothecoides, observando crescimento celular de 3,92 g.I”
"¢ 3,74 gL' em 6 dias de cultivo quando utilizaram hidrolisado de milho e glicose,
respectivamente como fonte de carbono. Ambos cultivos foram realizados com Meio
Basal e limitacdo da fonte de nitrogénio (glicina). Liu et al. (2011) cultivaram Chlorella
zofingiensis de modo autotréfico e heterotréfico observando melhores resultados
(u=0,769 d"' e Xpma= 9,7 g.L™") para o cultivo heterotréfico.

Algumas espécies de Chlorella tem a capacidade de crescer em ambiente
autotréfico e heterotréfico. Estudos realizados por Xu et al. (2006) e Liu et al. (2011)
comprovaram que esse género de microalga, apresenta maiores rendimentos quando
cultivado de modo heterotrofico utilizando fonte de carbono exdgena, como por
exemplo a glicose. Comparando-se os resultados obtidos por esses autores e do estudo
em questdo nota-se diferenca no crescimento celular maximo atingido pelas microalgas.
Estes dados mostram que apesar das microalgas do género Chlorella crescerem bem na
auséncia de luz, diferencas sdo observadas quanto a espécie estudada.

A maxima concentracdo celular (X, Tabela 1) para as trés microalgas

estudadas foi obtida com3 Meio BG11 adicionado de 10 g.L" de glicose. No entanto, o
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mesmo ndo é observado quanto a produgdo de lipideos, PUFA e 4cidos graxos
essenciais w6+®3, nos quais os valores maximos variaram de acordo com a espécie de
microalga. Em fung¢éo disso, a producdo em concentracdes diferenciadas dos biotivos,
pelas microalgas, pode estar associada ao metabolismo da fonte de carbono de cada
espécie. Segundo Narang e Pilyugin (2005), a concentracdo de glicose requerida para
um crescimento metabdlico 6timo pode estar relacionado a combinagdo de fatores
especificos como a espécie microalgal como fator primario e as condigdes ambientais e
de cultivo como fator secundario. Consequentemente, cada combinagdo de fatores pode
conduzir a diferentes niveis de consumo e producdo de bioprodutos.

As méximas produtividades para as trés microalgas foram obtidas nos
ensaios realizados com Meio BG11 adicionado de 10 g.L™ de glicose, o que indica um
crescimento mais rapido no mesmo intervalo de tempo quando comparado aos outros
ensaios realizados nas demais condigdes de cultivo. Isto provavelmente ocorreu devido
aos diferentes nutrientes presentes no meio de cultivo e maior concentragdo de carbono
organico.

As maéximas velocidades especificas de crescimento obtidas foram 0,59 1.d™
e 0,35 1.d" para as microalgas Chlorella homosphaera e Chlorella sp. respectivamente,
ambas cultivadas com BG11 adicionado de 10 g.L™' de glicose. No foram considerados
os valores de pmsx para os cultivos realizados com Meio BG11 sem adi¢do de glicose e
com Meio Basal por ndo haver uma fase exponencial de crescimento celular.

A maior concentragdo de lipideos (22,4 %p/p) foi obtida no ensaio realizado
com a microalga C. homosphaera cultivada em meio BG11 adicionado de 10 g.L" de
glicose. Resultados inferiores foram encontrados por Costa et al. 2006, onde C.
minutissima obteve 7,98 %p/p quando cultivada a 30 °C, 2500 lux, NaHCOs ¢ 0,5 g.L”!
NOs. Porém, resultados superiores foram obtidos por Xu et al. (2006), nos quais
acumularam nas células de Chlorella protothecoides 55,2 %op/p e 54,7 %p/p de lipideos
em cultivo heterotréfico utilizando hidrolisado de milho e glicose, respectivamente

como fonte de carbono.
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Tabela 1 - Concentragio celular maxima (X, g.L'l), produtividade diaria maxima (P sy, g.L'l.d'l), velocidade especifica maxima de crescimento (L, | .d'l),

concentrac¢des de lipideos (Yop/p), PUFA (%p/p) e ®6+m3 (%p/p) para os ensaios realizados com as trés espécies de Chlorella

Meio Glicose K inax Prsx Mméx Lipideos PUFA 06+m3
(gL (gL (gL'd) " (%p/p) (%p/p) (%p/p)
Chlorella homosphaera

0 0,15 0,03 - 15,0+0,00 6,140,00 4,6+0,00
BGl1 5 1,22 0,30 0,23 11,1+0,64 18,6+0,85 19,1£1,06
10 1,53 0,32 0,59 22.4+0,00 20,2+2,55 19,5+0,00
0 0,15 0,03 - 19,3£3,96 35,25+1,06 35,05+1,06
Basal 5 0,34 0,16 - 13,8+1,20 20,45+9,97 19,85+9,69
10 0,39 0,13 - 16,5+4,95 24,7542,05 24,3+1,84

Chlorella sp.

0 0,15 0,01 - 11,4+0,00 10,6+0,99 10,0+0,71
BGl1 5 0,50 0,29 0,08 9,0+0,14 3,6x1,13 3,45+1,06
10 1,62 0,38 0,35 12,9+0,00 15,75+0,64 15,35+0,92
0 0,15 0,02 - 7,2+0,00 24,35+0,21 24,05+0,21
Basal 5 0,35 0,09 - 21,0+0,00 18,2+0,00 17,75+0,00
10 0,31 0,10 - 11,94£2,55 19,5£1,13 19,4+0,99

Chlorella minutissima

0 0,15 0,04 0,00 14,4+0,00 16,8+0,00 16,1+0,00

BGl1 5 0,92 0,19 0,18 8,4+0,42 21,45+1,06 21,0+1,13
10 1,14 0,26 0,22 8,7+0,71 18,55+1,34 17,9540,92

0 0,15 0,03 0,00 15,3+2,47 19,6+0,14 18,9+0,28

Basal 5 0,39 0,16 - 17,1+0,00 21,7+0,00 21,4+0,00
10 0,38 0,20 - 21,5£1,13 25,65+8,84 24,95+7,99
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Na Tabela 1, as maiores concentragdes de PUFA (35,25 %p/p) e acidos
graxos essenciais (35,05 %p/p) sdo obtidas pela microalga C. homosphaera, no entanto
quando cultivada com Meio Basal sem adi¢do de glicose. Radmann e Costa (2008)
cultivaram C. vulgaris em 12 %p/p CO,, 60 pL.L" SO,, 100 pL.L™" a 30 °C obtiveram
10,1 %p/p de acidos graxos poli-insaturados (m3+m6).

Nos cultivos realizados com Meio Basal, as microalgas produziram menos
biomassa, porém a biomassa obtida continha maior concentragdo de PUFA e acidos
graxos essenciais quando comparado aos culivos realizado com Meio BG11 (Tabela 1).
Isto indica que a microalga Chlorella suporta a deficiéncia de nitrogénio podendo
alterar sua rota metabdlica, diminuindo a sintese protéica e consequentemente,
aumentando a sintese lipidica. Estes resultados vdo ao encontro com os de Illman et al.
(2000), Macedo e Alegre (2001), Zhila et al. (2005), Xiong et al. (2008), Hu et al.
(2008), Griffiths e Harrison (2009), Liang et al. (2009), Widjaja et al. (2009) e Shen et
al. (2010) nos quais mostram que altas concentragdes de nitrogénio resultam em
maiores concentragdes de biomassa, enquanto que maiores teores de lipideos sdo
obtidos em menores concentragdes de nitrogénio.Wei et al. (2009) observaram no
cultivo heterotrofico da microalga Chlorella protothecoides que a menor concentragdo
de glicose adicionada foi acompanhada pelo maior contetido de lipideos. A adi¢do de
10 g.L"! de glicose, resultou em 34.5 %p/p de lipideos. Além disso, quando o micro-
organismo cessa a multiplicag@o celular e entra na fase estaciondria, o metabolismo de
lipideos é mais acentuado. Sendo assim, ¢ possivel justificar que a sintese de
biomoléculas, neste caso de lipideos, pela microalga, inicia quando cessa a producdo de
biomassa.

As microalgas sdo micro-organismos fotoautotroficos e quando submetidos
a condi¢do de estresse (por exemplo, auséncia de luz e restricdo de algum nutriente) sdo
estimulados a produzirem maiores concentragdes de um metabdlito especifico. A
auséncia de luz e limitacdo de nitrogénio no meio de cultivo causam estresse celular e,
além disso quando encontram-se na fase estaciondria de crescimento celular, desviam o
metabolismo para producdo de lipideos. Entdo, a maior concentracdo de PUFA e acidos
graxos essenciais observada nos cultivos realizados com o meio de cultura Basal podem
ser justificados pela baixa concentragdo de glicina (C;HsO,N=0,1 g.L™") disponivel no

meio.
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Perez-Garcia et al. (2011) citam que no cultivo heterotréfico de microalgas,
a assimilacdo oxidativa da glicose comega com a fosforilacdo da hexose, obtendo-se
glicose-6-fosfato, na qual fica prontamente disponivel para o armazenamento, sintese
celular e respiracdo. As vias utilizadas pelos micro-organismos para a degradagdo da
glicose sdo via glicolitica — EMP e via da pentose fosfato - PPP, nos quais ocorrem em
microalgas. Hong e Lee (2007) relatam que provavelmente a maior diferenca no
metabolismo da glicose em crescimento heterotrofico de microalgas, comparando com o
metabolismo autotrofico da glicose ou outros substratos organicos que ndo carboidratos,
¢ que em condi¢des escuras, a glicose € principalmente metabolizada pela PPP,
enquanto que a EMP ¢é a forma preferida pelas células quando em condi¢des de
ilumina¢do. Ambas vias ocorrem no citosol e sdo funcionais em células de microalgas.

O é4cido palmitico (C16:0), o precursor dos acidos graxos saturados e
insaturados (Nelson e Cox, 2011), variou de 15,8 a 29,6 %p/p nos diferentes ensaios,
sendo observado que este acido graxo saturado aparece em maiores concentragdes nos
ensaios realizados com adicdo de glicose (Tabela 2). Radmann e Costa, 2008 no cultivo
da microalga C. vulgaris obtiveram 4,6 %p/p de acido palmitico e Costa et al., 2006 no
cultivo da microalga C. minutissima obtiveram valores variando de 4,55 a 21,68 %p/p
deste mesmo acido graxo, enquanto Wei et al. 2009 em cultivo heterotrofico da
microalga C. protothecoides encontraram valores de 19,44 a 27,27 %p/p. Este acido
graxo saturado ¢ muito importante para a alimentagdo infantil sendo encontrado no leite
materno nas concentragdes de 20 a 30 %p/p (Willis et al., 1998). Além disso, sabe-se
que os acidos graxos saturados sdo responsaveis pela producdo de energia; porém, a
organiza¢@o molecular do acido palmitico ¢ fundamental para maximizar a absorgdo de
calcio (AGOSTINI, 2003).

A variagdo do meio de cultivo, concentragdo de glicose e cepa influenciaram
na produ¢do do acido palmitoléico (C16:1), que apareceu em maior concentragdo
(26,4 %p/p) no cultivo de Chlorella sp. (BG11 sem adi¢do de glicose). Este acido graxo
¢ um importante constituinte da dieta humana, uma vez que auxilia na prevengdo de
doengas cardiovasculares (WILLIS et al., 1998), equilibrio dos niveis de colesterol HDL
e LDL, redugéo da taxa de agucar no sangue, além de favorecer a queda de gordura dos

tecidos que envolvem o figado e o coragdo (WEN e CHEN, 2000).



83

Neste estudo, o 4acido graxo oléico (C18:1n9) apresentou maior
concentragdo (35,1 %p/p) no ensaio com Chlorella sp. (Basal adicionado de 10 g.L”' de
glicose). Isleten-Hosoglu et al. (2012) reportaram composic¢do similar deste acido graxo,
atingindo 32,2 %p/p no cultivo heterotrofico de Chlorella saccharophila, enquanto que
Wang et al. (2012) obtiveram concentragdo maxima de 20,96 %p/p quando cultivaram
de modo heterotréfico a microalga Chlorella kessleri.

Os 4cidos graxos da familia ®3: a-linolénico (C18:3), EPA (C20:5) e DHA
(C22:6) e da familia 6: linoléico (C18:2), y-linolénico (C18:3) e araquidonico (C20:4)
sdo considerados essenciais, uma vez que o metabolismo humano ndo ¢é capaz de
sintetiza-los e por isso devem ser adicionados a dieta, contribuindo na prevencdo de
uma série de doencas. Ao contrario dos humanos, as microalgas sdo capazes de
sintetizar estes acidos graxos, principalmente em cultivo heterotréfico. De acordo com
Adarme-Vega et al. (2012) microalgas heterotroficas sdo excelentes fontes alternativas
de DHA, em especial para ser adicionado ao leite em p6 infantil.

A maior concentracdo dos acidos graxos essenciais linoléico (C18:2n6)
(33,9 %p/p), y-linoléico (C18:3n6) (8.2 %p/p) e a-linolénico (C18:3n3) (2,3 %p/p) foi
obtida nos cultivos das microalgas C. homosphaera (Basal sem adi¢do de glicose), C.
homosphaera (Basal adicionado de 5 gL' de glicose) e C.minutissima (Basal
adicionado de 10 gL' de glicose), respectivamente. O’Grady e Morgan (2011),
Radmann e Costa (2008) e Costa et al. (2006) cultivaram cepas de Chlorella sob
diferentes condi¢des e encontraram valores maximos de 4,1 %p/p; 3,12 %p/p e
2,1 %p/p para os acidos graxos linoléico, y-linoléico e a-linolénico, respectivamente.

O 4cido araquidonico (C20:4n6) apareceu em maior concentracido
(1,5 %p/p) no ensaio C. minutissima BG11 sem adi¢do de glicose. Radmann e Costa
(2008) cultivando C. vulgaris obtiveram concentracdo maxima de 0,49 %p/p de
C20:4n6. Este acido graxo essencial da familia w6 é requerido por lactentes para seu
crescimento normal e desenvolvimento funcional (ADARME-VEGA et al., 2012).

O 4cido graxo poli-insaturado de cadeia longa, 4cido cis-5,8,11,14,17-
eicosapentaendico (C20:5n3) (EPA, C20:5n3) aparece em maiores concentragdes nos
seguintes ensaios: C. homosphaera cultivada em BGI11 sem adicdo de glicose, C.

homosphaera cultivada em BG11 adicionado de 10 g.L”" de glicose e Chlorella sp.



84

cultivada em BG11 sem adigdo de glicose. Suas concentragdes correspondem a 1,1; 1,1
e 0,8 %p/p, respectivamente.

Outro 4cido graxo poli-insaturado de cadeia longa, &acido cis-
4,7,10,13,16,19-docosahexaendico (C22:6n3) (DHA, C22:6n3) aparece em maiores
concentragdes (2,0 e 1,1 %p/p) nos ensaios com a microalga C. homosphaera cultivada
em Basal adicionado de 5 g.L " ¢ 10 g¢.L"! de glicose, respectivamente.

Estes 4acidos graxos da familia ®3, além de prevenir doengas
cardiovasculares devido ao aumento da relagdo HDL/LDL, também apresentam
beneficios para as fungdes cerebrais e sistema nervoso. Em mulheres gravidas, a
ingestdo adequada de EPA e DHA ¢ crucial para o desenvolvimento saudavel do
cérebro (ADARME-VEGA et al., 2012) e da visdo do feto, sendo portanto os PUFAs
incluidos em uma variedade de alimentos para bebés (ABAD ¢ TURON, 2012).



Tabela 2 - Perfil cromatografico (%p/p) das microalgas cultivadas sob diferentes condi¢des
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Chlorella homosphaera Chlorella sp. Chlorella minutissima
AG BGl11 Basal BGl1 Basal BGl11 Basal
Glicose (g.L™) Glicose (g.L™) Glicose (g.L™)
0 5 10 0 5 10 0 5 10 0 5 10 0 5 10 0 5 10
Cl12:0 4,1 2,5 4,9 1,9 194 1,6 0,2 6.9 4,5 4,9 3,5 2,6 * 3,5 3,5 * 3,6 *
C14:0 1,3 1,6 1,0 0,7 4.8 0,5 1,6 1,0 1,6 1,4 0,7 0,7 0,9 1,1 0,5 1,1 0,6 0,2
Cl4:1 1,0 0,9 0,9 0,2 4.0 0,3 0,3 0,6 0,8 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 1,3 0,7 1.2 0,5
C15:0 1,3 1,7 1,1 0,6 1,2 0,3 0,3 1,2 0,9 1.8 0,7 0,3 5,7 1,5 1,7 1,6 0,5 1,9
Cl5:1 0,3 0,8 0,8 0,2 0,2 0,1 2,4 0,5 1,3 3,1 0,5 0,6 2,3 1,1 0,3 0,9 0,3 2,7
C16:0 22,1 23,6 23,7 158 282 262 181 203 196 145 19,1 208 173 21,6 226 16,7 29,6 219
Cle:1 15,1 8.1 8,5 11,9 3,7 64 264 119 13,8 16,1 75 49 142 8,6 64 184 59 3.1
C17:0 2,7 1,6 * 4,9 0,4 1,7 0,3 0,9 5.4 9,5 * * * * 0,3 * 0,3 *
Cl17:1 * * * 0,3 * 0,5 0,6 12,6 72 0,4 * * * * * * * *
C18:0 94 24 2.4 3.9 7.9 0,8 3.4 2,7 2,2 1,1 4,1 3,1 0,9 2.9 5,5 0,7 0,7 1,2
C18:1n9 28,7 224 223 104 7,3 30,0 339 321 199 10,5 299 351 90 22,1 33,7 7,0 27,1 242
C18:2n6 1,5 169 16,8 339 80 198 64 2,1 146 236 169 189 86 155 143 13,8 20,8 18,5
C20:0 7,1 146 11,4 13,7 09 6,4 1,0 3,7 6,3 123 129 10,1 30,8 13,0 48 32,7 68 173
C18:3n6 0,6 0,4 0,5 0,8 8,2 0,4 0,5 0,4 0,2 0,5 0,3 0,3 5.4 2,3 1,4 33 0,2 2,9
C18:3n3 0,6 0,3 0,6 0,1 0,8 2,2 2,0 0,5 0,2 * 0,2 0,3 0,2 * 0,3 0,2 0,2 23
C20:1n9 0,2 0,6 0,3 0,4 0,2 0,2 0,2 0,5 0,5 0,6 0,2 * 0,2 0,5 0,4 0,1 0,6 0,4
C20:5 0,5 * 0,3 * 0,4 0,2 * * 0,5 0,6 0,4 0,2 * * 0,4 0,6 0,4 0,4
C20:3n6 0,3 * * * 0,2 0,4 0,1 0,2 * * * * * * 0,2 0,2 * 0,5
C20:3n3 * * * * 0,4 0,1 * * * * * * * 1,6 1,0 0,2 * 0,2
C20:4n6 0,2 0,2 0,2 0,2 0,5 0,3 0,2 0,1 0,1 * 0,1 * 1,5 0,6 1,0 1,0 0,2 0,3
C22:2 1,0 0,2 0,3 0,2 0,3 0,3 0,5 0,2 0,2 * 0,5 * 0,6 0,4 0,5 0,2 * 0,7
C20:5n3 1,1 0,4 1,1 0,2 0,3 0,2 0,8 0,2 * * 0,5 0,5 * * 0,3 0,2 * 0,2
C24:0 0,3 0,2 1,3 0,2 0,6 0,3 0,8 1,0 2,7 0,7 1,5 1,2 1,0 1,6 0,7 0,4 0,4 0,6
C24:1n9 0,3 0,6 0,4 0,2 0,6 0,3 0,5 0,7 1,6 0,5 0,9 0,7 0,2 0,6 0,2 0,4 0,7 0,5
C22:6n3 0,4 0,3 0,3 0,1 2 1,1 0,6 0,2 0,6 * 0,1 * 0,2 0,8 0,7 0,4 * 0,3

AG: Acidos graxos; n3: 4cido graxo ©3; n6: acido graxo w6; n9: 4cido graxo ®9; *: nio detectado.
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3.3.6 CONCLUSAO

O Meio BGI11 utilizado no cultivo das microalgas do género Chlorella
favoreceu a produgdo de biomassa, enquanto que o Meio Basal foi eficiente na obtengéo
de PUFAs e 4cidos graxos essenciais. A concentragdo celular maxima obtida foi
1,62 g.L"! para a microalga Chlorella sp. em Meio BG11 adicionado de 10 g.L"' de
glicose. O maior conteudo lipidico (22,4 %p/p) foi obtido no cultivo da microalga C.
homosphaera com Meio BGI1 adicionado de 10 gL' de glicose. As maiores
concentragdes de PUFA (35,25 %p/p) e acidos graxos essenciais ®6+m3 (35,05 %p/p)
também foram obtidos pela mesma microalga (C. homosphaera), porém quando
cultivada em Meio Basal sem adi¢do de glicose.

O perfil de acidos graxos mostrou o acido oléico (C18:1n9) como o mais
abundante (35,1 %p/p) na biomassa de Chlorella sp. em Meio Basal adicionado de
10 gL' de glicose. No entanto, o 4cido graxo saturado que apareceu em maior
concentragdo (32,7 %p/p) foi o acido araquidico (C20:0) no cultivo de C. minutissima
em meio Basal sem adic¢éo de glicose.

O cultivo heterotréfico de Chlorella € eficaz na produgdo de 4cidos graxos
poli-insaturados, em especial os acidos graxos essenciais. Estes podem ser utilizados
para a alimentagdo, ja que o metabolismo humano ndo ¢ capaz de sintetiza-los. Sendo
assim, o cultivo da microalga Chlorella minutissima é mais indicado quando se desejar
obter beneficios a satde tal como prevencdo e atenuag¢do de problemas cardiacos,

doengas cronicas e controle do colesterol.
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3.4 ARTIGO 3 - CONTEUDO LIPIDICO DA BIOMASSA DE Chlorella
homosphaera CULTIVADA DE MODO HETEROTROFICO SOB DIFERENTES
CONCENTRACOES DE CARBONO E NITROGENIO

"Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB), Programa de Pos-Graduag¢do em
Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Escola de Quimica e Alimentos, Universidade

Federal do Rio Grande — FURG.

3.4.1 RESUMO

O crescente interesse no estudo do cultivo de microalgas tem sido realizado visando a
produgdo de biomassa tanto para uso na elaboragdo de alimentos quanto para a obtencdo
de compostos bioativos ¢ medicinais com alto valor no mercado mundial. Estes sdo
empregados especialmente no desenvolvimento de alimentos funcionais, por suas
propriedades nutricionais e farmacéuticas. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
concentracdo das fontes de carbono (glicose, CsH2O6) e nitrogénio (NaNOs) no
crescimento heterotrofico e na produtividade lipidica da microalga Chlorella
homosphaera. O planejamento fatorial completo utilizado foi do tipo 2° com trés
repeticdes no ponto central. Os fatores de estudo foram as concentragdes de glicose (5,
10 e 15 g.L'l) e de NaNO; (0,5; 1,0 e 1,5 g.L'l) e as respostas analisadas foram as
concentragdes de lipideos totais e de biomassa, totalizando sete experimentos. O cultivo
realizado com 5 gL' de glicose e 1,5 g.L”' de NaNO; foi 0 que apresentou maior
producdo de biomassa (1,22 g.L ™) e maior produtividade lipidica (13,07 mg.L".d™"),
com predomindncia dos &cidos graxos palmitico (C16:0 - 23,6 %p/p) e linoléico

(C18:1n9 - 22.4 %p/p).

PALAVRAS CHAVE: Glicose, microalga, NaNOs.

3.4.2 ABSTRACT

The increased interest in microalgae cultivation study have been conducted aimed

biomass producing for use in food preparation, bioactive compounds obtaining
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medicinal high value on the world market and can be especially used in functional foods
development, for their nutritional and pharmaceutical properties. The aim of this study
was to evaluate the influence of the concentration of the carbon source (glucose) and
nitrogen source (NaNOs3) in heterotrophic growth and lipid productivity of microalga
Chlorella homosphaera. A 2* full factorial experimental design was made with three
replicates at the center point, using factors glucose (5, 10 and 15 g.L™") and NaNOs (0.5,
1.0 and 1.5 gL™") concentrations, and total lipid and biomass concentrations as
solutions, totaling 7 experiments. The cultivation performed with 5 g.L™" of glucose and
1.5 g.L"' of NaNO; showed the highest biomass yield (1.22 g.L™") and higher lipid
productivity (13.07 mg.L™".d™"), predominantly palmitic fatty acid (C16:0 - 23.6 Y%w/w)
and linoleic acid (C18:1n9 - 22.4 %w/w).

KEY WORDS: Glucose, microalga, NaNOs.
3.43 INTRODUCAO

O acumulo de lipideos pelas microalgas a fim de fornecer recursos
alternativos na obten¢do de matéria oleosa ¢ uma area de pesquisa que estd chamando
atengdo para producdo de biodiesel, bem como para obtencdo de acidos graxos poli-
insaturados para nutricdo humana, devido a sua alta eficiéncia de producdo e menor
demanda de terras agricolas (HEREDIA-ARROYO et al., 2010).

Nas microalgas, o armazenamento de material oleoso ocorre no meio
intracelular, e a concentrag@o varia de acordo com a cepa e condi¢des de crescimento.
Hé muitos fatores nutricionais e ambientais que controlam o crescimento celular e a
biossintese de bioprodutos, como por exemplo de lipideos (HEREDIA-ARROYO et al.,
2010; HUANG et al., 2010). Dentre estes fatores estdo as fontes de carbono inorganico
e organico (MORAIS e COSTA, 2007; PEREZ-GARCIA et al. 2011), fonte de
nitrogénio (ASLAN e KAPDAN, 2006), e outros macro e micro-nutrientes essenciais
como magnésio e cobre (BILGRAMI e KUMAR, 1997), temperatura, pH, salinidade,
velocidade de agitacdo (oxigénio dissolvido) (ALYABYEV et al., 2007) etc. Além
destes, a relagdo C/N também ¢ importante pois influencia no contetdo lipidico

armazenado nas células microalgais (HEREDIA-ARROYO et al., 2010).
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Outros componentes do meio de cultivo de microalgas que influenciam no
aumento da produg¢do de determinado bioproduto sdo os macronutrientes. O carbono e o
nitrogénio apresentam fun¢des diversificadas em microalgas. Sao essenciais por serem
constituintes estruturais abundantes de biomoléculas, de membranas ¢ do meio
intracelular, por participarem de processos de trocas de energia, por regularem
atividades metabolicas, dentre outras fungdes relevantes (LOURENCO, 2006).

Uma alternativa para aumentar a produtividade lipidica e de biomassa € o
cultivo heterotréfico, no qual é realizado na auséncia de luz e por isso torna-se
necessario a utiliza¢do de compostos orgéanicos, como fonte de carbono e energia, para o
crescimento celular dentre outras fun¢des celulares (PEREZ-GARCIA et al. 2011). Este
aumento drastico de lipideos e de biomassa é importante para diminuir o custo de
produgdo em relacdo aos cultivos autotréficos. Por este motivo, a selegdo de cepas de
microalgas e otimizagdo de seus crescimentos para produgdo de biomassa e de lipideos,
por meio do cultivo heterotrofico tém despertado interesse de varios pesquisadores
(LIANG et al., 2009; PEREZ-GARCIA et al. 2011; ISLETEN-HOSOGLU et al., 2012).

As fontes de carbono sdo os elementos mais importantes no cultivo
heterotréfico de microalgas para produgdo de lipideos. Segundo Wu et al. (1994) a
microalga Chlorella protothecoides quando cultivada de modo heterotréfico utilizando
acetato, glicose ou outros compostos organicos como fonte de carbono, produziu
elevada concentragdo de biomassa, bem como de lipideos. Além disso, microalgas
heterotréficas podem utilizar outras fontes de carbono tal como etanol, glicerol e frutose
dependendo da espécie (YOKOCHI et al., 1998). Além do carbono, o nitrogénio ¢
quantitativamente o elemento mais importante que contribui para a matéria seca de
células de microalgas, o que representa de 1 a 10 % do peso seco. Isso exclui as
diatomaceas, onde o silicio desempenha papel mais importante do que o nitrogénio
(MARTIN-JEZEQUEL et al., 2000).

Entre as poucas espécies de microalgas apropriadas para o cultivo
heterotréfico, a Chlorella (Chlorophyta) tem sido extensivamente estudada e mostrou
grande potencial para a produgdo de lipideos (LIANG et al., 2009; SHEN et al., 2010;
O’GRADY ¢ MORGAN, 2011).
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O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da concentragdo da fonte de
carbono (glicose) e da fonte de nitrogénio (NaNOs3) no crescimento heterotréfico e na

produtividade lipidica da microalga Chlorella homosphaera.
3.4.4 MATERIAL E METODOS
3.4.4.1 Micro-organismo e meio de cultivo

A microalga utilizada neste estudo foi Chlorella homosphaera (COSTA et
al., 2006), pertencente a Colecdo de culturas do Laboratério de Engenharia Bioquimica
da Universidade Federal do Rio Grande (FURG). A microalga foi mantida e cultivada
em Meio BG11 (RIPPKA et al., 1979) contendo (g.L'l): NaNOs; (1,50); KoHPO4.3H,0
(0,04); MgS04,7H,O (0,075); CaCly,2H,O (0,036); CgH;FeNO; (0,006); EDTA
dissddico (0,001); Na,COs (0,02); C¢HsO7 (0,006); H3BOs (2,86); MnCl,,4H,0O (1,81);
ZnS04,7H,0 (0,222); Na;Mo004,2H,0 (0,39); CuSO4,5H,0 (0,079); Co(NO3),,6H,0O
(0,0494).

3.4.4.2 Condigoes de cultivo

Anteriormente a realizacdo dos experimentos, o inoculo foi colocado em
estufa termostatizada a 30 °C com fotoperiodo de 12 h claro/escuro, ilumindncia de
2500 lux fornecida por lampadas fluorescentes de 40 W tipo luz do dia e circulagdo de
ar estéril, para aumentar a concentracdo celular. Posteriormente, foi realizado
acompanhamento em microscépio a fim de constatar se havia somente a microalga de
interesse para os cultivos. Logo a seguir, as microalgas foram adaptadas a condi¢do dos
experimentos. O término da adaptagdo foi considerado o momento em que a microalga
consumiu totalmente a glicose, o que variou conforme concentragdo da fonte de
carbono. A adaptacdo dos ensaios realizados com 5, 10 e 15 g.L”! de glicose chegaram
ao fim em 1, 2 e 3 dias, respectivamente.

Os cultivos foram realizados em modo heterotrofico utilizando glicose como
fonte de carbono e energia. A adi¢do de glicose aos cultivos foi realizada diariamente

em modo batelada alimentada na propor¢do de 1/10 da concentragdo total de glicose
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(conforme delineamento experimental) durante 10 dias de experimento. Os cultivos
foram realizados em agitador orbital (INNOVA®44, USA) a 150 rpm e 30 °C utilizando
biorreatores fechados de 2 L com volume tutil de 1,6 L. A concentracdo inicial da
biomassa foi 0,15 g.L”'. Ao final dos cultivos, as amostras foram centrifugadas e

posteriormente liofilizadas.

3.4.4.3 Determinacdes analiticas

A amostragem dos cultivos foi realizada a cada 24 h. Amostras foram
coletadas assepticamente para determinagdo da concentragdo celular, obtida por meio da
analise de densidade otica a 670 nm em espectrofotdmetro (Femto Plus 700, Brasil)
com auxilio de curva de calibragdo pré-determinada.

A concentragdo de glicose foi determinada no meio de cultivo a cada 24 h
utilizando kit enzimatico colorimétrico (Doles, Brasil), com leitura em absorvancia a
510 nm e conversdo a concentragdo de glicose por curva de calibragio.

O pH das culturas foi determinado diariamente utilizando pHmetro digital
(Quimis Q400HM, Brasil).

A concentragdo de nitrogénio foi determinada diariamente no meio de

cultivo utilizando método colorimétrico proposto por Cataldo et al. (1975).

3.4.4.4 Quantificacio de lipideos totais e perfil de acidos graxos

Para a quantificacdo de lipideos totais foi utilizada a metodologia proposta
por Folch et al. (1957) com etapa prévia de rompimento da parede celular através de
banho ultrassonico. A fracdo lipidica foi esterificada para obten¢do dos metil ésteres dos
acidos graxos, segundo metodologia adaptada de Metcalfe et al. (1966).

A determinagdo de acidos graxos foi realizada em Cromatdgrafo Gasoso
Varian 3400CX, equipado com detector de ionizagdo de chama e coluna ZB-WAX com
30 m de comprimento, 0,32 mm de didmetro interno ¢ 0,25 um de filme. O gas de
arraste foi hidrogénio a 0,5 mL.min"'. As temperaturas do injetor e do detector foram
250 e 300 °C, respectivamente. A temperatura inicial da coluna foi 40 °C aumentando

6 °C.min" até 100 °C permanecendo 1 min, apés a 160 °C permanecendo 5 min e a
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230 °C permanecendo 10 min. Os &cidos graxos foram identificados pela comparagio
dos tempos de retengdo com padrdes e quantificados por normaliza¢do de areas. Os
padrdes de 4cidos graxos utilizados (Sigma Supelco; Belle-fonte, EUA) foram acido
butirico (C4:0), acido caproico (C6:0), acido caprilico (C8:0), acido caprico (C10:0),
acido undecandico (C11:0), acido laurico (C12:0), acido tridecandico (C13:0), acido
miristico (C14:0), acido miristoléico (C14:1), 4cido pentadecandico (C15:0), acido cis-
10-pentadecendico (C15:1), acido palmitico (C16:0), acido palmitoléico (C16:1), acido
heptadecanoico (C17:0), acido cis-10-heptadecenoico (C17:1), acido estearico (C18:0),
acido oléico (C18:1n9), acido linoléico (C18:2n6), acido alfa-linolénico (C18:3n3),
acido y-linolénico (C18:3n6), acido araquidico (C20:0), acido cis-11-eicosendico
(C20:1n9), acido cis-11,14-eicosadienodico (C20:2), acido cis-11,14,17-eicosatriendico
(C20:3n3), 4cido cis-8,11,14-eicosatriendico (C20:3n6), acido araquiddnico (C20:4n6),
acido cis-5,8,11,14,17-eicosapentaendico (C20:5n3), acido henicosandico (C21:0),
acido beénico (C22:0), acido ertcico (C22:1n9), acido cis-13,16-docosadienodico
(C22:2), acido cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaendico (C22:6n3), acido tricosandico
(C23:0), acido lignocérico (C24:0), acido nervonico (C24:1n9).

3.4.4.5 Delineamento experimental

Para o estudo foi realizado um Planejamento Fatorial 2* com triplicata no
ponto central, em que as varidveis estudadas foram concentragdo de glicose e
concentracdo de NaNOjs. As respostas analisadas foram concentragdo de lipideos totais e
concentragdo celular maxima (Xpax). Os niveis propostos para cada variavel foram
baseados em ensaios preliminares que podem ser observados no item 3.3.5, Tabela 1. A
escolha da melhor condi¢éo de cultivo que proporcionou maior concentracio de lipideos
foi feita em fungdo da concentrag@o de glicose adicionada e dos cultivos realizados com
Meio BG11. A decisdo pelo Meio BG11 foi tomada em fun¢do do crescimento celular
da microalga, quando comparado ao crescimento com Meio Basal. O efeito das
variaveis estudadas sobre as respostas foi analisada estatisticamente com nivel de

significancia de 90 % (p<0,10).



97

3.4.4.6 Produtividade lipidica

A produtividade lipidica dos diferentes ensaios foi calculada levando-se em
considerag@o a concentragdo celular de cada experimento, concentragdo de lipideos do

inéculo de onde partiram os experimentos e.ao final dos 10 dias de cultivo, e o tempo de

cultivo.
A produtividade lipidica foi calculada através da Equacéo 1.
X, -X
e »
7 0

Onde:

X ;= concentragdo celular final . concentragdo lipidica inicial (mgjip. LY
X, = concentragdo celular inicial. concentragdo lipidica final (mgj;p. L
{ ;= tempo final dh

t,= tempo inicial dh
3.4.4.7 Fatores de conversio

O célculo dos fatores de conversdo Yps; (glicose em lipideos), Ypssa
(nitrogénio em lipideos), Yxss1 (glicose em biomassa) e Yx/sz (nitrogénio em biomassa)

foi realizado com base nas Equagdes 2 e 3, respectivamente.

P-P
Y, = 0 2
%58, -8 ®
X-X
Y, = 0 3
Vs S, =S (3)
Onde:

P = produto, no caso, lipideos
S = substrato. S,= glicose e S, = nitrogénio

X = biomassa
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A concentragdo celular inicial de lipideos (7,), foi considerada aquela

obtida do indéculo de C.homosphaera, de onde partiram os experimentos do
delineamento experimental. A quantificagdo do lipideos totais do in6culo foi realizada
mediante metodologia proposta por Folch et al. (1957), obtendo-se um valor de 3,17
Y%op/p.

A concentragdo inicial de glicose (.S, ) foi considerada igual & concentracdo
total de glicose adicionada no cultivo (5, 10 ou 15 g.L™"), mesmo que a adi¢do de glicose

tenha sido realizada em batelada alimentada na propor¢éo de 1/10 da concentragio total.

3.4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra as curvas de crescimento da microalga Chlorella
homosphaera em funcdo da concentracdo de nitrogénio e glicose consumida ao longo
dos 10 dias de cultivo, nos diferentes experimentos realizados (Tabela 1).

A glicose ¢ a fonte de carbono mais comumente utilizada para cultivos
heterotréficos de microalgas, como € o caso de muitas outras espécies microbianas.
Elevadas taxas de crescimento e respiracdo sdo obtidas quando utiliza-se a glicose como
substrato (PEREZ-GARCIA et al., 2011).

A microalga C.homosphaera apresentou comportamento diferenciado com
relacdo a produgdo de biomassa e consumo de glicose e nitrogénio nos diferentes
ensaios. Observou-se na Figura 1, que a microalga consumiu toda a glicose nos ensaios
1, 3, 5, 6 ¢ 7 do planejamento experimental, os quais correspondem a menor
concentracdo de glicose (5 g.L'l) adicionada (ensaios 1 e 3) e a concentragdo
intermediaria (10 g.L™") (ensaios 5, 6 e 7). O consumo total de nitrogénio do meio de
cultivo foi observado somente no 3° dia de experimento dos ensaios 5, 6 ¢ 7.

Nota-se, para os ensaios 1, 3, 5,6 e 7, que a microalga foi se multiplicando a
medida em que foi consumida a glicose. O maior crescimento celular (1,22 g.L™") e
maior contetdo lipidico (11,70 %p/p, Tabela 1) foram observados no ensaio 3, quando a
microalga utilizou como substrato a menor concentracdo de glicose testada (5 g.L”,
Tabela 1). A microalga consumiu 64 % do nitrogénio e 100 % da glicose
disponibilizados para manter suas fung¢des celulares e crescer. Este resultado € positivo

no que diz respeito a problemas de contaminagdo por outros micro-organismos, que
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acaba sendo menor, uma vez que a microalga consome toda a glicose. Além disso, ¢
interessante pelo fato da microalga apresentar maior crescimento utilizando a menor
concentracdo de glicose, minimizando assim os custos de produ¢do de biomassa.

Os ensaios 1, 2, 3 e 4 apresentaram nitrogénio disponivel para a microalga
C. homosphaera até o 10° dia de cultivo, porém em concentragdes diferentes. No ensaio
1 € possivel notar que a medida em que a microalga consome nitrogénio sua
concentragdo celular aumenta, porém a concentracdo de lipideos ao final deste ensaio
foi de 5,94 %p/p (Tabela 1), a menor de todos os ensaios do planejamento fatorial.

No 3° dia de experimento, quando a microalga C. homosphaera foi
cultivada nas condigdes dos ensaios 5, 6 ¢ 7 (Tabela 1), a concentragdo de biomassa foi
de aproximadamente 0,40 g.L"'. Posteriormente, a microalga continuou se multiplicando
(fase exponencial), atingindo 0,77 g.L”', mostrando um incremento de 0,37 g.L" apos
cessar a fonte de nitrogénio. Apos terminar o nitrogénio do meio esperava-se que a
microalga atingisse a fase estacionaria de crescimento celular e por se encontrar em uma
situacdo de estresse (restricdo de um nutriente do meio de cultivo) produzisse maior
concentragdo de lipideos. No entanto, a Tabela 1 mostra que os ensaios do ponto central
do planejamento fatorial (5, 6 e 7) ndo apresentaram maior contetdo lipidico.

Os ensaios 2 e 4 apresentaram fase estacionaria de crescimento celular e
acumulo de glicose no meio de cultivo a partir do 4° e 3° dias, respectivamente. O
crescimento celular maximo foi de 0,93 e 0,77 g.L'1 (Tabela 1) com consumo de
nitrogénio de 61 e 49 % e produgdo de lipideos de 9,54 ¢ 9,70 %p/p (Tabela 1) para os
ensaios 2 e 4, respectivamente. Este resultado indica que a microalga obteve fase
exponencial quando consumiu maior concentragdo de nitrogénio. Isto comprova que o
nitrogénio ¢ um macronutriente que apresenta fungdes diversificadas e importantes nas

microalgas (LOURENCO, 2006).
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Apesar da alimentacdo de glicose ter sido realizada diariamente na
proporcdo de 1/10 da concentragdo total de cada ensaio do planejamento experimental, €
possivel verificar que nos ensaios 2 e 4 a microalga ndo conseguiu consumir toda a
glicose. Isto indica que a concentragdo didria adicionada (equivalente a 1,5 g.L™") foi
elevada para esta espécie de Chlorella podendo ter ocasionado a saturagdo da célula
microalgal. Um problema destes ensaios foi a susceptibilidade a contaminag@o por
outros micro-organismos, uma vez que desde o primeiro dia de cultivo houve o acumulo
de glicose no meio e sua concentracdo aumentou até o 10° dia de cultivo.

Segundo Lourengo (2006), o carbono é o elemento necessario em maiores
concentragdes para microalgas. Sua elevada demanda decorre do fato de que o carbono
constitui-se no componente mais importante de todas as substincias organicas
sintetizadas pelas células, tal como os lipideos. Nossos resultados vem de encontro com
a teoria deste pesquisador, uma vez que, com exce¢do do ensaio 3, as maiores
concentracgdes de lipideos foram encontradas nos ensaios 2 e 4.

Nos estudos realizados por Soletto et al. (2005), Jin et al. (2006), Hsieh e
Wu (2009), Feng et al. (2011), a limitagdo de nitrogénio apresentou efeito positivo
significativo no actimulo de lipideos nas células de microalgas. No entanto, o
crescimento celular foi inversamente proporcional ao acimulo de lipideos em muitas
microalgas. Assim, a deplecdo de nitrogénio geralmente tem efeito negativo no
crescimento microalgal.

Ja neste estudo, observa-se que a maior concentra¢do de lipideos e de
biomassa ocorreu no cultivo que continha a maior concentracdo de NaNOs (1,5 g.L')) e
que ndo consumiu totalmente o nitrogénio disponivel, uma peculiaridade que pode estar
atribuida a espécie de Chlorella estudada.

Uma das alternativas de se obter elevada concentracdo de biomassa com alto
teor de lipideos € realizar a adi¢do intermitente de nitrogénio por batelada alimentada ou
cultivo semi-continuo de microalgas ao invés de limitar somente a fonte de nitrogénio
do meio no cultivo em batelada de microalgas. Pensando nisso, Wang et al. (2012)
cultivaram de modo heterotréfico a microalga Chlorella kessleri utilizando glicose
como fonte de carbono organico e nitrato como fonte de nitrogénio. Neste estudo

realizaram a adicdo intermitente de ambas as fontes de carbono e nitrogénio e obtiveram
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elevados valores de concentragio de biomassa (17.60 g.L™") e teor de 4cidos graxos
totais (47,67 % em peso seco).
Os resultados encontrados para as respostas concentragdo maxima de

biomassa e concentragdo de lipideos totais estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Matriz do planejamento fatorial 2> com as varidveis reais e codificadas,
concentragdo maxima de biomassa, concentracdo de lipideos totais e
produtividade lipidica

Variaveis codificadas Chlorella homosphaera
Produtividade
Experimento Xinéx Lipideos
X‘ 2 (L) (%plp) e
(mg.L".d")
1 -1(5) -1(0,5) 0,75 5.94+1,04 3,98
2 +1 (15) -1(0,5) 0,93 9,54+1,09 8,40
3 -1 (%) +1 (1,5) 1,22 11,10+0,46 13,07
4 +1 (15) +1 (1,5) 0,77 9,70+0,39 6,99
5 0 (10) 0(1,0) 0,74 7,76+0,19 5,27
6 0(10) 0(1,0) 0,81 7,24+0,35 5,03
7 0(10) 0(1,0) 0,75 8.,43+1,24 5,85

X,: concentragio de glicose (g.L™); Xo: concentra¢io de NaNOs (g.L™).

O teor de lipideos totais variou de 5,94 a 11,10 %p/p, sendo que a maxima
concentracgdo de lipideos foi alcangada no experimento 3, o qual corresponde ao cultivo
heterotrofico da microalga utilizando 5 gL' de glicose e 1,5 g.L ™' de NaNO;. Neste
experimento a microalga Chlorella homosphaera produziu maior concentragdo de
lipideos (11,1 %p/p) e obteve maior crescimento celular maximo (Xma=1,22 g.L™"). A
maior producdo de lipideos e menor multiplicacdo celular normalmente estdo
intimamente ligados a limitagdo da fonte de nitrogénio, quando se trata de cultivo
heterotréfico descontinuo. No entanto, isto ndo foi observado no experimento 3, no qual
foi utilizada a menor concentracdo de glicose e maior concentragdo de NaNOs. Ao
contrario do que foi encontrado por outros pesquisadores no estudo com outras espécies
de Chlorella (XU et al., 2006, LIU et al., 2008, HSIEH e WU, 2009, PEREZ-GARCIA
et al., 2011, ISLETEN-HOSOGLU et al., 2012; WANG et al., 2012), a microalga
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Chlorella homosphaera produziu maior concentracdo de lipideos quando cultivada na
concentragdo padrdo da fonte de nitrogénio (NaNOs3) do meio de cultivo (1,5 g.L'l).

Os experimentos 2 e 4 com produtividade lipidica de 8,40 e 6,99 mg.L™".d",
respectivamente, acarretariam em maiores custos de produgdo, além de perigo de
contaminago, por terem sido realizados com maior concentragdo de glicose (15 g.L™).

De acordo com a Tabela 1, comparando-se os experimentos 2 e 3 os
resultados justificam que a redugdo de NaNO; no meio de cultivo resulta em menor
crescimento celular (0,93 g.L™"), o que ja era esperado. No entanto, o conteudo lipidico
foi reduzido (9,54 %p/p), o que pode estar associado, em particular, a espécie de
Chlorella utilizada no estudo, ja que normalmente esta condi¢do levaria a um aumento
da concentragdo lipidica.

No experimento 1 foi observada menor concentra¢io celular (0,75 g.L™") e
menor produtividade lipidica (3,98 mg.L".d™"). Isto pode ter ocorrido devido a condi¢io
experimental estudada que foi a mais branda em relag@o a concentrag@o das variaveis de
estudo (5 g.L”! glicose e 0,5 g.L "' NaNO3).

A produtividade lipidica dos diferentes ensaios realizados com a microalga
Chlorella homosphaera cultivada em modo heterotréfico variou de 3,98 a 13,07
mg.L".d". Estudo em modo autotréfico realizado por Song et al. (2013), com algas
verdes, as produtividades lipidicas variaram de 0,84 a 8,82 mg.L'l.d'l. Chen et al.
(2013) citam dois estudos realizados com a microalga Chlorella, no entanto com
espécies diferentes. A produtividade lipidica da microalga Chlorella emersonii
CCAP211/11N variou de 10,3 a 12,2 mg.L'.d", enquanto que para a microalga
Chlorella sp. F&M-M48 este valor foi de 42,1 mg.L".d"". Além destes, Lee et al. (2010)
cultivaram as microalgas Botryococcus sp., Chlorella vulgaris e Scenedesmus sp. na
presenga de luz e, obtiveram produtividades lipidicas de 11,5; 11,1 ¢ 9,5 mg.L'l.d'l,
respectivamente. Os valores maximos de produtividade lipidica dos cultivos
autotréficos sdo menores que aquele de melhor resultado obtido nesse estudo, com
exce¢do do cultivo da microalga Chlorella sp. F&M-M438.

Por outro lado, no cultivo da microalga Chlorella protothecoides na
auséncia de luz (modo heterotrofico) utilizando diferentes fontes de carbono tais como
glicose, misturas glicose/glicerol e glicerol, O’Grady e Morgan (2011) obtiveram 960,

980 e 770 mg.L"'.d", respectivamente de produtividade lipidica. Estes valores sdo
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elevados e superiores aos do estudo em questdo e também aos dos estudos realizados na
presenca de luz (autotr6fico).

Liang et al. (2009) realizaram estudo da microalga Chlorella vulgaris em
condi¢des autotrdfica, heterotrofica e mixotréfica, obtendo valores de produtividade
lipidica distintos. Os menores valores de produtividade lipidica (4 mg.L"'.d") foram
obtidos quando o cultivo se deu de modo autotréfico utilizando CO, como fonte de
carbono e energia. Quando os cultivos se deram de modo heterotréfico utilizando
acetato e glicerol como fonte de carbono estes valores foram maiores, variando de 22 a
31 mg.L".d". Quando utilizaram 1 % de glicose como fonte de carbono, realizaram
cultivo em modo heterotréfico e mixotrofico, obtendo 35 e 54 mgL™'.d’
respectivamente, de produtividade lipidica. Estes resultados indicam que os cultivos na
presenga de luz (autotrdéfico), sem fonte adicional de carbono, propiciam menores teores
de lipideos. Sendo assim, para que seja possivel obter maiores produtividades lipidicas
o ideal € realizar cultivo em modo heterotréfico ou mixotrofico.

O teor de lipidios acumulados nas células da microalga Chlorella
protothecoides, quando cultivada em modo heterotrofico, foi elevado (55,2 %), cerca de
quatro vezes maior que os acumulados nas células, quando o cultivo ocorreu em modo
autotrofico (14,57 %) (XU et al., 2006).

Os resultados dos diferentes pesquisadores desde 2006 até a atualidade
mostram que o cultivo heterotrofico propicia maior acimulo de lipideos nas células de
microalgas quando comparados com os cultivos realizados na preseng¢a de luz. No
entanto, deve-se alterar as condi¢des de cultivo quando deseja-se obter maior
concentracdo de 4cidos graxos saturados, para produgdo de biodiesel, ou de &cidos
graxos poli-insaturados, quando a intengdo ¢ utiliza-los em alimentos funcionais.

A Tabela 2 apresenta os fatores de conversdo de substrato em produto (Ypss)
e de substrato em célula (Yxss). Os substratos considerados sdo a glicose (S1) e o
nitrogénio (S2), o produto (P) € a concentracdo de lipideos e a célula (X) ¢ a biomassa.

Analisando os resultados da Tabela 2, € possivel verificar que a maior
conversdo de glicose em lipideos ocorreu no experimento 3 (Ypis; = 0,0261). Com
relacdo ao substrato nitrogénio, a maior conversdo deste em lipideos deu-se nos

experimentos 2 (Yps2=1,6459) e 4 (Ypss2=1,1838).
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No experimento 2, além da maior conversdo de nitrogénio em lipideo
(Yps2 = 1,6459), observa-se também a maior conversdo de nitrogénio em biomassa
(Yxss2 = 15.,29). Estes valores significam dizer que 1 g de nitrogénio produz 1,6459 g de
lipideos e 15,29 g de biomassa, respectivamente. Além disso, indicam que a limitagéo
de nitrogénio no meio de cultivo (0,066 g.L') estimulou a producdo de lipideos
(9,54 %p/p), como ja era esperado. No entanto, ndo se esperaria que a microalga se
multiplicasse 520 %, uma vez que a restricdo de algum nutriente do meio de cultivo
restringe também seu crescimento, apesar de estressar a microalga e estimular a

biossintese de bioprodutos de alto valor agregado.

Tabela 2 - Fatores de conversdo calculados para os diferentes experimentos do
planejamento fatorial

Fatores de Conversdo

Experimento
Yessi Yrss2 Ysi Yxs2

1 0,0079 0,7949 0,12 12,00
2 0,0082 1,6459 0,08 15,29
3 0,0261 0,9331 0,21 7,64
4 0,0073 1,1838 0,07 10,51
5 0,0052 0,6420 0,06 7,20
6 0,0050 0,6053 0,06 7,35
7 0,0058 0,7041 0,06 7,23

Experimento Sy ﬁr_lzlil Sy inii:ial Sy ﬁr_l';ll Sy inii:;al Lip-firllal szi(

(g.L™) (g.L") (g.L") (g.L™) (g.L™) (g.L")

1 0,00 5 0,032 0,082 0,0445 0,75
2 4,84 15 0,015 0,066 0,0887 0,93
3 0,00 5 0,088 0,228 0,1354 1,22
4 5,56 15 0,062 0,121 0,0746 0,77
5 0,00 10 0,000 0,082 0,0574 0,74
6 0,00 10 0,000 0,083 0,0550 0,76
7 0,00 10 0,000 0,083 0,0632 0,75

Yopss - fator de conversdo de glicose em lipideos; Ypss; - fator de conversdo de nitrogénio
em lipideos; Yxs; : fator de conversdo de glicose em biomassa; Yx/s; : fator de conversao
de nitrogénio em biomassa; S;: concentracdo de glicose (g.L'l); S,: concentracdo de
nitrogénio (g.L™"); Lip.: Lipideos; Xmsx: concentracdo celular maxima.
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No experimento 3, € possivel verificar que houve a maior conversdo de
glicose em lipideos (Yps1= 0,0261) e de glicose em biomassa (Yx/s1= 0,21), uma vez
que neste experimento foi observado maior concentracdo lipidica (11 %p/p) e celular
(1,22 g.L'"). Estes fatores de conversdo significam dizer que 1 g de glicose (substrato)
produziu 0,0261 g de lipideos e 0,21 g de biomassa. Esse resultado ndo era esperado
uma vez que nesse experimento (3) a microalga C. homosphaera foi cultivada com a
maior concentracdo de nitrogénio no meio de cultivo e, que normalmente ndo se
esperaria maior concentragdo lipidica. Porém, era esperado a maior concentrago
celular, como de fato ocorreu.

No experimento 2, o substrato glicose ndo foi consumido completamente
pela microalga C. homosphaera. O mesmo ¢ observado nos experimentos 1, 2, 3 e 4
com rela¢do ao substrato nitrogénio. De acordo com Schmidell et al. (2001), isto ocorre
porque a medida que o micro-organismo se reproduz, sdo formados produtos do
metabolismo que inibem o crescimento celular, sem mencionar o proprio substrato, que
pode dificultar a atividade microbiana.

A Tabela 3 apresenta o perfil cromatografico da microalga C. homosphaera
cultivada na condi¢do de menor concentracdo da fonte de carbono (5 g.L™) e maior
concentragdo da fonte de nitrogénio (1,5 g.L™") do meio de cultivo, que resultou em
maior concentracgdo de lipideos totais (11,10 %p/p).

Observando o perfil de 4cidos graxos (Tabela 3) da microalga C.
homosphaera é possivel verificar que o acido palmitico (C16:0), precursor dos demais
acidos graxos saturados e insaturados (NELSON e COX, 2011), apareceu em maior
concentragdo (23,6 %p/p) dentre os acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-
insaturados.

Dentre os acidos graxos monoinsaturados, o acido oléico (C18:1n9) que é o
precursor dos acidos graxos da familia ®9, apareceu na concentracgdo de 22,4 %p/p. Este
acido graxo ¢ insaturado por uma insaturase A'? para formar o acido linoléico (C18:2
®6), que por sua vez origina os acidos graxos a-linolénico e ¥-linolénico, formando

assim, os demais acidos graxos poli-insaturados.
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Tabela 3 - Perfil cromatografico (%p/p) da microalga Chlorella homosphaera cultivada
com 5 gL' de glicose e 1,5 g.L”! de NaNO;

AG Concentragao AG Concentragdo
(%p/p) (%p/p)

C12:0 2,5 C18:3n6 0,4
C14:0 1,6 C18:3n3 0,3
Cl14:1 0,9 C20:1n9 0,6
C15:0 1,7 C20:5 *
C15:1 0,8 C20:3n6 *
C16:0 23,6 C20:3n3 *
Cle:1 8.1 C20:4n6 0,2
C17:0 1,6 C22:2 0,2
C17:1 * C20:5n3 0,4
C18:0 2.4 C24:0 0,2

C18:1n9 22.4 C24:1n9 0,6

C18:2n6 16,9 C22:6n3 0,3
C20:0 14,6

AG: Acidos graxos; n3: 4cido graxo ®3; n6: acido graxo ©6; n9: acido graxo ®9; *:
ndo detectado.

Os acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, acido cis-5,8,11,14,17-
eicosapentaendico (C20:5n3) (EPA, (C20:5n3) e 4cido cis-4,7,10,13,16,19-
docosahexaenoico (C22:6n3) (DHA, C22:6n3) apareceram em menores concentragdes,
0,4 ¢ 0,3 %p/p, respectivamente. Este resultado indica que a microalga C. homosphaera
cultivada na auséncia de luz com 5 g.L”' ¢ 1,5 g.L”' de NaNOs ndo consegue produzir
elevada concentracdo destes acidos graxos, que sdo importantes na prevengdo de uma
série de doencas cardiovasculares (ADARME-VEGA et al., 2012). Porém, esta
condi¢do de cultivo propiciou elevada concentracdo do acido graxo essencial linoléico
(C18:2 6; 16,9 %p/p), que ndo ¢ produzido pelo organismo humano e deve ser obtido
através da dieta.

O cultivo heterotréfico de microalgas propicia maiores concentracdes de
acidos graxos tanto saturados como insaturados. Esta afirmac¢do pode ser justificada

pelos resultados encontrados por Chen et al. (2013), que estudaram o cultivo autotrofico
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da microalga Chlorella sorokiniana e encontraram concentra¢cdes menores de acidos
graxos. O cultivo em modo heterotrofico resultou em aumento de 10,76 % do acido
palmitico (C16:0), 6,21 % do &cido palmitoléico (C16:1), 8,25 % do &cido oléico
(C18:1), 7,56 % do acido linoléico (C18:2) e 11,41 % do acido araquidico (C20:0).

Quando comparamos o perfil de acidos graxos desse estudo, com o estudo
realizado por Radmann e Costa (2008) com a microalga Chlorella vulgaris cultivada de
modo autotréfico, observa-se um aumento de 19,24 %, 0,59 %, 10,64 % e 0,3 % nas
concentragdes dos acidos graxos C16:0, C18:1, C18:2 e C18:3n3, respectivamente
quando o cultivo ocorreu de modo heterotrofico.

Em outros estudos com a microalga Chlorella, porém de diferentes espécies,
tal como a Chlorella saccharophila (ISLETEN-HOSOGLU et al., 2012) e Chlorella
kessleri (WANG et al., 2012), cultivadas em modo heterotréfico, foram encontradas
elevadas concentragdes de acidos graxos, como o acido graxo oléico (C18:1n9) que
apareceu nas concentracdes de 32,2 %p/p e 20,96 %p/p, respectivamente. Neste estudo,
este acido graxo apareceu na concentragdo de 22,4 %p/p, sendo 9.8 %p/p inferior ao do
estudo realizado para a microalga Chlorella saccharophila e 1,44 %p/p superior a
concentragdo encontrada quando cultivaram Chlorella kessleri.

Estudo realizado por Liu et al. (2011), em que a microalga Chlorella
zofingiensis foi cultivada de modo fotoautotrofico e heterotréfico, mostrou
caracteristicas de crescimento diferentes em relagdo ao perfil lipidico e perfil de acidos
graxos. As células microalgais cultivadas de modo heterotrofico apresentaram maiores
rendimentos de lipideos totais, lipideos neutros, triacilgliceréis e de acido graxo oléico
(C18:1n9) quando comparado ao modo de cultivo fotoautotrofico.

Os dados de concentracdo de lipideos totais foram analisados segundo
metodologia estatistica, obtendo-se os resultados da Tabela 4. Analisando-se os
resultados é possivel verificar que houve efeito significativo (p<0,10) da variavel
concentracdo de NaNOj e de sua interacdo com a concentracdo de glicose. A interagdo
entre as varidveis foi considerada significativa (p=0,1022), uma vez que o valor de p

esta muito perto do limite de aceitacdo, se distanciando apenas na terceira casa decimal.
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Tabela 4 - Coeficientes de regressdo e desvio padrdo para a concentracdo de lipideos

totais
Coeficientes de
Variavel Desvio t(3) p
regressao

Média* 8,53 0,40 21,07 0,0002

X1 0,55 0,54 1,02 0,3806

Xo* 1,33 0,54 2,48 0,0888
Xy Xo* -1,25 0,54 -2,33 0,1022

X,: concentra¢io de glicose (g.L™); X,: concentragdo de NaNOj; (g.L"); * variaveis
estatisticamente significativas (90 % de confianga).

A Tabela 5 apresenta a analise de variancia (ANOVA) dos resultados
obtidos para a concentragdo de lipideos totais. Nesta etapa os parametros

estatisticamente ndo significativos foram incorporados aos residuos.

Tabela S - Anélise de variancia da resposta concentragdo de lipideos totais (%p/p) a um
nivel de confianga de 90 %

Fonte de Soma dos Graus de Quadrados
Variagdo Quadrados  Liberdade médios Fea P P
Regressao 13,31 2 6,65 5,73 432  0,0669
Residuo 4,65 4 1,16
Total 17,96 6

Coeficiente de correlacdo R* = 0,80832

A partir dos resultados da analise estatistica percebe-se que, com exce¢do da
concentragdo de glicose, as outras varidveis foram significativas a um nivel de
confiangca de 90 %. O valor do Fyeuado para regressdo foi maior que o Fipelago. O
modelo possui um percentual de variagdo explicado de 80 % (R?).

A Equagdo 1 representa o modelo codificado obtido que descreve a
superficie de resposta da concentracdo de lipideos totais, onde X; = concentracdo de

glicose e X, = concentragdo de NaNOs.

Lipideos totais = 8,53 + 1,33 . X, — 1,25 .X. X, (1)
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A partir do modelo foi possivel obter a supertficie de resposta (Figura 2) para
estabelecer as melhores condi¢des de concentracdo de glicose e concentragcdo de NaNOs

que proporcionam o maior teor de lipideos totais.

Figura 2 - Superficie de resposta da concentragdo de lipideos totais em relagdo as
variaveis estudadas, concentracdo de glicose e concentracdo de NaNO;
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A superficie gerada pelo modelo (Figura 2) mostra o efeito das variaveis
concentragdo de glicose e concentracdo de NaNOj sobre a resposta concentragdo de
lipideos totais. Pode-se observar que a maior concentracdo de lipideos totais
(11,1 %p/p) ¢ obtida quando se utiliza a maior concentragdo de NaNOs (1,5 g.L™") e
menor concentragdo de glicose (5 g.L ™). Este resultado ndo era esperado, uma vez que
se esperaria obter maior teor de lipideos quando a microalga fosse cultivada na menor
concentracgdo da fonte de nitrogénio.

As microalgas sdo micro-organismos fotoautotroficos e quando submetidos
a condicdo de estresse (que no cultivo heterotréfico corresponde a auséncia de luz e
possivel restricdo e algum nutriente) sdo estimulados a produzirem maiores

concentragdes de um metabdlito especifico. Neste estudo em particular, acredita-se que
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o estresse celular que propiciou maior produgdo de lipideos foi o cultivo realizado na
auséncia de luz somada a limitacdo de glicose.

Além disso, € possivel verificar que quando passamos a concentracdo de
NaNO; do nivel -1 (0,5 g.L") para o nivel +1 (1.5 g.L"") foi observado um efeito
positivo de 2,66 % na resposta concentracdo de lipideos totais. Ja a interagdo das
variaveis de estudo apresentou um efeito negativo de 2,49 % na resposta concentragdo
de lipideos totais quando o estudo foi realizado com a menor concentragdo de glicose
(5 g.L™") e menor concentracdo de NaNO:s.

A Tabela 6 apresenta os valores experimentais, os previstos pelo modelo
para a concentracdo de lipideos totais, os erros de ajuste e os erros relativos para cada

ensaio do planejamento fatorial completo 27,

Tabela 6 - Valores de concentracdo de lipideos experimentais, previstos pelo modelo e
desvios para o planejamento fatorial completo 27

Lipideos Lipideos Erro
) _ Erro _
Ensaios experimentais previstos _ relativo
de ajuste

(%op/p) (“op/p) (%)

1 5,94 5.95 -0,01 -0,17
2 9,54 8,45 1,09 11,43
3 11,10 11,11 -0,01 -0,09
4 9,70 8,61 1,09 11,24
5 7,76 8,53 -0,77 -9.92
6 7,24 8,53 -1,29 -17,82
7 8,43 8,53 -0,1 -1,19

Na Tabela 6 pode-se observar que os erros relativos foram baixos e
principalmente na regido desejada em que a concentracdo de lipideos esta maximizada
(ensaio 3). Este resultado mostra que o modelo se ajusta para todos os valores de
resposta estudados.

Os valores de concentragdo maxima de biomassa obtidos no planejamento
experimental foram analisados, obtendo-se os resultados da Tabela 7. A partir dos dados

foi possivel verificar que houve efeito significativo (p<0,10) apenas da interagdo das



112

variaveis concentracdo de glicose e concentragdo de NaNOs na resposta concentrag@o

maxima de biomassa.

Tabela 7 - Coeficientes de regressdo e desvio padrdo para a concentragdo maxima de

biomassa
Coeficientes de
Variavel Desvio t(3) p
regressao

Média* 0,85 0,04 19,10 0,0003

X -0,07 0,06 -1,14 0,3361

X 0,08 0,06 1,31 0,2809
X Xo* -0,16 0,06 -2,67 0,0759

X;: concentragio de glicose (g.L™"); Xo: concentragio de NaNO; (g.L™); * variaveis
estatisticamente significativas (90 % de confianga).

A Tabela 8 apresenta a ANOVA dos resultados obtidos para a concentragéo
maxima de biomassa. Nesta etapa os parametros estatisticamente ndo significativos

foram incorporados aos residuos.

Tabela 8 - Anlise de varidncia da resposta concentracdo maxima de biomassa (g.L™") a
um nivel de confianga de 90 %

Fonte de Soma dos Graus de Quadrados
Variagdo Quadrados  Liberdade médios Fea Fao P
Regressdo 0,10 1 0,10 5,90 4,06 0,0594
Residuo 0,08 5 0,02
Total 0,18 6

Coeficiente de correlacio R* = 0,77164

Analisando-se os resultados da analise de variancia percebe-se que apenas a
interagdo entre as duas varidveis estudadas (concentragdo de glicose e concentragdo de
NaNOs3) foi significativa a um nivel de confianca de 90 %. O valor do F ycuiado para
regressao foi maior que 0 Figperado- O modelo possui um percentual de variagdo explicado

de 77 % (R?).
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A Equagdo 2 representa o modelo codificado obtido que descreve a
superficie de resposta da concentracdo maxima de biomassa, onde X; = concentragdo de

glicose e X, = concentragdo de NaNOs.

Biomassa maxima = 0,85 - 0,16 .X,.X, )

A partir do modelo foi possivel obter a supertficie de resposta (Figura 3) para
estabelecer as melhores condi¢des de concentracdo de glicose e concentracdo de NaNO;

que proporcionam a maior concentragdo de biomassa.

Figura 3 - Superficie de resposta da concentragdo maxima de biomassa em relagdo as
variaveis estudadas concentragdo de glicose e concentracdo de NaNOj3
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A superficie gerada pelo modelo (Figura 3) mostra o efeito das variaveis
concentracdo de glicose e concentracdo de NaNOsj sobre a resposta concentragdo
maxima de biomassa.

A microalga Chlorella homosphaera produziu maior concentragdo de

biomassa, com valores proximos de 1,1 g.L”', nas extremidades da superficie. Este
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resultado sugere que a limitagdo de nitrogénio no meio de cultivo (0.5 gL") ¢
compensada pela maior concentracdo da fonte de carbono (glicose, 15 g.L'l) no meio,
na maior concentragdo de biomassa. Além disso, é possivel obter a mesma concentragéo
celular quando se utiliza a concentragdo padrdo da fonte de nitrogénio do meio
(1,5 gL") e restringe-se a concentragio de glicose (5 g.L™). Isto significa que as
variaveis estudadas devem ser analisadas em conjunto e ndo separadamente.

A interagdo entre as varidveis estudadas apresentou um efeito negativo de
0,31 % quando o cultivo foi realizado utilizando menor concentracdo de glicose (5g.L™)
e menor concentragio de NaNO; (0,5 g.L™).

A Tabela 9 apresenta os valores experimentais, os previstos pelo modelo
para a concentragdo maxima de biomassa, os erros de ajuste e os erros relativos para

cada ensaio do planejamento fatorial completo 2.

Tabela 9 - Valores de biomassa maxima (Xyax) €xperimentais, previstos pelo modelo e
desvios para o planejamento fatorial completo 27

Xmax Xmax Erro
Erro
Ensaios experimentais previstas relativo
de ajuste
(%p/p) (%op/p) (%)
1 0,75 0,69 0,06 8,00
2 0,93 1,01 -0,08 -8,60
3 1,22 1,01 0,21 17,21
4 0,77 0,69 0,08 10,39
5 0,74 0,85 -0,11 -14,86
6 0,76 0,85 -0,09 -11,84
7 0,75 0,85 -0,1 -13,33

Na Tabela 9, pode-se observar que os erros relativos foram menores que
15 % em todos os ensaios do planejamento fatorial. No entanto, este erro foi maior na
regido em que a concentracdo de biomassa maxima esta maximizada (ensaio 3) . Mesmo
assim, pode-se considerar que o modelo se ajusta para todos os valores de resposta

estudados.
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3.4.6 CONCLUSAO

O cultivo da microalga Chlorella homosphaera realizado com 5 gL de
glicose e 1,5 gL' de NaNOs apresentou maior produ¢io de biomassa (1,22 g.L'") e
maior produtividade lipidica (13,07 mg.L™".d™"), com predominancia dos 4cidos graxos
palmitico (C16:0 - 23,6 %p/p) e linoléico (C18:1n9 - 22.4 %p/p).

A concentra¢do de NaNOj; influenciou significativamente (p<0,10) somente
a concentracdo de lipideos totais. No entanto, a interagdo entre as variaveis de estudo
concentragdo de glicose e concentragdo de NaNO; influenciou significativamente
(p=<0,10) a concentragdo de lipideos totais e a concentracdo maxima de biomassa.

Esta espécie de Chlorella produziu maior concentragdo de lipideos
(11,1 %p/p) utilizando menor concentracdo da fonte organica de carbono (5 g.L” de
glicose), o que resulta em menores chances de contamina¢do por micro-organismos
indesejados, menores custos de produ¢do de biomassa e de lipideos que podem ser

utilizados na elaboragéo de alimentos funcionais e produgéo de biodiesel.
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3.5 ARTIGO 4 - INFLUENCIA DAS CONDICOES DE CULTIVO NA
PRODUCAO HETEROTROFICA DE LIPIDEOS PELA MICROALGA Chlorella

minutissima

"Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB), Programa de Pos-Graduag¢do em
Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Escola de Quimica e Alimentos, Universidade

Federal do Rio Grande — FURG.
3.5.1 RESUMO

A Chlorella, dentre as microalgas, € possivelmente a mais utilizada como alimento, e
também a mais pesquisada nos ultimos tempos em cultivos heterotréficos devido ao
maior rendimento de lipideos. O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da
concentragdo de carbono e nitrogénio na produtividade lipidica e produgdo de biomassa
da microalga Chlorella minutissima cultivada na auséncia de luz. O planejamento
fatorial completo utilizado foi do tipo 2 com trés repeticdes no ponto central, tendo-se
como fatores as concentragdes de glicose (1, 5 ¢ 9 g.L'") e de NaNO; (0,2; 0,75 e
1,3 gL, e as concentracdes de lipideos totais e de biomassa como respostas,
totalizando 7 experimentos. O cultivo realizado com 9 gL de glicose e 0,2 g.L™" de
NaNOs; foi o que apresentou maior concentragdo de lipideos (29,38 %p/p), maior
crescimento celular (0,89 g.L™") e um perfil lipidico compreendido entre acidos graxos
saturados, monoinsaturados e poli-insaturados nas concentra¢des de 26,6 %p/p, 62,4

%p/p e 11 %p/p, respectivamente.

PALAVRAS CHAVE: Alga verde, carbono, nitrogénio, 6leo de microalga.

3.5.2 ABSTRACT

The Chlorella, among microalgae, is possibly the most widely used as food, and also
the most researched in recent times in heterotrophic growth in order to obtain higher

lipid yield. The aim of this work was to study the influence of the concentration of

carbon and nitrogen source on lipid productivity and biomass production of Chlorella
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minutissima microalga grown in the absence of light. A 2? full factorial experimental
design was made with three replicates at the center point, using factors glucose (1, 5 and
9 g.L'") and NaNO; (0.2, 0,75 and 1.3 g.L™") concentrations, and total lipid and biomass
concentrations as solutions, totaling 7 experiments. The cultivation performed with
9 gL' of glucose and 0.2 gL' of NaNO; showed higher lipid concentration
(29.38 %w/w), higher growth cell (0.89 g.L') and a lipid profile between saturated,
monounsaturated and polyunsaturated fatty acids in concentrations of 26.6 %w/w, 62.4

%w/w and 11.0 %w/w, respectively.

KEY WORDS: Green Algae, carbon, nitrogen, microalga oil.

3.5.3 INTRODUCAO

Microalgas sdo uma fonte de varios produtos de alto valor agregado para os
seres humanos, que va@o desde carboidratos, acidos graxos essenciais, pigmentos,
suplementos alimentares, fertilizantes, produtos farmacéuticos e biocombustiveis
(HEMAISWARYA, 2011).

A denominag@o microalgas inclui organismos com dois tipos de estrutura
celular: procaridtica e eucaridtica. Os procaridticos t€m representantes nas divisdes
Cyanophyta (cianobactérias) e Prochlorophyta. J& os eucaridticos possuem
representantes nas Divisdes Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta
(Prymnesiophyta), Heterokontophyta (Bacillariophyceae, Chrysophyceae,
Xantophyceae etc.), Cryptophyta e Dinophyta (DERNER et al., 2006).

A Chlorella ¢ uma microalga eucariottica unicelular esférica, seu didmetro
varia de 5-10 um dependendo da espécie (ILLMAN et al., 2000), trata-se de uma
microalga da divisdo Chlorophyta e ordem Chlorococcales. Esta microalga possui 53 %
de proteinas, 23 % de carboidratos, 9 % de lipideos e 5 % de minerais (HENRIKSON,
1994). A Chlorella minutissima ¢ uma alga verde, microscopica e de dgua doce que
possui uma rigida parede celular. Contém a maior concentragdo de clorofila quando
comparada a outras algas (MORALIS, 2006). O interesse econdmico pelo seu cultivo tem

crescido consideravelmente, em fungdo de algumas caracteristicas, tais como: facil
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cultivo e conteudo protéico elevado, podendo chegar até 65 % em matéria seca,
dependendo do meio (VENKATARAMAN e BECKER, 1985).

O teor de lipideos de microalgas € um importante parametro para a
produgdo de biodiesel e obtengdo de acidos graxos poli-insaturados. No entanto, quando
somente encontram estresse ambiental (por exemplo, privacdo de nutrientes, alta
intensidade luminosa ou auséncia de luz), algumas microalgas iniciam a produgdo de
lipideos (RODOLFT et al., 2009; TANG et al., 2011). Sendo assim, ¢ interessante
primeiramente cultivar a microalga a fim de obter alta concentracdo de biomassa e, em
seguida, induzir o acaimulo de lipideos sob estresse de nutrientes (JIANG et al., 2011).

Os cultivos heterotroficos e mixotréficos sdo muito conhecidos por
propiciarem crescimento microalgal muito rapido e elevado actimulo de material
lipidico (&cidos graxos) nas células de microalgas quando comparados com os cultivos
autotroficos (MITRA et al., 2012). No entanto, estes cultivos requerem a utilizagdo de
uma fonte de carbono organico exdgena tal como glicose (HEREDIA-ARROYO et al.,
2010; SHEN et al., 2010), acetato (HEREDIA-ARROYO et al., 2010), glicerol (LIANG
et al., 2009, HEREDIA-ARROYO et al., 2010; O'GRADY e MORGAN, 2011),
hidrolisado de milho (XU et al., 2006), entre outros.

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da concentragdo de carbono e
nitrogénio na produtividade lipidica e produgdo de biomassa da microalga Chlorella

minutissima cultivada na auséncia de luz.

3.5.4 MATERIAL E METODOS

3.5.4.1 Micro-organismo e meio de cultivo

A microalga utilizada neste estudo foi Chlorella minutissima (COSTA et al.,
2006), pertencente a Colecdo de culturas do Laboratorio de Engenharia Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG). A microalga foi mantida e cultivada em
Meio BG11 (RIPPKA et al., 1979) contendo (g.L™): NaNOs (1,50); KoHPO4,3H,0
(0,04); MgS04,7H,O (0,075); CaCly,2H,O (0,036); CgH;FeNO; (0,006); EDTA
dissddico (0,001); Na,COs (0,02); C¢HsO7 (0,006); H3BOs (2,86); MnCl,,4H,0O (1,81);
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ZnS04,7H,0 (0,222); Na;M00,4,2H,0 (0,39); CuS04,5H,0 (0,079); Co(NO5),,6H,0
(0,0494).

3.5.4.2 Condigoes de cultivo

Antes do inicio dos experimentos, o indculo da microalga Chlorella
minutissima foi colocado em estufa termostatizada a 30 °C com fotoperiodo de 12 h
claro/escuro, iluminancia de 2500 lux fornecida por lampadas fluorescentes de 40 W
tipo luz do dia e circulagdo de ar estéril, para aumentar a concentragdo celular.
Posteriormente, foi realizado acompanhamento em microscopio a fim de constatar se
havia somente a microalga de interesse para os cultivos. Logo a seguir, as microalgas
foram adaptadas a condi¢do dos experimentos. O término da adaptagdo foi considerado
0 momento em que a microalga consumiu totalmente a glicose, o que variou conforme
concentragdo da fonte de carbono. A adaptagdo dos ensaios realizados com 1 e 5 g.L'1
de glicose terminou dentro de 1 dia, ja a do ensaio com 9 g.L"' foi de 2 dias.

Os cultivos foram realizados em modo heterotréfico utilizando glicose como
fonte de carbono e energia. A adig¢do de glicose aos cultivos foi realizada diariamente
em modo batelada alimentada na propor¢do de 1/10 da concentragdo total (conforme
planejamento experimental, Tabela 1) de glicose durante 10 dias de experimento. Os
cultivos foram realizados em agitador orbital (INNOVA®44, USA) a 150 rpm e 30 °C
utilizando biorreatores fechados de 2 L com volume util 1,6 L. A concentragdo inicial
da biomassa foi de 0,15 g.L™". Ao final dos cultivos, as amostras foram centrifugadas e

posteriormente liofilizadas.
3.5.4.3 Determinacdes analiticas

A amostragem dos cultivos foi realizada a cada 24 h. Amostras foram
coletadas assepticamente para determinagdo da concentragdo celular, obtida por meio da
analise de densidade otica a 670 nm em espectrofotdometro (Femto Plus 700, Brasil)

com auxilio de curva de calibragdo pré-determinada.
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A concentragdo de glicose foi determinada no meio de cultivo a cada 24 h
utilizando kit enzimatico colorimétrico (Doles, Brasil), com leitura em absorvancia a
510 nm e conversdo a concentragdo de glicose por curva de calibragio.

O pH das culturas foi determinado diariamente em pHmetro digital (Quimis
Q400HM, Brasil).

A concentragdo de nitrogénio foi determinada diariamente no meio de

cultivo utilizando método colorimétrico proposto por Cataldo et al. (1975).

3.5.4.4 Quantificaciio de lipideos totais e perfil de acidos graxos

Para a quantificacdo de lipideos totais foi utilizada a metodologia proposta
por Folch et al. (1957) com etapa prévia de rompimento da parede celular através de
banho ultrassonico. A fracdo lipidica foi esterificada para obtengdo dos metil ésteres dos
acidos graxos, segundo metodologia adaptada de Metcalfe et al. (1966).

A determinagdo de acidos graxos foi realizada em Cromatdgrafo Gasoso
Varian 3400CX, equipado com detector de ionizagdo de chama e coluna ZB-WAX com
30 m de comprimento, 0,32 mm de didmetro interno ¢ 0,25 um de filme. O gas de
arraste foi hidrogénio a 0,5 mL.min"'. As temperaturas do injetor e do detector foram
250 e 300 °C, respectivamente. A temperatura inicial da coluna foi 40 °C aumentando
6 °C.min"" até 100 °C permanecendo 1 min, ap6s a 160 °C permanecendo 5 min e a 230
°C permanecendo 10 min. Os acidos graxos foram identificados pela comparagdo dos
tempos de retengdo com padrdes e quantificados por normalizagdo de areas. Os padrdes
de acidos graxos utilizados (Sigma Supelco; Belle-fonte, EUA) foram &4cido butirico
(C4:0), acido caproéico (C6:0), acido caprilico (C8:0), acido céaprico (C10:0), acido
undecanoico (C11:0), acido laurico (C12:0), acido tridecandico (C13:0), acido miristico
(C14:0), acido miristoléico (C14:1), acido pentadecanoico (C15:0), acido cis-10-
pentadecenoico (C15:1), acido palmitico (C16:0), acido palmitoléico (C16:1), acido
heptadecanoico (C17:0), acido cis-10-heptadecenoico (C17:1), acido esteérico (C18:0),
acido oléico (C18:1n9), acido linoléico (C18:2n6), acido alfa-linolénico (C18:3n3),
acido y-linolénico (C18:3n6), acido araquidico (C20:0), acido cis-11-eicosendico
(C20:1n9), acido cis-11,14-eicosadienodico (C20:2), acido cis-11,14,17-eicosatriendico

(C20:3n3), acido cis-8,11,14-eicosatriendico (C20:3n6), acido araquiddnico (C20:4n6),
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acido cis-5,8,11,14,17-eicosapentaendico (C20:5n3), acido henicosandico (C21:0),
acido beénico (C22:0), acido ertcico (C22:1n9), acido cis-13,16-docosadiendico
(C22:2), éacido cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaendico (C22:6n3), acido tricosandico
(C23:0), acido lignocérico (C24:0), acido nervonico (C24:1n9).

3.5.4.5 Delineamento experimental

Para o estudo foi realizado um Planejamento Fatorial 2° com triplicata no
ponto central, em que as variaveis estudadas foram concentragdo de glicose e
concentracdo de NaNOs. As respostas analisadas foram concentragdo de lipideos totais e
concentragdo celular maxima (Xpyax). Os niveis propostos para cada variavel foram
baseados em ensaios preliminares que podem ser observados no item 3.3.5, Tabela 1. A
escolha da melhor condigdo de cultivo que proporcionou maior concentragdo de PUFA
e w6+m3 foi feita em funcdo da concentracdo de glicose adicionada e dos cultivos
realizados com Meio BG11. A decisdo pelo Meio BG11 foi tomada em fungdo do
crescimento celular da microalga, quando comparado ao crescimento com Meio Basal.

O efeito das variaveis estudadas sobre as respostas foi analisada

estatisticamente com nivel de significancia de 95 % (p<0,05).
3.4.4.6 Produtividade lipidica
A produtividade lipidica dos diferentes ensaios foi calculada levando-se em

consideragdo a concentragdo celular de cada experimento, concentragdo de lipideos do

indculo de onde partiram os experimentos e.ao final dos 10 dias de cultivo, e o tempo de

cultivo.
A produtividade lipidica foi calculada através da Equacéo 1.
X, -X
p="L 2 (1)
I, =1,
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X ;= concentragdo celular final . concentragdo lipidica inicial (mgjip. LY
X, = concentragdo celular inicial. concentragdo lipidica final (mgj;p. L
{ ,= tempo final "

¢, = tempo inicial dh
3.5.4.7 Fatores de conversao

O célculo dos fatores de conversdo Yps; (glicose em lipideos), Ypsso
(nitrogénio em lipideos), Yx/s; (glicose em biomassa) e Yx/s, (nitrogénio em biomassa)

foi realizado com base nas Equagdes 2 e 3, respectivamente.

P-P,
Y, 2
%~ S, —S @
X-X,
Y _— 3
7 S, —S )
Onde:

P = produto, no caso, lipideos; S = substrato. S,= glicose e S, = nitrogénio;
X = biomassa

A concentragdo celular inicial de lipideos (P,), foi considerada aquela

obtida do inéculo de C.minutissima, de onde partiram os experimentos do delineamento
experimental. A quantificacdo do lipideos totais do indculo foi realizada mediante
metodologia proposta por Folch et al. (1957), obtendo-se um valor de 5,87 %p/p.

A concentragdo inicial de glicose (.S, ) foi considerada igual & concentracdo

total de glicose adicionada no cultivo (1, 5 ou 9 g.L'"), mesmo que a adi¢do de glicose

tenha sido realizada em batelada alimentada na propor¢éo de 1/10 da concentragéo total.

3.5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
A Figura 1 mostra as curvas de crescimento da microalga Chlorella
minutissima em funcdo da concentracdo de nitrogénio e glicose consumida ao longo dos

7 e 10 dias de cultivo, nos diferentes experimentos realizados (Tabela 1).
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Figura 1 - Curvas de crescimento celular em func¢do do consumo de glicose e
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Analisando-se os resultados da Figura 1, nota-se que os ensaios 2 e 4 foram
finalizados 3 dias antes dos demais. Isto ocorreu porque foi verificado, por meio da
redu¢do do valor de pH, a existéncia de outro micro-organismo competindo pelos
nutrientes do meio com a microalga C. minutissima. A partir desse momento ndo
saberiamos dizer qual deles estaria produzindo o bioproduto de interesse e por este
motivo resolveu-se finalizar estes cultivos.

No cultivo de microalgas, sob condigdes heterotrdficas, a energia necessaria
para o crescimento ¢ fornecida pela respirag¢do através do uso de uma fonte de carbono
organico como substrato (CHOJINACKA e ZIELINSKA, 2012). Além disso, neste tipo
de cultivo o carbono orgéanico tem papel efetivo no crescimento celular, acumulo de
lipideos e acidos graxos nas células de microalgas (XIONG et al., 2008; HEREDIA-
ARROYO et al., 2011; WANG et al., 2012).

Nessas condi¢des de cultivo é necessario que se faga a redugdo da fonte de
nitrogénio a fim de conseguir desviar a rota metabolica de produgédo de proteinas para a
producdo de lipideos. Segundo Liu et al. (2011) microalgas somente acumulam elevada
concentragdo de lipideo sob estresse (principalmente com restri¢do de nutrientes) que
também limitam o crescimento das células, e por este motivo é dificil equilibrar o
crescimento celular e a producdo de lipideos simultaneamente em microalgas.

Uma alternativa para obter elevada concentracio de biomassa e de lipideos é
realizar cultivo em batelada alimentada da fonte de carbono e nitrogénio, conforme
estudo realizado por Wang et al. (2012).

Além disso, pode-se realizar o cultivo em duas etapas: a primeira com
concentracdo padrdo de nitrogénio no meio, a fim de obter elevada producdo de
biomassa e, a segunda, centrifugar esta biomassa, ressuspendé-la e cultivd-la na
auséncia de nitrogénio objetivando aumentar o teor lipidico da biomassa (JIANG et al.,
2011), porém de forma heterotréfica.

Analisando os ensaios 1, 3, 5, 6 e 7, da Figura 1, € possivel verificar que a
microalga verde C. minutissima consumiu totalmente a glicose que foi adicionada
diariamente. O crescimento celular da microalga foi proporcional a concentracdo de
glicose adicionada, o que ja era esperado uma vez que a fonte de carbono contribui para
a producdo de biomassa. O ensaio 1, realizado com menor concentragdo de NaNO;

(0,2 g.L'™"), resultou em 8,02 %p/p de lipideos, valor 13,36 % menor quando comparada
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a produgdo lipidica obtida nos ensaios 5, 6 e 7, que foram realizados com 0,75 g.L” de
NaNOs. Quando limitamos a fonte nitrogenada nos cultivos, objetiva-se aumento do
bioproduto lipideos. No entanto, isto ndo foi observado, e o resultado pode ser
justificado pela influéncia da concentragdo de glicose disponivel nos diferentes ensaios.

Comparando-se os ensaios 1 e 2, que foram realizados com a mesma
concentracdo de NaNOj; (0,2 g.L'l), nota-se que no ensaio 1 a microalga cresceu apenas
0,1 g.L"!, consumiu aproximadamente 40 % de nitrogénio e produziu 21,36 % menos
lipideos que no ensaio 2.

Observando as curvas do ensaio 2 € possivel notar uma fase exponencial
marcante até o 6° dia de cultivo (Xyax= 0,89 g.L'l), momento pelo qual coincide com o
consumo por completo da glicose que ¢ fornecida como fonte de carbono e energia para
a microalga realizar todas as fungdes celulares e se multiplicar. Além disso, verifica-se
que a microalga C. minutissima consumiu totalmente o nitrogénio disponivel no meio
de cultivo (0.2 g.L”' de NaNO3), que ja apresentava uma concentragio reduzida de
NaNOs. Pode-se observar que a partir do 2° dia de cultivo, quando cessa a concentragdo
de nitrogénio do meio, a microalga entra na fase exponencial, o que ndo era esperado.
Em funcfo do esgotamento do nutriente nitrogenado a C. minutissima produz maior
concentragdo de lipideos. De acordo com Lourengo (2006) quando as concentragdes de
nitrogénio disponiveis para microalgas sdo baixas, verifica-se diminui¢do marcante da
taxa de divisdo celular, além da reducdo da concentracdo de proteinas e de clorofila.
Sendo assim, a concentracdo de lipideos pode aumentar muito em relacdo ao total de
proteinas da célula.

No ensaio 3 é possivel verificar que a microalga produziu apenas 0,12 g.L”!
de biomassa e consumiu 25 % do nitrogénio disponivel no meio de cultivo, produzindo
a menor concentracdo de lipideos (5,11 %p/p).

O grafico do ensaio 4, mostra o consumo absoluto da glicose pela microalga
até o 3° dia de cultivo. Posteriormente, a concentragdo da fonte de carbono foi
aumentando gradativamente ficando disponivel no meio 2,17 g.L™ no 7° dia de cultivo.
Paralelamente, a microalga se multiplicou atingindo concentragdo celular maxima de
0,64 g.L'". Além disso, ocorreu um decréscimo de nitrogénio de 60 % e aumento da

concentragdo celular de 300 % até o 4° dia de cultivo. A partir do 5° dia a microalga
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entrou na fase estacionaria ¢ ndo houve mais o consumo de nitrogénio pela C.
minutissima, ficando disponivel no meio 43 %.

Os ensaios 5, 6 e 7, que correspondem ao ponto central do delineamento
experimental, apresentaram comportamento semelhante. Nos trés ensaios a microalga
consumiu toda a glicose do meio de cultivo. Além disso, observou-se um declinio na
curva de nitrogénio até o 6° dia de cultivo e posteriormente a concentracdo da fonte
nitrogenada permaneceu constante, ndo havendo mais consumo pela microalga. O
crescimento celular da microalga em fase exponencial ocorre até o ultimo dia de cultivo,
atingindo concentracdo de biomassa de aproximadamente 0.8 g.L”". A concentra¢io de
lipideos totais foi em média 21,34 %p/p, valor muito semelhante ao encontrado no
ensaio 4 (21,79 %p/p).

As microalgas do género Chlorella sdo algas verdes que podem crescer
tanto de forma autotrofica (CO, como fonte de carbono e energia) como heterotréfica
(carbono orgéanico exogeno como fonte de carbono e energia). No entanto, estudos
comprovam que quando Chlorella zofingiensis (LIU et al, 2011), Chlorella
protothecoides (XU et al., 2006; HUANG et al., 2010), Chlorella vulgaris (LIU et al.,
2008), Chlorella sp. (HSIEH e WU, 2009) e Chlorella saccharophila (ISLETEN-
HOSOGLU et al., 2012) foram cultivadas de modo heterotrofico seus teores lipidicos
aumentaram consideravelmente.

A Tabela 1 apresenta a matriz do planejamento experimental e as varidveis

de estudo reais e codificadas e as respostas analisadas.
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Tabela 1 - Matriz do planejamento fatorial 2* com as variaveis codificadas e as
respostas concentracio maxima de biomassa (Xmax. g.L"') e concentragéo
de lipideos totais (%op/p)

Variaveis
Chlorella minutissima
codificadas
Experimento Produtividade
Ximax Lipideos
X Xy L plo) lipidica
& PP (mg.L'.d™")
1 -1(1) -1(0,2) 0,25 8,02+0,60 1,12
2 +1 (9) -1(0,2) 0,89 29.38+1,88 25,27
3 -1(D) +1 (1,3) 0,27 5,11+0,84 0,50
4 +1(9) +1(1.,3) 0,64 21,79+1,12 13,06
5 0(5) 0(0,75) 0,83 21,60+1,45 17,05
6 0(5) 0(0,75) 0,88 21,62+2.40 18,14
7 0(5) 0(0,75) 0,81 20,94+2.54 16,08

X,: concentragdo de glicose (g.L"); Xa: concentra¢io de NaNO; (g.L™).

Analisando-se os dados da Tabela 1 foi possivel verificar que a
concentragdo de lipideos variou de 5,11 a 29,38 %p/p e que a concentragdo celular
maxima variou de 0,20 a 0,89 g.L™". Nota-se que quando a microalga C. minutissima foi
cultivada com 9 g.L” de glicose e 0,2 g.L”' de NaNOjs (ensaio 2) obteve-se as maiores
concentragdes de lipideos (29,38 %p/p) e de biomassa (0,89 g.L™). Estes resultados
justificam que maiores concentragdes de carbono orgdnico proporcionam maior
produgdo de biomassa e que a limitagdo de nitrogénio no meio de cultivo resulta em
aumento do teor de lipideos na biomassa. Os mesmos resultados foram encontrados por
outros pesquisadores no estudo com espécies da microalga Chlorella (PEREZ-GARCIA
etal., 2011; ISLETEN-HOSOGLU et al., 2012; WANG et al., 2012).

O ensaio 2 do planejamento fatorial foi finalizado no 7° dia de cultivo e
mesmo assim, a produtividade lipidica (25,27 mg.L".d") deste experimento foi maior
que as obtidas nos demais ensaios, 0s quais foram realizados em 7 e 10 dias de cultivo
(Tabela 1). Sendo assim, pode-se verificar que a microalga foi muito eficiente na
produgdo de biomassa com elevado conteido lipidico quando utilizou a maior

concentragdo de glicose (9 g.L'l) e menor concentragio de NaNO; (0.2 g.L™).
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A Tabela 1 mostra também que o menor crescimento microalgal (0,20 e
0,27 g.L'") foi obtido nos ensaios 1 e 3, respectivamente, nos quais foram realizados
com a menor concentragdo de glicose (1 g.L™"). Este resultado ja era esperado uma vez
que no cultivo heterotroéfico a fonte organica de carbono ¢ que propicia a energia
necessaria para crescimento celular e desenvolvimento de algumas fungdes celulares
importantes. No que diz respeito ao contetido lipidico, no ensaio 1 a microalga
acumulou intracelularmente 2,91 %p/p a mais que no ensaio 3, devido a deplegdo de
nitrogénio.

Nos ensaios 2 e 4 do planejamento fatorial, que foram realizados com a
maior concentragdo de glicose (9 g.L™') pode-se fazer a mesma relagéo dos ensaios 1 e 3
no que diz respeito ao teor de lipideos. Isto €, a restri¢do da fonte de nitrogénio no meio
de cultivo causou estresse celular desviando a rota metabolica de produgdo de proteinas
para a producéo de lipideos, resultando em maior concentragcdo de 6leo na biomassa da
microalga C. minutissima. Quanto a concentragdo maxima de biomassa, era esperado
que se atingisse maior valor no ensaio 4, uma vez que foi realizado nas condic¢des
maximas do planejamento fatorial.

Os ensaios do ponto central do planejamento experimental (5, 6 ¢ 7)
apresentaram valores de concentragdo de lipideos muito semelhantes ao do ensaio 4.
Estes resultados indicam que ¢ mais vantajoso economicamente realizar cultivo
heterotréfico da microalga Chlorella minutissima utilizando menor concentracdo de
glicose (5 g.L™") e de NaNO; (0,75 g.L™).

Comparando-se os valores de produtividade lipidica do estudo em questdo
(heterotrotico), com o cultivo autotréfico de varios géneros de microalgas (SONG et al.,
2013), verifica-se que o cultivo heterotréfico propiciou maiores produtividades
lipidicas. Os valores variaram de 1,12 a 25,27 mg.L'l.d'1 em 10 dias de cultivo,
enquanto que nos cultivos autotroficos, realizados em 15 dias, estes valores variaram de
0,84 a 7,96 mg.L'l.d'l. No entanto, no estudo autotrofico realizado com a microalga
Chlorella sorokiniana (CHEN et al., 2013), alguns valores de produtividade lipidica
foram maiores, pois variaram de 10,3 a 140,8 mg.L™".d"". Este resultado indica que néo
somente o modo de cultivo (autotrofico ou heterotrofico) como também a cepa

estudada, concentracdo de nutrientes no meio de cultivo, fonte de nutrientes,
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temperatura, agitacdo, concentracdo de oxigénio, entre outros parametros, definirdo o
tipo e concentragdo de bioproduto obtido.
A Tabela 2 apresenta os fatores de conversdo de substrato em produto (Ypss)
e de substrato em célula (Yxss). Os substratos considerados sdo a glicose (S1) e o
nitrogénio (S2), o produto (P) é a concentracdo de lipideos e a célula (X) é a biomassa.
Os maiores fatores de conversio Yps1 = 0,0362 ¢ Yxs1= 0,15 foram obtidos
no experimento 6. Sendo assim, 1 g de glicose produz 0,0362 g de lipideos e 0,15 g de

biomassa.

Tabela 2 - Fatores de conversdo calculados para os diferentes experimentos do
planejamento fatorial
Fatores de Conversao

Experimento
Yrssi Yris2 Yxsi Yxs2

1 0,0112 0,9333 0,10 8,33
2 0,0298 8,4200 0,09 24,67
3 0,0049 0,0049 0,12 2,50
4 0,0191 1,5547 0,07 5,83
5 0,0340 2,2421 0,14 8,95
6 0,0362 3,7020 0,15 14,90
7 0,0321 4,8727 0,13 20,00

Experimento Sy flr-lill Sy ini_clial Sy flr-lill Sy iniial Lip. t_i;ml Xma'i)l(

(el”) (L) (L) (L) (gL7) (gL7)

1 0,00 1 0,021 0,033 0,020 0,25
2 0,53 9 0,000 0,030 0,2614 0,89
3 0,00 1 0,152 0,200 0,0137 0,27
4 2,17 9 0,066 0,150 0,1394 0,64
5 0,00 5 0,034 0,110 0,1792 0,83
6 0,00 5 0,042 0,091 0,1902 0,88
7 0,00 5 0,042 0,075 0,1696 0,81

Yopss1 - fator de conversdo de glicose em lipideos; Yp/s; - fator de conversdo de nitrogénio
em lipideos; Yx/s; - fator de conversdo de glicose em biomassa; Yx/s; - fator de converséo
de nitrogénio em biomassa; S;: concentracdo de glicose (g.L™"); S,: concentragdo de
nitrogénio (g.L™"); Lip.: Lipideos; Xumay: concentrago celular maxima.
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No experimento 2 houve a maior conversdo de nitrogénio em lipideos
(Ypss2 = 8,4200) e de nitrogénio em biomassa (Yx/s2 = 24,67), o que indica que 1 g de
nitrogénio forma 8,4200 g de lipideos e 24,67 g de biomassa.

Os dados da Tabela 2 mostram que nem sempre o substrato glicose
(experimentos 2 e 4) ou o substrato nitrogénio (1,3,4,5,6 e 7) se esgotavam
completamente quando a concentragdo celular apresentava seu valor méximo, podendo
ainda existir concentragdo residual de glicose ou nitrogénio no meio de cultura, ao
término do cultivo. Segundo Schmidell et al. (2001), isto ocorre porque a medida em
que o micro-organismo se reproduz, sdo formados produtos do metabolismo que inibem
o crescimento celular, sem mencionar o proprio substrato, que pode dificultar a
atividade microbiana. Além disso, estes autores mencionam que um determinado
substrato, ndo produzira sempre um aumento proporcional da biomassa (Yxs1 € Yxss2),
sendo que uma parcela da energia, proveniente daquele consumo, é destinada a
manuten¢do das fung¢des vitais do micro-organismo.

A Tabela 3 apresenta o perfil cromatografico da microalga C. minutissima
cultivada na condi¢do de maior concentragio da fonte de carbono (9 g.L™') e menor
concentragdo da fonte de nitrogénio (0,2 g.L™") do meio de cultivo, que resultou em
maior concentracdo de lipideos totais (29,38 %p/p).

Analisando-se os resultados das Tabelas 1 e 3 e comparando-os com os
valores das Tabelas 2 e 3 do item 3.3.5, é possivel verificar que o cultivo da microalga
C. minutissima com maior concentra¢do de glicose (9 g.L™") e limitacdo de nitrogénio
(0.2 g.L'' de NaNOs) resultou no aumento de 20,98 % da concentra¢do de lipideos
totais, diminuicdo em 18,6 % da concentracdo de 4cidos graxos saturados e aumento de
28.8 % da concentracdo de acidos graxos monoinsaturados. Este resultado ¢ positivo, ja
que quando decidiu-se optar pela limitagdo de nitrogénio no meio de cultivo objetivava-
se aumentar a concentracdo de lipideos totais e de acidos graxos mono e poli-
insaturados. No entanto, esta condi¢do de cultivo propiciou a redugdo da concentragdo
dos acidos graxos poli-insaturados e dos acidos graxos essenciais (06+®3) em 13,65 %
e 13,2 %, respectivamente, o que ndo era esperado.

A composicdo do meio de cultivo, especialmente fontes de carbono e

nitrogénio, ¢ um fator critico para o crescimento de microalgas, nas quais podem crescer



135

de forma autotrofica ou heterotréfica (SHEN et al., 2009; O’GRADY ¢ MORGAN,
2011; PEREZ-GARCIA et al., 2011).

Em condi¢des heterotroficas, o contetdo lipidico em algumas espécies de
Chlorella pode variar de cerca de 10 a 55 % em peso seco (LIANG et al., 2009; SHEN
et al., 2009; PEREZ-GARCIA, et al., 2010; O'GRADY e MORGAN, 2011; LIU et al.,
2011), e a composi¢do de acidos graxos tem sido relatada entre C14:0 e C20:0
(PETKOV e GARCIA, 2007; O'GRADY e MORGAN, 2011; LIU et al., 2011;
ISLETEN-HOSOGLU et al., 2012; WANG et al., 2012).

A microalga C. minutissima, do estudo em questdo, produziu elevada
concentracdo do 4cido graxo oléico (C18:1, 55,1 %p/p), e esta foi superior aquela
produzida pelas microalgas Chlorella protothecoides em que a concentracdo de C18:1
variou de 36 a 43 %p/p (O'GRADY e MORGAN, 2011) e Chlorella saccharophila
quando a concentragdo de C18:1 variou de 21,1 a 32,2 %p/p (ISLETEN-HOSOGLU et
al., 2012). No entanto, as cepas de Chlorella protothecoides (O'GRADY e MORGAN,
2011) e Chlorella saccharophila ISLETEN-HOSOGLU et al., 2012) produziram maior
concentragdo do acido graxo linoléico (C18:2) com valores variando de 4,7 a 2,1 %p/p e
22,7 a 31,1 %p/p, respectivamente.

As concentragdes de SFA (26,6 %) e MUFA (62,4 %) também foram
superiores no estudo com a microalga Chlorella minutissima quando comparado aos
estudos realizados com as microalgas Chlorella zofingiensis (SFA = 23,6 %, MUFA =
37,4 %) (LIU et al., 2011) e Chlorella kessleri (SFA variando de 34,75 a 41,34 % ¢
MUFA de 17,51 a 24,07 % (WANG et al., 2012). A concentragdo de PUFA foi superior
para estas duas espécies de microalgas com valores de 39,1 % para Chlorella
zofingiensis (LIU et al., 2011) e de 40 a 44,72 % para a microalga Chlorella kessleri
(WANG et al., 2012).
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Tabela 3 - Perfil cromatografico (%p/p) da microalga Chlorella minutissima cultivada
com 9 g.L"! de glicose e 0.2 g.L”! de NaNO;

AG Concentragdo AG Concentragdo
(%p/p) (%p/p)
C12:0 0,4 C20:0 2,9
C14:0 0,3 C20:1n9 2,3
Cl14:1 1,0 C20:3n6 2.9
C15:0 0,6 C20:3n3 0,2
Cl15:1 0,1 C20:4n6 *
C16:0 10,3 C20:5n3 *
Cle:1 2,6 C22:0 3.4
C17:0 * C22:1n9 0,2
C17:1 0,2 C22:2 3.2
C18:0 6,0 C22:6n3 0,6
C18:1n9 55,1 C23:0 *
C18:2n6 2,2 C24:0 2,7
C18:3n6 1.4 C24:1n9 0,9
C18:3n3 0,5
SFA (%) 26,6
MUFA (%) 62,4
PUFA (%) 11,0
®6+m3 (%) 7.8

AG: Acidos graxos; n3: 4cido graxo 3; n6: 4cido graxo ®6; n9: acido graxo ®9; *: nio
detectado; SFA: total de acidos graxos saturados; MUFA: total de acidos graxos
monoinsaturados; PUFA: total de dcidos graxos poli-insaturados.

Os dados de concentragdo de lipideos totais obtidos no planejamento
experimental foram analisados, obtendo-se os resultados da Tabela 4. Observando-se os
dados ¢ possivel verificar que houve efeito significativo (p<0,05) somente da varidvel

concentragdo de glicose.
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Tabela 4 - Coeficientes de regressdo e desvio padrdo para a concentracdo de lipideos

totais
. Coeficientes )
Variavel . Desvio t(3) P
de regressdo

Média* 18,35 1,52 12,06 0,0012
X * 9,51 2,01 4,72 0,0179
X5 -2,62 2,01 -1,30 0,2831
X Xz -1,17 2,01 -0,58 0,6016

X;: concentragio de glicose (g.L™"); Xo: concentragio de NaNO; (g.L™); * variaveis
estatisticamente significativas (95 % de confianga).

A Tabela 5 apresenta a analise de variancia (ANOVA) dos resultados
obtidos para a concentragdo de lipideos totais. Nesta etapa os parametros

estatisticamente ndo significativos foram incorporados aos residuos.

Tabela S - Anélise de variancia da resposta concentragdo de lipideos totais (%p/p) a um
nivel de confianga de 95 %

Fonte de Soma dos Graus de  Quadrados
Variag¢do Quadrados  Liberdade médios Foa Fao P
Regressdo 361,82 1 361,82 22,14 6,60 0’205
Residuo 81,69 5 16,34
Total 443,51 6

Coeficiente de correlacdo R” = 0,89036

A partir dos resultados da andlise estatistica percebe-se que, apenas a
variavel concentracdo de glicose foi significativa a um nivel de confianga de 95 %. O
valor do Fyiculado para regressao foi maior que o Fipejado- O modelo possui um percentual
de variagfo explicado de 89 % (R?).

A Equagdo 1 representa o modelo codificado obtido que descreve a
superficie de resposta da concentracdo de lipideos totais, onde X; = concentracdo de

glicose.

Lipideos totais = 18,35 + 9,51.X (1)
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A partir do modelo obtido foi possivel obter a superficie de resposta para
estabelecer as melhores condi¢des de concentracdo de glicose e concentragcdo de NaNOs

que proporcionam o maior teor de lipideos totais. A superficie de resposta esta
apresentada na Figura 2.

Figura 2 - Superficie de resposta da concentragdo de lipideos totais em relagdo as
variaveis estudadas concentragdo de glicose e concentracdo de NaNOj3
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Os resultados obtidos na Tabela 1 sdo comprovados pela superficie de
resposta (Figura 2), um vez que é possivel verificar que a maior concentragdo de
lipideos, com valores préoximos de 30 %p/p foi obtida quando a microalga Chlorella
minutissima foi cultivada com 9 g.L™! de glicose ¢ 0,2 g.L"' de NaNO:s.

Além disso, podemos verificar na Figura 2 que quando passamos a variavel
concentragdo de glicose do nivel -1 (1 g.L™") para o nivel +1 (9 g.L") observamos um
efeito positivo de 19 % na varidavel resposta concentracdo de lipideos totais.

A Tabela 6 apresenta os valores experimentais, os previstos pelo modelo

para a concentracdo de lipideos totais, os erros de ajuste e os erros relativos para cada
. . . 2
ensaio do planejamento fatorial completo 2°.
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Tabela 6 - Valores de concentracdo de lipideos experimentais, previstos

pelo modelo e desvios para o planejamento fatorial completo 2°

Lipideos Lipideos
Erro Erro relativo
Ensaios experimentais previstos
de ajuste (%)
(“op/p) (Yop/p)
1 8,02 8,84 -0,82 -10,22
2 29,38 27,86 1,52 5,17
3 5,11 8.84 -3,73 -72,99
4 21,79 27,86 -6,07 -27,86
5 21,6 18,35 3,25 15,05
6 21,62 18,35 3,27 15,12
7 20,94 18,35 2,59 12,37

Na Tabela 6, pode-se observar que os erros relativos foram baixos na regido
desejada em que as concentrac¢des de lipideos totais estdo maximizadas (ensaios 2, 4, 5,
6 ¢ 7). Porém, no ensaio 3 o erro relativo foi um pouco alto (-72,99 %), mostrando que
o modelo ndo se ajusta para baixos valores na resposta. E possivel verificar que esta
condicdo experimental ¢ a de menor concentragio de glicose (1 g.L™) e maior
concentracdo de NaNO; (1,3 g.I. ), na qual o teor de lipideos é menor. Assim, o
fendomeno explica este valor encontrado de concentragdo de lipideos totais tdo baixo e
erro relativo alto.

A Tabela 7 apresenta os dados da resposta concentragdo celular méaxima,
obtidos no planejamento experimental, em que pode-se verificar que ndo houve efeito
significativo (p<0,05) das varidveis estudadas sobre a resposta X, ndo sendo possivel

para esse experimento gerar um modelo estatisticamente significativo e preditivo.
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Tabela 7 - Coeficientes de regressdo e desvio padrdo para a concentragdo celular

maxima
) Coeficientes .
Variavel . Desvio t(3) p
de regressdo

Média* 0,65 0,09 6,92 0,0061
X4 0,25 0,24 2,02 0,1359
Xs -0,05 0,24 -0,46 0,6759
X1 . X5 -0,06 0,24 -0,54 0,6257

X,: concentra¢io de glicose (g.L™); X»: concentragdo de NaNOj; (g.L"); * variaveis
estatisticamente significativas (95 % de confianga).

3.5.6 CONCLUSAO

A microalga Chlorella minutissima quando cultivada com 9 g.L™! de glicose
e 02 gL' de NaNO; (ensaio 2) apresentou maior produtividade lipidica
(25,27 mg.L".d"), com predominancia do 4cido graxo oléico (C18:1 - 55,1 %p/p) e
maior producdo de biomassa (0,89 g.L'l).

A concentracdo de glicose influenciou significativamente (p<0,05) somente
a concentragdo de lipideos totais. Além disso, ambas varidveis de estudo (concentragdo
de glicose e de NaNO3) ndo possuem efeito significativo (p<0,05) na concentragdo
maxima de biomassa.

A microalga Chlorella minutissima produziu maior concentragdo de lipideos
(29,38 %p/p) utilizando menor concentragdo da fonte nitrogenada (0,2 g.L'1 de NaNO3),
0 que resulta em economia de nutriente do meio de cultivo gerando menores custos de
produgdo de biomassa e de lipideos, que podem ser utilizados na elaboracdo de
alimentos funcionais e até mesmo na producdo de biodiesel. Além disso, a elevada
concentragdo de acido oléico (C18:1, 55, 1%p/p) obtida € muito vantajosa ja que este
acido graxo é o precursor dos acidos graxos da familia ®9 e vital na construgdo de
membranas, protecdo e barreira contra desidratagdo, por estar presente na epiderme
(camada mais externa da pele), além de ter grande importadncia na formacdo dos

hormonios.



141

3.5.7 AGRADECIMENTOS

A CAPES/Rede Nanofotobiotec - Rede Integradora de Nanotecnologia e
Biotecnologia Microalgal para o Desenvolvimento Cientifico/Tecnologico e Formagéo

de Recursos Humanos e ao CNPq — Rede Nanofotobiotec III, pelo apoio financeiro.

3.5.8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CABANELAS, 1. T. D.; ARBIB, Z.; CHINALIA, F. A.; SOUZA, C. O.; PERALES, J.
A.; ALMEIDA, P. F.; DRUZIAN, J. I.; NASCIMENTO, I. A. From waste to energy:
Microalgae production in wastewater and glycerol. Applied Energy, v. 109, p. 283—
290, 2013.

CATALDO, D. A.; HAROON, M.; SCHRADER, L. E.; YOUNGS, V. L. Rapid
colorimetric determination of nitrate in plant tissue by nitration of salicylic acid.
Communications in Soil Science and Plant Analysis, v. 6, p. 71-80, 1975.

CHEN, C. -Y.; CHANG, J. -S.; CHANG, H. -Y.; CHEN, T. -Y.; WU, J. -H.; LEE, W. -
L. Enhancing microalgal oil/lipid production from Chlorella sorokiniana CY1 using
deep-sea water supplemented cultivation medium. Biochemical Engineering
Journal, v. 77, p. 74— 81, 2013.

CHOJNACKA, K.; ZIELINSKA, A. Evaluation of growth yield of Spirulina
(Arthrospira) sp. in photoautotrophic, heterotrophic and mixotrophic cultures. World
Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 28, p. 437445, 2012.

COSTA, J. A. V.; RADMANN, E. M.; CERQUEIRA, V. S.; SANTOS, G. C;
CALHEIROS, M. N. Perfil de acidos graxos das microalgas Chlorella vulgaris e
Chlorella minutissima cultivadas em diferentes condi¢des. Alimentos e Nutricio,
v.17, p.429-436, 2006.

DERNER, R. B.; OHSE, S.; VILLELA, M.; CARVALHO, S. M.; FETT, R.
Microalgas, produtos e aplicagdes. Ciéncia Rural, v. 36, p. 1959-1967, 2006.

FOLCH, J.; LEES, M.; SLOANE STANLEY, G. H. A simple method for the isolation
and purification of total lipids from animal tissues. Journal of Biological

Chemistry, v. 226, p. 497-509, 1957.



142

HEMAISWARYA, S.; RAJA, R.; RAVI KUMAR, R.; GANESAN, V.
ANBAZHAGAN, C. Microalgae: a sustainable feed source for aquaculture. World
Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 27, p. 1737-1746, 2011.

HENRIKSON, R. Microalga Spirulina: Superalimento del futuro. Barcelona:
Ediciones S.A., 1994, 540p.

HEREDIA-ARROYO, T.;, WEIL, W.; HU, B. O0il Accumulation via
Heterotrophic/Mixotrophic Chlorella protothecoides. Applied Biochemistry and
Biotechnology, v. 162, p. 1978-1995, 2010.

HEREDIA-ARROYO, T.; WEI, W.; RUAN, R.; HU, B. Mixotrophic cultivation of
Chlorella vulgaris and its potential application for the oil accumulation from non-
sugar materials. Biomass Bioenerg, v. 35, p. 2245-2253, 2011.

HSIEH, C. H.; WU, W. T. Cultivation of microalgae for oil production with a
cultivation strategy of urea limitation. Bioresource Technology, v. 100, p. 3921-
3926, 2009.

HUANG, G.; CHEN, F.; WEI, D.; ZHANG, X.; CHEN, G. Biodiesel production by
microalgal biotechnology, Applied Energy, v. 87, p. 38-46, 2010.

ILLMAN, A. M.; SCRAGG, A. H.; SHALES, S. W. Increase in Chlorella strains
calorific values when in low nitrogen médium. Enzyme and Microbial Technology,
v. 27, p. 631-635, 2000.

ISLETEN-HOSOGLU, M.; GULTEPE, I.; ELIBOL, M. Optimization of carbon and
nitrogen sources for biomass and lipid production by Chlorella saccharophila under
heterotrophic conditions and development of Nile red fluorescence based method for
quantification of its neutral lipid content. Biochemical Engineering Journal, v. 61,
p. 11-19, 2012.

JIANG, L.; LUO, S.; FAN, X.; YANG, Z.; GUO, R. Biomass and lipid production of
marine microalgae using municipal wastewater and high concentration of CO,.
Applied Energy. v. 83, p. 3336-3341, 2011.

LIANG, Y.; SARKANY, N.; CUIL Y. Biomass and lipid productivities of Chlorella
vulgaris under autotrophic, heterotrophic and mixotrophic growth conditions.

Biotechnology Letters, v. 31, p. 1043—-1049, 2009.



143

LIU, Z. -Y.; WANG, G. -C.; ZHOU, B. -C. Effect of iron on growth and lipid
accumulation in Chlorella vulgaris. Bioresource Technology, v. 99, p. 4717-4722,
2008.

LIU, J.; HUANG, J.; SUN, Z.; ZHONG, Y.; JIANG, Y.; CHEN, F. Differential lipid
and fatty acid profiles of photoautotrophic and heterotrophic Chlorella zofingiensis:
Assessment of algal oils for biodiesel production. Bioresource Technology, v. 102,
p. 106-110, 2011.

LOURENCO, S. O. Cultivo de microalgas marinhas: principios e aplica¢des. Sdo
Carlos: RiMa, 2006, 606p.

METCALFE, L. D.; SCHIMITZ, A. A.; PELKA, J. R. Rapid preparation of fatty acid
esters from lipids for gas chromatography analysis. Analytical Chemistry, v. 38, p.
514-515, 1966.

MITRA, D.; VAN LEEUWEN, J.; LAMSAL, B. Heterotrophic/mixotrophic cultivation
of oleaginous Chlorella vulgaris on industrial co-products. Algal Research, v. 1, p.
40-48, 2012.

MORALIS, M. G. Fixacao de diéxido de carbono e producio de acidos graxos. 2006.
112f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos) — Universidade
Federal do Rio Grande, Rio Grande.

O’GRADY, J.; MORGAN, J. A. Heterotrophic growth and lipid production of
Chlorella protothecoides on glycerol. Bioprocess and Biosystems Engineering, v.
34, p. 121-125, 2011.

PEREZ-GARCIA, O.; DE-BASHAN, L. E.; HERNANDEZ, J. P.; BASHAN, Y.
Efficiency of growth and nutrient uptake from wastewater by heterotrophic,
autotrophic, and mixotrophic cultivation of Chlorella vulgaris immobilized with
Azospirillum brasilense. Journal of Phycology, v. 46, p. 800-812, 2010.

PEREZ-GARCIA, R. O.; BASHAN, Y., PUENTE, M. E. Organic carbon

supplementation of municipal wastewater is essential for heterotrophic growth and
ammonium removing by the microalgae Chlorella vulgaris. Journal of Phycology,
v. 47, p. 190-199, 2011.

PETKOV, G.; GARCIA, G. Which are fatty acids of the green alga Chlorella.

Biochemical Systematics and Ecology, v. 35, p. 281-285, 2007.



144

RIPPKA, R.; DERUELLES, J.; WATERBURY, J. W.; HERDMAN, M.; STANIER, R.
G. Generic Assignments, Strain Histories and Properties of Pure Cultures of
Cyanobacteria. Journal of General MicrobioZog, v. 111, p. 1-61, 1979.

RODOLFI, L.; CHINI ZITTELLI, G.; BASSI, N.; PADOVANI, G.; BIONDI, N.;
BONINI, G.; TREDICI, M. R. Microalgae for oil: strain selection, induction of lipids
synthesis and outdoor mas cultivation in a low-cost photobioreactor. Biotechnology
and Bioengineering, v. 102, p. 100-112, 2009.

SCHMIDELL, W.; LIMA, U. A.; AQUARONE, E.; BORZANI, W. Biotecnologia
Industrial, vol. 2, Sdo Paulo: Editora Edgard Bliicher Ltda., 2001, 541p.

SHEN, Y.; YUAN, W.; PEL, Z.; MAO, E. Heterotrophic culture of Chlorella
protothecoides in various nitrogen sources for lipid production. Applied
Biochemistry and Biotechnology, v. 160, p. 1674—1684, 2010.

SONG, M.; PEL, H.; HUA, W.; MAA, G. Evaluation of the potential of 10 microalgal
strains for biodiesel production. Bioresource Technology, v. 141, p. 245-251,
2013.

TANG, H.; ABUNASSER, N.; GARCIA, M. E. D.; CHEN, M.; SIMON NG, K. Y.;
SALLEY, S. O. Potential of microalgae oil from Dunaliella tertiolecta as a feedstock
for biodiesel. Applied Energy, v. 88, p. 3324-3330, 2011.

VENKATARAMAN, L. V.; BECKER, E. W. Biotechnology & utilization of algae -
The Indian experience. Mysore: Central Food Technological Research Institute,
1985, 257p.

WANG, Y.; CHEN, T.; QIN, S. Heterotrophic cultivation of Chlorella kessleri for fatty
acids production by carbon and nitrogen supplements. Biomass and bioenergy, v.
47, p. 402-409, 2012.

XIONG, W.; LI, X. F.; XIANG, J. Y.; WU, Q. Y. High-density fermentation of
microalga Chlorellla protothecoides in bioreactor for microbio-diesel production.
Applied Microbiology and Biotechnology, v. 78, p. 29-36, 2008.

XU, H.; MIAO, X. L.; WU, Q. Y. High quality biodiesel production from a microalga
Chlorella protothecoides by heterotrophic growth in fermenters. Journal of

Biotechnology, v. 126, p. 499-507, 2006.



145

3.6 ARTIGO 5 - DESENVOLVIMENTO DE NANOEMULSOES COM
LIPIDEOS EXTRAIDOS DE MICROALGAS

"Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB), Programa de Pos-Graduag¢do em
Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Escola de Quimica e Alimentos, Universidade

Federal do Rio Grande — FURG.

3.6.1 RESUMO

O termo nanoemulsdo consiste em uma dispers@o muito fina composta por uma fase
oleosa e uma fase aquosa, com tamanho de gota, em escala nanométrica (menor que
1000 nm). Em funcdo do seu tamanho -caracteristico, as nanoemulsdes sdo
transparentes ou translicidas, e possuem estabilidade contra a sedimentagdo. O
objetivo deste trabalho foi obter nanoemulsdo utilizando 6leo de origem microalgal,
como componente da fase oleosa. As nanoemulsdes foram preparadas utilizando dois
métodos: homogeneizador de alta velocidade a 10000 rpm e, associando o
homogeneizador de alta velocidade a 10000 rpm e banho ultrassonico. Utilizou-se
como fase aquosa a agua destilada a 30 °C e o tensoativo Tween®80 nas concentragdes
de 0; 0,2 e 1 %p/p do total da fase aquosa. A fase oleosa foi composta pelo lipideo
extraido da microalga e uma mistura dos solventes cloroféormio e metanol (2:1). Os
resultados mostraram que as nanoemulsdes preparadas com o lipideo da microalga
Chlorella pyrenoidosa apresentaram bons resultados. A nanoemulsdes elaboradas sem
adi¢do de Tween®80 apresentaram os menores tamanhos de gota e indices de
polidispersdo. Sendo assim, estas nanoemulsdes podem ser utilizadas na industria de

alimentos servindo como nanocarreadores de alimentos funcionais.

PALAVRAS CHAVE: Lipideo de microalga, nanoemulsao.

3.6.2 ABSTRACT

The nanoemulsion term consists of a very thin dispersion composed by an oily and an

aqueous phase, with droplet size in nanometric scale (smaller than 1000 nm). According
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to their characteristic size, nanoemulsions are transparent or translucent, and possess
stability against sedimentation. The aim of this work was obtain nanoemulsion using
microalgal oil source, as component of the oil phase. The nanoemulsions were prepared
using only a high-speed homogenizer at 10,000 rpm (method 1), and also a combination
of high speed stirring and ultrasonic bath (method 2). Was used as the aqueous phase
distilled water at 30 °C and the surfactant Tween®80 at concentrations of 0, 0.2 and 1
%w/w of the aqueous phase. The oil phase was composed of the lipid extracted from the
microalga and a solvent mixture of chloroform and methanol (2:1). The results showed
that the nanoemulsions prepared with the lipid from Chlorella pyrenoidosa microalga
showed good results. The nanoemulsions prepared without addition of Tween ® 80 had
lower drop sizes and polydispersity indices. Thus, these nanoemulsions can be utilized

in the food industry as functional food nanocarriers.

KEY WORDS: Emulsification, emulsions, microalga lipid.

3.6.3 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, tem crescido o interesse em pesquisas que enfatizam a
obtenc¢do de nanoemulsdes (NES) e métodos para a sua preparagdo (KOROLEVA e
YURTOV, 2012).

O termo nanoemulsdes ¢ frequentemente utilizado para definir emulsdes
com fase interna de gotas menores que 1000 nm (CAPEK, 2004; GUTIERREZ et al.,
2008). As nanoemulsdes, s@o também conhecidas como miniemulsdes ou emulsdes
submicrométricas e, consistem em emulsdes muito finas com gotas de didmetro bem
reduzido (FERNANDEZ et al., 2004). Além disso, sdo sistemas transparentes ou
transltiicidos cineticamente estaveis que apresentam como caracteristica a estabilidade
fisica a longo prazo (sem aparente floculag@o ou coalescéncia) (TADROS et al., 2004).

As nanoemulsdes podem ser preparadas mediante a utilizacdo de métodos
de baixa ou alta energia de emulsificagdo. Os métodos de alta energia de emulsificacdo
utilizam dispositivos mecanicos capazes de gerar energia mecanica por meio de alta
tensdo de cisalhamento tais como: homogeneizadores de alta pressdo,

microfluidizadores ou sonicadores, nos quais requerem equipamentos especificos para
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a obtencdo de diametros reduzidos (TADROS et al., 2004; CONSTANTINIDES et al.,
2008; KOROLEVA e YURTOV, 2012). Segundo Jafari et al. (2008) a produgdo de
nanoemulsdes, em escala laboratorial, occore em duas etapas, sendo a primeira
preparar uma emulsdo grosseira para posteriormente reduzir o tamanho da gota. Os
métodos de baixa energia de emulsificacdo incluem emulsificagdo espontanea, difuséo
de solvente e inversio de fase da temperatura (TADROS et al., 2004;
CONSTANTINIDES et al., 2008; KOROLEVA e YURTOV, 2012).

Os lipideos s@o importantes constituintes das microalgas, compondo de 5 a
75 % da biomassa seca (SOARES, 2010). Além disso, representam um dos principais
componentes das microalgas e desempenham um importante papel nutricional como
fonte de energia e de acidos graxos essenciais (MORAIS, 2006a).

Os acidos graxos nas microalgas correspondem a maior fragdo lipidica e, em
algumas espécies, os poli-insaturados (PUFAs) representam entre 35 ¢ 60 % dos
lipideos totais (RICHMOND, 1986). A estimativa de producdo de lipideos por
microalgas varia de 15,000 a 30,000 Lkm™ e a extracdo ¢ simples, podendo ser
aplicados os métodos tradicionais usados na industria quimica, incluindo a extragdo por
solventes (RADMANN e COSTA, 2008). O aumento da produtividade da biomassa de
microalgas para obtengdo de material oleoso, por exemplo acidos graxos insaturados,
vem despertando interesse comercial, principalmente como fonte de @3, ®6 (COHEN et
al., 1995; HU et al., 2008; HUANG et al., 2010) e ®9 (COHEN et al., 1995). No
entanto, estes compostos podem ser oxidados facilmente, e por este motivo torna-se
interessante nanoencapsula-los.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver nanoemulsio

utilizando lipideo extraido de microalga como componente da fase oleosa.
3.6.4 MATERIAL E METODOS
3.6.4.1 Micro-organismos
Utilizou-se a biomassa da microalga Chlorella pyrenoidosa em pod

produzida por Nanjing Wellchem, China e importada pela importadora Quimica

Delaware, a fim de realizacdo de testes para formulagdo das nanoemulsdes.
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Apds definida a melhor condigdo de preparagdo de nanoemulsdes, foi
utilizada a biomassa da microalga Chlorella minutissima, cultivada com 9 g.L™' de
glicose e 0,2 gL' de NaNOs, na qual apresenta concentragdo de lipideos igual a

29,38 %op/p.
3.6.4.2 Quantificaciio e extraciio de lipideos totais

A quantificacdo e extracdo dos lipideos totais (fragdo lipidica) da biomassa
da microalga Chlorella pyrenoidosa foi realizada mediante metodologia proposta por
Folch et al. (1957), com etapa prévia de rompimento da parede celular das microalgas
por meio de banho ultrassonico.

Sendo assim, o procedimento ocorreu primeiramente pesando-se 2,5 g da
biomassa microalgal em frascos de 45 mL. O processo de extracdo da fracdo lipidica
iniciou-se a partir da adicdo de 25 mL da mistura cloroférmio e metanol (2:1). A
mistura foi agitada em banho ultrassdnico por 5 min e centrifugada a 6000 rpm por 10
min a temperatura ambiente. O sobrenadante da centrifugacdo foi recolhido em um
funil de separagdo mediante filtragdo com papel filtro. Os passos anteriores foram
repetidos 2 vezes. O papel filtro foi lavado com 10 mL da mistura cloroférmio e
metanol, totalizando 85 mL. Foi adicionado 1/4 do volume do extrato obtido de uma
solugdo de KCI 0,88 % (21,25 mL). Deixou-se repousar por 15 min. A mistura foi
agitada cuidadosamente e a fase inferior foi removida para outro funil de separacéo,
onde foram adicionados 1/4 do volume obtido de uma mistura de metanol e agua (2:1)
(21,25 mL). Deixou-se repousar por 15 min recolhendo-se a fase inferior (fase
orgénica), na qual posteriormente foi filtrada em sulfato de s6dio anidro para um baldo
de fundo chato, previamente tarado. O metanol foi evaporado em rota-evaporador a
50 °C e em seguida o baldo foi levado para a estufa a 50 °C durante 2 horas a fim de
eliminar o residual de metanol.

O percentual de lipideos foi calculado através da Equacéo 1.

L1100 (1)

lip
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Onde:

Ciip. = concentragdo lipidica (%op/p)
P¢ = peso final do baldo (lipideos + tara) (g)
P; = peso do baldo (tara) (g)

P, = peso da amostra (g)

3.6.4.3 Preparacio das nanoemulsdes

O procedimento de preparacdo das nanoemulsdes foi realizado mediante
metodologia adaptada de Bouchemal et al. (2004) e procedeu-se a realizagdo por dois
métodos distintos.

Método 1: Apods obtengdo da fracdo lipidica em baldo de fundo chato,
procedeu-se a preparacdo das emulsdes. A metodologia para a obtencdo de emulsdes
apresenta trés etapas:

1) Preparagdo da solugdo organica composta pelo 6leo da microalga (400
mg) ¢ 90 mL da mistura de solventes cloroférmio:metanol (2:1). A fase aquosa foi
composta por 80 mL de agua destilada a 30 °C e o surfatante Tween®80 (0 %, 0,2 % e
1 % do total da fase aquosa);

2) A fase organica foi injetada na fase aquosa, que estava sob agitacdo
promovida pelo homogeneizador de alta energia de emulsificacdo (Ultra Turrax T25,
IKA, Alemanha), a 10000 rpm. A emulsdo 6leo/agua foi formada instantaneamente por
difusdo do solvente organico (fase dispersa) na fase aquosa continua levando a
formacdo das nanogotas. A agitacdo em Ultra Turrax permaneceu por 30 min a fim de
se obter o equilibrio do sistema;

3) Por fim, a mistura de solventes presente na emulsdo foi evaporada sob
pressdo reduzida em evaporador rotativo (Quimis) durante 20 min.

Meétodo 2: O baldo de fundo chato, contendo o 6leo extraido da microalga
(400 mg) e a fase aquosa (80 mL de agua destilada a 30 °C e o surfatante Tween®80
na concentragdes de 0 %, 0,2 % e 1 % do total da fase aquosa), foi submergido em
banho ultrassonico e submetido a agitagdo em Ultra Turrax (10000 rpm). Apods, o

banho ultrassonico foi ligado e em seguida foi adicionado 90 mL da mistura de
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solventes cloroférmio e metanol (2:1). Ao longo do processo, o banho utrassonico
funcionou por 30 min, sendo este tempo de funcionamento dividido em 15 min ligado,
uma pausa de 5 min e mais 15 min. O Ultra Turrax permaneceu em funcionamento
durante todo o processo. Ao final deste tempo, a mistura de solventes presentes na
emulsdo foi evaporada em evaporador rotativo (Quimis) durante 20 min e as emulsées
obtidas, transferidas e armazenadas em frascos plasticos.

Para cada método de preparo de nanoemulsdes foram realizados trés
ensaios, com o 6leo da microalga C. pyrenoidosa, totalizando 6 experimentos. Apos
definir as duas melhores condigdes para preparacdo de nanoemulsdes com menor
tamanho de gota, foram realizados dois ensaios utilizando o 6leo extraido da biomassa
da microalga C. minutissima.

A Tabela 1 apresenta a composi¢do das emulsdes preparadas utilizando

dois métodos distintos de emulsificagao.

Tabela 1 - Composi¢do das emulsdes

Lipideo Agua Mistura de
Tween®
Ensaios microalgal destilada solventes Emulsificagao
80 (%)
(mg) (mL) (mL)
Chlorella pyrenoidosa
1 400 80 90 1 UT
2 400 80 90 0,2 UT
3 400 80 90 0 UT
4 400 80 90 0 UT +BU
5 400 80 90 0,2 UT +BU
6 400 80 90 1 UT +BU
Chlorella minutissima
7 400 80 90 0 UT
8 400 80 90 0 UT +BU

UT: Ultra Turrax; BU: Banho ultrassonico.
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3.6.4.4 Analise do tamanho das gotas

O diametro médio das goticulas de dleo dispersas em 4gua foi determinado
pela técnica de espalhamento de luz dinamico (DLS), em que 0,5 mL das amostras
foram diluidos em 6 mL de agua deionizada, homogeneizados até a completa disperséo
e submetidos a andlise para a determina¢do do tamanho das gotas e do indice de
polidispersdo. O equipamento utilizado era composto de laser helio - nednio 35 mW,
comprimento de onda laser de 632,8 nm, goniometro BI-200SM e tubo
fotomultiplicador 9000 AT. As analises foram realizadas utilizando filtro de 400 um,
angulo de 90 °, temperatura de 18 °C e tempo de duracdo de 2 min. O raio
hidrodindmico (R) foi determinado utilizando a equacdo de Stokes-Einstein

(R= (kBT /6mnD), onde kB é a constante de Boltzmann, 7 ¢ a temperatura (em K),
Dé o coeficiente de difusdo e 77 ¢ a viscosidade do meio. Todas as emulsdes foram

filtradas a vacuo com filtro de 0,45 um, antes de proceder a medida de tamanho das

gotas.

3.6.4.5 Determinacio do potencial zeta

O potencial zeta foi determinado pela mensuragdo da mobilidade
eletroforética da particula, que relaciona a velocidade de uma particula sob a agdo de
um campo elétrico ao potencial eletrocinético da mesma. Um volume de 0,5 mL das
amostras foi diluido em 6 mL de agua deionizada, homogeneizados até a completa
dispersdo e submetidos a andlise para a determinag@o do potencial zeta (Zeta Potential
Analyzer 31450, Zeta PALS, Brookhaven Instruments). Os resultados correspondem a
média de trés leituras com os respectivos desvios padrdo. As analises foram realizadas a
temperatura de 20 °C e tiveram a durag@o de 2 min. Todas as emulsdes foram filtradas a
vacuo com filtro de 0,45 pum e procedeu-se a medi¢do do pH antes de realizar a medida

do potencial zeta.
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3.6.4.6 Microscopia dtica

Foi realizada microscopia otica (Axiolab Al, Carls Zeiss, Alemnaha) com
objetiva de 40X de todas emulsdes preparadas somente para verificagdo visual das

goticulas de 6leo dispersas em agua.

3.6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta as imagens obtidas por microscopia otica das emulsdes
preparadas sob diferentes concentragdes de tensoativo comercial e método de

emulsificagdo.

Figura 1 - Microscopia otica das diferentes emulsdes preparadas com alta energia de
emulsificagdo
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Através da técnica de microscopia otica (Figura 1) foi possivel constatar a
existéncia de goticulas de 6leo dispersas na fase aquosa, mesmo havendo diferencas
quanto ao método de emulsificacdo aplicado e a existéncia ou ndo de tensoativo
comercial (Tween®80) na composi¢do da emulsio.

A Tabela 2 apresenta o didmetro médio das gotas, potencial zeta e pH das

diferentes emulsdes.

Tabela 2 - Diametro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta das diferentes

emulsdes 6leo em agua

Didmetro médio Potencial zeta

Ensaios pH
(nm) (IP) (mV)
1 324,7 (0,377) -42.,46+0,38 5.5
2 240,6 (0,231) -35,36+1,18 5,0
3 187,9 (0,114) -41,754+0,99 5.3
4 199,7 (0,089) -33,64+1,23 5,0
5 265,1 (0,373) -31,35+0,53 5,0
6 209.,9 (0,418) -37,62+0,99 5.5

IP: indice de polidispersdo, n = 3.

As andlises de DLS e potencial zeta (Tabela 2) foram realizadas apenas uma
vez, no 18° dia (ensaios 1, 2 e 3) e 12° dia (ensaios 4, 5 e 6) apos a preparagdo das
nanoemulsdes (tempo zero). As amostras dos ensaios 7 ¢ 8 ndo foram submetidas a
determinagdo do tamanho das gotas, verificagdo do indice de polidispersdo e potencial
zeta, pois houve separacgdo das fases apds 3 h e 48 h de preparo, respectivamente.

Os resultados da Tabela 2 mostram que as emulsdes apresentaram tamanho
de particula pequeno variando de 187,9 nm (ensaio 3) a 324,7 nm (ensaio 1) e baixo
indice de polidispersdo variando de 0,089 (ensaio 4) a 0,418 (ensaio 6).

De acordo com Ragelle et al. (2012), o indide de polisipersao (IP), mostra a
polidispersdo da emulsdo variando de 0 a 1. Ou seja, ¢ uma medida adimensional da
amplitude da distribuicdo de tamanho de particula. Quanto menores os valores deste
indice, isto é, menores que 0,3, mais monodispersa ¢ a suspensao.

A emulsao do ensaio 3, elaborada sem adi¢do de tensoativo e utilizando

somente Ultra Turrax para a homogeneiza¢do e quebra de particulas, foi a que
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apresentou menor diametro de gota (187,9 nm) e indice de polidispersdo correspondente
a 0,114 nm. Este resultado indica que esta emulsdo apresenta boa estabilidade, uma vez
que mantém estas caracteristicas no 18° dia apds ter sido preparada.

Estudos de preparagdo de nanoemulsdes d6leo em agua com adi¢do de
solvente foram realizados por Trotta et al. (2001) e Bouchemal et al. (2004). No estudo
realizado por Bouchemal et al. (2004), foram preparadas varias emulsdes com diferentes
tipos de dleo, e o didmetro médio das gotas variou de 171 nm a aproximadamente 950
nm.

No estudo realizado por Trotta et al. (2001), em que foi utilizado o Ultra
Turrax e o tensoativo Tween®80, com diferentes solventes, verificou-se que os
tamanhos das gotas foram de 215 nm, 232 nm, 278 nm quando as emulsdes foram
preparadas com 0,2 % de Tween®80 e com os solventes alcool benzilico, lactato de
butilo e triacetina, respectivamente. Valores intermediarios de diametro de gota (240,6
nm - ensaio 2 € 265,1 nm - ensaio 5) utilizando 0,2 % de Tween®80, foram obtidos
nesse estudo, em que foi utilizado 6leo de origem microalgal e a mistura dos solventes
cloroférmio e metanol (2:1).

Observou-se dentre estas duas emulsdes (ensaios 2 e 5), que aquela
correspondente ao ensaio 5 apresentou maior didmetro de gota, o que ndo era esperado
j4 que a mesma foi preparada utilizando o método conjunto de emulsificagdo (Ultra
Turrax + banho ultrassonico), e além disso, a medida do tamanho das gotas foi realizada
em menor tempo (no 12° dia apds o preparo).

Através da Tabela 2 é possivel verificar que os valores de didmetro de gota
foram maiores quando as emulsdes foram preparadas com adi¢do do tensoativo
Tween®80 (ensaios 1, 2, 5 e 6). Este resultado ndo era esperado uma vez que o
tensoativo tem a func¢do de adsorver na interface entre a fase dispersa e continua durante
o processo de emulsificacdo e prevenir fenomenos como floculagdo e coalescéncia. O
Tween®80 ¢ um tensoativo ndo idnico com elevada cadeia carbonica, ¢ ao se distribuir
na interface 6leo/dgua, € possivel que tenha contribuido para o aumento do diametro da
gota da emulsdo devido ao seu elevado peso molecular, que € de 1310 g/mol. Ja o peso
moleuclar do 6leo vai depender da sua composi¢do, que nas microalgas estd na forma de
triacilglicerdis (combinacdo do glicerol com 4cidos graxos). Desta maneira, acredita-se

que as amostras 3 e 4 tenham apresentado os menores didmetros de gotas em fungdo da
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auséncia do tensoativo comercial na emulsdo e também pelo peso molecular do éleo da
microalga ser possivelmente menor que o do Tween®80.

O potencial zeta () é um parametro que avalia a estabilidade da emulsio.
Pode ser definido como a diferenga de potencial entre a superficie de ions fortemente
ligados ao redor da particula e uma regido neutra (ndo carregada da solug¢do). Além
disso, ele determina a repulsdo eletrostatica entre as gotas de 6leo dispersas em agua.
Quanto maior € a repulsdo de cargas entre duas gotas proximas, menor a sua interago e
portanto, menor tendéncia a floculacéo e coalescéncia (MORALIS et al., 2006).

Neste contexto, quando se tem valores iguais ou maiores que 30 mV, em
modulo, significa dizer que a for¢a repulsiva da dupla camada idnica é maior que a
forca atrativa de van der Waals, e portanto garantem estabilidade eletrostatica razoavel
da emulsdo (ROLAND et al., 2003), evitando assim o chamado envelhecimento de
Ostwald e posterior separacdo de fases.

Baseado nestas afirma¢des encontradas na literatura € possivel dizer que
todas as emulsdes (ensaios 1 a 6) inclusive aquelas preparadas sem adi¢do do tensoativo
comercial (Tween®80) apresentam estabilidade eletrostatica, uma vez que os valores de
potencial zeta, em modulo, variaram de 31,35 mV a 42,46 mV. As emulsdes preparadas
sem adi¢do de Tween®80 (ensaios 3 e 4) apresentaram estabilidade, com valores de
potencial zeta de 41,75 mV e 33,64 mV, respectivamente. Isto pode ter acontecido,
devido a existéncia de biosurfatante produzido pela microalga que é componente da
fragdo insaponificavel dos lipideos totais. Além disso, estas emulsdes foram mais
monodispersas com relagdo as demais, uma vez que os valores de indice de
polidispersdo foram os menores.

Além disso, segundo Tadros et al. (2004) e Morais et al. (2006b), o
potencial zeta ndo € um parametro critico, porém deve ser considerado, para emulsdes
preparadas com tensoativos ndo ionicos, como por exemplo o Tween®80 utilizado
nesse estudo, devido a carga eletronica ndo significativa e ao tamanho ocupado pelos

grupos polares na interface.
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3.6.6 CONCLUSAO

Nanoemulsdes com tamanho de gota de 6leo variando de 187,9 nm a 324,7
nm foram obtidas utilizando o lipideo extraido da microalga (comercial), como fase
oleosa da emulsdo. Os menores diametros de gota (187,9 nm e 199,7 nm) e menores
indice de polidispersdo (0,114 e 0,089) foram obtidos quando ndo se utilizou o
tensoativo comercial Tween®80. As nanoemulsdes preparadas com biomassa
comercial apresentaram caracteristica de boa estabilidade, indicada pelos valores, em
modulo, do potencial zeta maiores que 30 mV.

As nanoemulsdes, por apresentarem escala reduzida de tamanho
proporcionam diversas potencialidades tal como a melhora da biodisponibilidade e
solubilidade de diferentes ingredientes funcionais, como por exemplo os acidos graxos.
Além disso, estas nanoemulsdes apresentam ainda mais vantagens quando s&o
preparadas utilizando dleos ricos em ®3 (&cidos graxos poli-insaturados (PUFAs)), tal
como o lipideo, rico em PUFAs, extraido da biomassa de microalga.

Estudos mais aprofundados das condi¢cdes de preparo das nanoemulsdes
ainda devem ser realizados, utilizando tanto o lipideo extraido da biomassa comercial
quanto o obtido da biomassa cultivada em laboratorio, a fim de se obter nanoemulsées

mais estaveis.
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4.1 CONCLUSAO GERAL

As microalgas constituem fonte alternativa potencial na obtenc¢do de 4cidos
graxos essenciais, sendo estes os precursores de metabolitos bioativos, que estdo
envolvidos em diversas fun¢des fisiologicas no organismo humano. O consumo de ®3
obtido de microalgas ¢ benéfico para o desenvolvimento neural, além de prevenir
problemas corondrios, cancer, hipertensdo, diabetes, fibrose cistica, artrites, asma,
esquizofrenia e depressao.

Nos cultivos das microalgas do género Chlorella realizados com os Meios
BG11 e Basal padrdes, o Meio BG11 favoreceu a produgdo de biomassa, enquanto que
o Meio Basal foi eficiente na obtencdo de PUFAs e 4cidos graxos essenciais. A
concentragdo celular maxima obtida foi 1,62 g.L™' para a microalga Chlorella sp. em
Meio BG11 adicionado de 10 g.L™" glicose. O maior contetdo lipidico (22,4 %p/p) foi
obtido no cultivo da microalga Chlorella homosphaera com Meio BG11 adicionado de
10 g.L"' glicose. As maiores concentragdes de PUFA (35,25 %p/p) e 4cidos graxos
essenciais w6+m3 (35,05 %p/p) foram obtidos pela mesma microalga (Chlorella
homosphaera), porém quando cultivada em Meio Basal sem adi¢do de glicose. O perfil
de 4cidos graxos mostrou o acido oléico (C18:1n9) como o mais abundante (35,1 %p/p)
na biomassa de Chlorella sp. em Meio Basal adicionado de 10 g.L™' glicose. No entanto,
o acido graxo saturado que apareceu em maior concentracdo (32,7 %p/p) foi o acido
araquidico (C20:0) no cultivo de Chlorella minutissima em Meio Basal sem adi¢do de
glicose.

O planejamento experimental do tipo 2% com trés pontos centrais realizado
para a microalga Chlorella homosphaera mostrou que o cultivo realizado com 5 g.L™!
de glicose e 1,5 g.L”' de NaNOs apresentou maior producdo de biomassa (1,22 g.L™) e
maior produtividade lipidica (13,07 mg.L™".d™"), com predominancia dos acidos graxos
palmitico (C16:0 - 23,6 %p/p) e linoléico (C18:1n9 - 22,4 %p/p). A concentracdo de
NaNOs; influenciou significativamente (p<0,10) a concentracdo de lipideos totais. A
interagdo entre as variaveis de estudo concentragdo de glicose e concentragdo de NaNO;
influenciou significativamente (p<0,10) a concentragdo de lipideos totais e a

concentracdo maxima de biomassa.
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O planejamento experimental do tipo 2* com trés pontos centrais realizado
para a microalga Chlorella minutissima mostrou que quando a microalga foi cultivada
com 9 g.L"" de glicose e 0,2 g.L”! de NaNOjs (ensaio 2) apresentou maior produtividade
lipidica (25,27 mg.L™".d"), com predominancia do 4cido graxo oléico (C18:1 - 55,1
%p/p) e maior producdo de biomassa (0.89 g.L'). A concentracio de glicose
influenciou significativamente (p<0,05) a concentragcdo de lipideos totais. Além disso,
ambas variaveis de estudo (concentragcdo de glicose e de NaNOs) ndo possuem efeito
significativo (p<0,05) na concentra¢do maxima de biomassa.

O cultivo heterotréfico de Chlorella € eficaz na produgdo de acidos graxos
poli-insaturados, em especial os acidos graxos essenciais. Estes podem ser utilizados
para a alimentag?o, ja4 que o metabolismo humano nfo ¢ capaz de sintetiza-los. Além
disso, podem contribuir na preven¢do e atenuagdo de problemas cardiacos, doengas
cronicas e controle do colesterol. Além disso, dependendo da espécie que esta sendo
cultivada é possivel obter elevadas concentragdes de lipideos utilizando menor
concentracdo de glicose e/ou de NaNOsj, resultando em menores chances de
contaminagdo por micro-organismos indesejados, menores custos de producdo de
biomassa e de lipideos que podem ser utilizados na elabora¢do de alimentos funcionais.

Nanoemulsdes com tamanho de gota de 6leo variando de 187,9 nm a 324,7
nm foram obtidas utilizando o lipideo extraido da microalga (comercial), como fase
oleosa da emuls@o. Os menores diametros de gota (187,9 nm e 199,7 nm) e menores
indice de polidispersdo (0,114 e 0,089) foram obtidos quando ndo se utilizou o
tensoativo comercial Tween®80. As nanoemulsdes, preparadas com lipideo de
biomassa microalgal comercial, apresentaram caracteristica de boa estabilidade,
indicada pelos valores, em mddulo, do potencial zeta maiores que 30 mV. No entanto,
ainda s3o necessarios maiores estudos das condigdes de preparo das nanoemulsdes,
utilizando o lipideo extraido da biomassa comercial e o obtido da biomassa cultivada

em laboratorio, objetivando producdo de nanoemulsdes com maior estabilidade.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Estudar tipos e concentragdes de antibioticos para cada espécie de Chlorella quando
cultivada de modo heterotréfico;

- Avaliar o uso de fontes alternativas de carbono e nitrogénio renovaveis a fim de
reduzir custos em cultivos de microalgas;

- Realizar cultivo heterotrofico em batelada alimentada da fonte de nitrogénio;

- Estudar a producdo de lipideos em reatores agitados mecanicamente com volume qutil
de5L;

- Testar as concentragdes e a mistura de dois tensoativos (um hidrofilico e outro
hidrofobico) na preparacdo das emulsdes;

- Nanoencapsular os lipideos e &cidos graxos obtidos dos cultivos heterotroficos
utilizando o método de spray drying;

- Verificar a eficiéncia de nanoencapsulagdo dos lipideos e acidos graxos de origem

microalgal.



