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SILVA, Helder Rodrigues. Producédo de microalga Neochloris oleoabundans em
diferentes sistemas de cultivo. 2016. 112. Tese de Doutorado em Agronomia —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

As microalgas representam um grupo bastante heterogéneo de microrganismos
fotossintetizantes que apresentam ampla versatilidade metabdlica, cuja biomassa
contém multiplos produtos de interesse biotecnoldgico, tais como; lipidios, proteinas
e pigmentos. A forma de nutricdo em meio de cultivo é uma possibilidade para
melhorar a produtividade, sendo que a nutricdo mixotrofica se apresenta como uma
das alternativas. O objetivo deste trabalho foi cultivar a microalga Neochloris
oleoabundans de forma autotréfica e mixotréfica em sistemas abertos e fechados
para obtencdo de produtos biotecnologicos. Os experimentos foram realizados no
Instituto Agronédmico do Parana (IAPAR) e na Universidade Estadual de Londrina
(UEL). A estirpe de microalga utilizada foi a Neochloris oleoabundans. Os meios de
cultura utilizados foram o BBM- Bold Basal Medium e o MH- meio hidropénico,
ambos suplementados com extrato de levedura, estimulando a nutrigdo mixotrofica.
Para o cultivo em maior escala foi utilizado fotobiorreatores tubulares construidos em
polietileno de baixa densidade e tanques abertos. A colheita da microalga em meio
de cultivo foi realizada por centrifugacéo e floculagdo, com posterior retirada de
sobrenadante e obtencdo da biomassa umida, que foi seca em estufa ou liofilizada.
Foram analisadas a produtividade e as caracteristicas bioquimicas da biomassa
produzida, avaliando a contagem celular, densidade O6ptica, pH, determinagcéo da
biomassa seca, teor de lipidios, proteinas, clorofila a e b, carotenoides totais e
anadlise das caracteristicas fisico- quimica dos lipidios totais por ressonancia
magnética nuclear RMN de 'H. As andlises dos resultados foram realizadas pela
metodologia de superficie de resposta, ANOVA, teste F e Tukey 5%. A
produtividade de biomassa, teor de lipidios, teor de proteinas, clorofila a, b e
carotenoide total da microalga N. oleoabundans foram influenciados pelos fatores
abidticos em meio de cultivo, etapas de colheita e secagem da biomassa. Houve
variagdes na producio de biomassa seca g L™ de 0,05 a 5,0 g L™, no teor de lipidios
foi de 4 a 35%, no teor de proteinas de 22 a 40%, nos teores de clorofila a foram de
0,15 a 26 mg L™, carotenoides totais de 0,2 a 8,7 mg L. Na caracterizagdo dos
lipidios totais extraidos de N. oleoabundans, existe semelhan¢a quando comparado
com Oleo de soja bruto. A otimizagdo do meio de cultivo € uma estratégia para
aumentar a produtividade de N. oleoabundans. A biomassa de Neochloris
oleoabundans possui composicdo diversificada que pode ter diversas aplicacdes
biotecnolégicas desde biocombustiveis ao uso como biofertilizante ou bioestimulante
na agricultura.

Palavras-chave: Microalga. Sistemas de Cultivo. Fotobiorreator. Métodos de
Colheita.



SILVA, Helder Rodrigues. Production of microalgae Neochloris oleoabundans in
different culture systems. 2016. 112. Doctoral Thesis in Agronomy — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

Microalgae are a very heterogeneous group of photosynthetic microorganisms that
have wide metabolic versatility, whose biomass contains multiple products of
biotechnological interest, such as; lipids, proteins and pigments. The form of nutrition
in the culture medium is a possibility to improve productivity and mixotrophic nutrition
is presented as an alternative. The aim of this study was to cultivate microalgae
Neochloris oleoabundans of autotrophic and mixotrophic form in open systems and
closed to obtain biotechnological products. The experiments were conducted in
Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) and on Universidade Estadual de Londrina
(UEL). The microalgae strain used was N. oleoabundans. The culture media used
were BBM- Bold Basal Medium and the MH- medium hydroponic, both supplemented
with carbon sources, stimulating nutrition mixotrophic. For cultivation on a larger
scale tubular photobioreactors used was constructed of low density polyethylene and
open ponds. The harvest from the microalgae in the culture medium was carried out
by centrifugation and flocculation, followed by removal of supernatant and obtaining
the wet biomass, which was oven dried or lyophilized. Productivity and biochemical
characteristics of the biomass produced were analyzed by evaluating the parameters
cell count, optical density, pH, determination of dry biomass, lipid content, protein,
chlorophyll a and b, carotenoids and analysis of chemical physical characteristics of
total lipids resonance 'H NMR nuclear magnetic. The analysis the results was
performed by response surface methodology, ANOVA, F test, and Tukey 5% test.
The productivity of biomass, lipid content, protein content, chlorophyll a, b and the
total carotenoid from the microalgae N. oleoabundans was influenced by abiotic
factors in the culture medium, harvesting and drying of biomass. In the experimental
results, changes were observed in the production of dry biomass L™ g 0.05t0 5.0 g L
in lipid content was 4 to 35%, the protein content 22 and 40%, in the chlorophyll a
content were 0.15 to 26 mg L carotenoids from 0.2 to 8.7 mg L. In the
characterization of total lipids extracted from N. oleoabundans, we observed some
similarity when compared with crude soybean oil. The optimization of the culture
medium is a strategy to increase the productivity of N. oleoabundans. The biomass
has diversified composition with various biotechnological applications from biofuels
for use as bio-fertilizer and bio-stimulant in agriculture.

Keywords: Microalgae. Cultivation Systems. Photobioreactor. Harvesting Methods.
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1 INTRODUCAO

Microalgas compreendem um grupo polifilético de microrganismos
fotossintetizantes, composto por organismos eucariotos e procariotos, que possuem
a capacidade de fixagdo de CO,, o que resulta na geragédo de varios componentes
em suas células, além de energia e oxigénio.

A biomassa de microalgas tem sido evidenciada em pesquisas
cientificas, principalmente pela producdo de metabdlitos, que podem ter diversas
aplicagdes biotecnoldgicas, como matéria prima em diversas aplicagbes industriais:
desde alimentagcdao de peixes, alimentacdo humana, compostos nutracéuticos,
industrica farmacéutica e biocombustiveis, principalmente biocombustiveis liquidos
(como biodiesel e bioetanol). A crescente demanda por combustiveis, aliada a
oscilagbes na cotagdo do petréleo e aos impactos ambientais gerados ao planeta
nos ultimos anos, tem intensificado a pesquisa por fontes alternativas de energia.

Atualmente, o homem explora em grandes propor¢cdes as fontes
convencionais de energia, principalmente fundamentadas em fontes ndo renovaveis,
como os combustiveis fésseis, cujo esgotamento € previsivel. As pesquisas tém
buscado a produgao de biocombustiveis sdlidos, liquidos e gasosos, principalmente
de segunda e terceira geragdao, como os oriundos de materiais lignocelulésicos, e a
partir de microrganismos, como as microalgas, que possam substituir os derivados
de petrdleo, com intensa preocupagao ambiental.

Os principais biocombustiveis liquidos produzidos sio: bioetanol e
biodiesel. O biodiesel € uma alternativa energética que pode substituir o éleo diesel,
usado em motores diesel e ou estacionarios. Varios 6leos vegetais ja foram testados
na producdo do biodiesel, tais como: canola, soja, pinhdo-manso, milho, girassol,
mamona e algodao, entre outros, e cada um confere caracteristicas especificas aos
biocombustiveis. Entretanto, a matéria-prima principal predominante no Brasil € a
soja. De acordo com este cenario, tornam-se de grande importancia as pesquisas
para obtencdo de matérias primas oleaginosas, proteicas e com alto potencial para
aplicagdes biotecnolégicas, como as microalgas. Neste contexto, o objetivo desta
pesquisa foi cultivar a microalga Neochloris oleoabundans de forma autotréfica e
mixotrofica em sistemas abertos e fechados para obtencdo de produtos

biotecnolégicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICROALGAS

Os termos microalgas (algas com dimensdes microscopicas) e
macroalgas (com dimensdes macroscopicas) designam organismos unicelulares e
multicelulares, com habitos planctonicos e bentdnicos, porém, muito distantes entre
si quanto a origem, composi¢ao quimica e morfologia (LOURENCO, 2006).

As microalgas e macroalgas integram um universo de
microrganismos fotossintetizantes aquatico-terrestre ou marinho, geneticamente
subdivido em eucaridticos (unicelulares, as vezes formando agregados maiores e
pluricelulares) as eubactérias e arqueobactérias (procaridticas) (LOURENCO, 2006;
CHACON-LEE; GONZALEZ-MARINO, 2010).

O termo microalgas estd dividido em dois grupos distintos,
consoante a sua estrutura celular que inclui organismos com estrutura celular
procariotica, com representantes nas divisbes Cyanophyta (cianobactérias) e
Prochlorophyta, com estrutura celular eucariética, com representantes nas divisdes
Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta (Prymnesiophyta)
Heterokontophyta (Bacillariophyceae, Chrysophyceae, Xantophyceae etc.),
Cryptophyta e Dinophyta (HOEK, C., 1995; DERNER et al., 2006).

S&o consideradas um dos organismos mais antigos da Terra,
existindo ha aproximadamente 3,5 bilhdes de anos e reconhecidas como os
organismos que deram origem a todos os outros vegetais existentes e,
possivelmente, foram as responsaveis pela producdo e pelo acumulo de O; na
atmosfera primitiva, desempenhando, ainda hoje, papel importante na manutengéo
dos niveis desse gas (RAVEN, 2001).

Para a classificagdo das microalgas, sao realizados uma série de
fatores para descrigao taxonémica. Os pigmentos fotossintéticos e as caracteristicas
presentes nas células de microalgas, como a natureza quimica dos produtos de
reserva, a composic¢ao e estrutura da parede celular, a morfologia das organelas, a
presenca ou auséncia de flagelos e a forma de divisdo celular, apresentam um papel

importante (HOEK, 1995). Dos organismos fotossintetizantes, as microalgas s&o
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mais eficientes no uso do CO, do que as plantas superiores, podendo fixar grandes
quantidades de CO; por unidade de area de terra (BROWN; ZEILER, 1993).

Estudos mostram que podem existir mais de 200.000 representantes
incluidos no termo microalgas, mas o numero total de espécies ainda é
desconhecido. Essa diversidade também se reflete na composigao bioquimica e,
desta forma, as microalgas sao fontes de varios produtos biotecnolégicos (CHEN;
SUTTLE, 1995; HOFLE et al., 1999; EKPENYONG, 2000; GARCIA-PICHEL et al.,
2001; DANG; LOVELL, 2002; BADGER; PRICE, 2003; BARSANTI; GUALTIERI,
2006; DEL CAMPO et al., 2007; CARON et al., 2009).

Comercialmente, sao utilizadas varias espécies de microalgas para
producdo de biomassa, que pode ser utilizada como matéria prima na industria
alimenticia (SPOLAORE et al., 2006). Este mercado € bem desenvolvido em paises
como Franca, Estados Unidos, China e Tailandia, utilizando-a na produgao de
massas, paes, iogurtes e bebidas (PULZ; GROSS, 2004).

O uso de microalgas na alimentagdo humana remonta a tempos
longinquos: onde antigas tribos africanas do Chade e indios Aztecas utilizavam sua
biomassa para consumo como fonte de proteinas (DERNER et al.,, 2006). No
entanto, a primeira comercializagao de microalgas como fonte nutricional, realizou-se
somente em 1960 no Japao (BOROWITZKA, 1999).

Devido ao alto teor de proteinas na biomassa (chegando proximo a
60 %) a microalga Spirulina sp. foi introduzida no mercado americano e em outros
paises. Atualmente, o comércio de produtos, gerados a base de biomassa de
microalgas sofreu uma vasta expansao, de tal modo que, paises como Brasil,
Taildandia, Franga, México e Israel tornaram-se produtores de biomassa de
microalgas (BOROWITZKA, 1999; GRIMA et al., 2003; RICHMOND, 2004; DERNER
et al., 2006; SPOLAORE et al., 2006; AMBROSI et al., 2008).

A biomassa das microalgas vem se destacando como uma
promissora matéria prima para producao de biocombustiveis liquidos, principalmente
o biodiesel e o bioquerosene (BROWN; ZEILER, 1993; XU et al., 2006; SCHENK et
al.,, 2008; LEE et al., 2009; WANG et al., 2014; YOON et al., 2015; TANG et al.,
2016). Esta proposta foi destacada pela primeira vez na década de 1940; e, em
1990 uma extensa pesquisa sobre este assunto foi desenvolvida nos Estados
Unidos (SHEEHAN et al., 1998).
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A biomassa de microalgas € evidenciada como uma fonte alternativa
de lipidios e carboidratos obtidos por meio de culturas de plantas, tanto para a
fabricagdo de biodiesel como para produgédo de bioetanol. Uma das vantagens da
producao de biocombustiveis obtida através do cultivo de microalgas esta associada
a menor utilizacdo de area para produzir uma quantidade equivalente ou maior de
biocombustivel, bem como a possibilidade e o aproveitamento de agua salina para o
cultivo (BROWN; ZEILER, 1993; FON SING et al., 2011).

2.2 CARACTERISTICAS DA ESPECIE NEOCHLORIS OLEOABUNDANS

A Chlorophyta Neochloris oleoabundans (syn. Ettlia oleoabundans)
(sphaeropleales, Neochloridaceae) UTEX # 1185, foi isolada na Arabia Saudita,
sendo considerada um microrganismo halotolerante (Figura 2.2). Portanto, esta
clorofita possui uma alta tolerancia a alcalinidade e a salinidade, sendo uma
microalga oleaginosa que produz alto teor de lipidios em sua biomassa, mesmo sob
condigbes  mixotroficas de crescimento (GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009;
BALDISSEROTTO et al., 2014).

Figura 2.1- Fotomicrografia 6ptica de células da microalga N. oleoabundans (UTEX
LB 1185).

10 M @ UT-Austin
1000

Fonte: UTEX. http://web.biosci.utexas.edu/utex/algaeDetail.aspx?algaelD=3623

Dentre as microalgas ricas em lipidios destinadas a produgao de
biocombustiveis, a Neochloris oleoabundans ganhou atengdo consideravel desde os

anos 1980, quando os primeiros estudos mostraram sua capacidade de acumular de
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35 a 54% de lipidios, contendo até 80% em triacilglicerol (tags), quando cultivada em
meio deficiente de nitrogénio (TORNABENE et al., 1983).

2.3 FORMAS DE NUTRICAO DE MICROALGAS

Microalgas integram um grupo diversificado de microrganismos que
possui ampla versatilidade metabdlica. As formas de nutricdo em cultivos podem
variar de acordo com a espécie utilizada, destacando-se as espécies
fotoautotréficas, heterotréficas e mixotroficas (SFORZA et al.,, 2010; MORALES-
SANCHEZ et al., 2013; VENKATA SUBHASH et al., 2014).

De acordo com Richmond (2004), os organismos autotroficos obtém
energia pela absorcdo da luz e redugdo de CO; por oxidagdo do substrato,
principalmente agua, com a liberagdo de O,. Organismos fotoautotréficos exigem
apenas ions minerais inorganicos, enquanto os fotoautétrofos obrigatérios séo
aqueles que n&do podem crescer no escuro. A maioria das microalgas pertence a
estas categorias, embora muitas requeiram minimas quantidades de vitaminas para

o crescimento (Figura 2.3).

Figura 2.2- Forma de nutricdo das microalgas, com destaque para as formas

autotroficas, heterotroficas e mixotroficas.
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Fonte: Adaptado de Richmond (2004).
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O crescimento fotoautotréfico em cultivo de microalgas necessita
principalmente de uma fonte de luz, que pode ser originada do sol ou de lampadas,
e de CO,. Comercialmente, este sistema de nutricdo de microalgas é muito utilizado
com aproveitamento da luz solar em tanques (raceway) (SPOLAORE et al., 2006;
CHISTI, 2007; SIRISANSANEEYAKUL et al., 2011) ou em fotobiorreatores (CHISTI,
2007; GRIMA et al., 2009). Uma das vantagens do cultivo em fotobiorreatores € a
menor taxa de contaminacido, o que pode resultar em aumento da produtividade
(RICHMOND, 2004; CHISTI, 2007).

No sistema de nutricdo heterotréfico, os microrganismos utilizam
compostos organicos produzidos por outros organismos para obter sua energia.
Varias espécies de microalgas podem ser cultivadas exclusivamente em substratos
organicos e esta opg¢ao tornou-se viavel em sistemas de produgdo em biorreatores
fechados para produgao de biomassa e biocompostos (RICHMOND, 2004).

Organismos fotoheterotréficos necessitam de luz como fonte de
energia para usar compostos organicos como nutrientes. Os compostos organicos
também podem satisfazer as necessidades de energia das microalgas. Na auxotrofia
as algas exigem apenas pequenas quantidades de compostos organicos, tais como
vitaminas e aminoacidos (RICHMOND, 2004).

O crescimento mixotréfico € equivalente as formas de nutricdo, a
autotrofia e a heterotrofia simultaneamente, sendo os compostos organicos e o CO,
necessarios para o crescimento (RICHMOND, 2004). Nesta forma de nutricdo, o C
inorganico oriundo do CO; é fixado por meio da fotossintese, que ¢é influenciada por
condigbes de iluminagao; enquanto os compostos organicos sao assimilados através
da respiragao aerobia, que € influenciado pela disponibilidade de carbono orgénico
(HU et al., 2012).

Umas das vantagens do cultivo mixotrofico esta relacionada a nao
dependéncia estritamente da fotossintese. A luz ndo é um fator limitante absoluto
para o crescimento de microalgas, uma vez que os compostos organicos podem ser
utilizados para o crescimento de microalgas; portanto, a fotoinibigdo pode ser
reduzida em culturas mixotréficas quando os niveis de iluminacdo estdo baixos ou
altos (ANDRADE; COSTA, 2007; ACIEN FERNANDEZ et al., 2013).

O cultivo mixotrofico pode incrementar a taxa de crescimento,

diminuir o ciclo de crescimento, reduzir a perda de biomassa em momentos sem
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iluminacéo, pois a respiracao celular pode aumentar a produtividade da biomassa.
Além disso, o COy, liberado pelas microalgas através da respiracdo aeroébica, pode
ser reutilizado para a fotossintese em meio de cultivo, o que aumenta a
produtividade de biomassa e lipidios quando comparado com as formas
heterotréficas (ANDRADE; COSTA, 2007; PARK et al., 2012). A nutricdo mixotrofica
pode também influenciar na redugcao de custos de producdo de biomassa lipidica,
um fator extremamente benéfico para a producéo de biodiesel de microalgas em
grande escala (WANG et al., 2014).

2.4 FATORES ABIOTICOS QUE INFLUENCIAM NO CRESCIMENTO DAS MICROALGAS

As microalgas possuem a capacidade adaptativa de modificar sua
composi¢cao bioquimica e ajustar seu metabolismo e morfologia em resposta as
condigdes ambientais (LEONARDI et al., 2011). Por exemplo, quando um cultivo &
exposto a condi¢gdes de estresse tais como alta intensidade de luz ou falta de
nutrientes, uma das respostas na composi¢cao bioquimica das células pode ser a
maior acumulagao lipidios (MATA et al., 2010; POPOVICH et al., 2012).

Os fatores abidticos tais como o fotoperiodo, a temperatura, a
velocidade de homogeneizagdo do cultivo, o pH e a concentragdo inicial de
nutrientes, tém sido descritos como as principais variaveis que influenciam o
crescimento de microalgas (LEE, 2001; HARUN et al., 2010; GONZALEZ-
FERNANDEZ et al., 2011).

Em ambiente natural ou em sistemas de produgdo de cultivos de
microalgas, o crescimento de uma populacdo é o resultado da interagdo entre
fatores bioldgicos, quimicos e fisicos. Os fatores bioldgicos estdo relacionados as
taxas metabdlicas da espécie cultivada, bem como a possivel influéncia de
organismos contaminantes. Quanto aos fatores fisico-quimicos que interferem no
crescimento das microalgas sao principalmente reportados estudos sobre pH, luz,
temperatura, salinidade e disponibilidade de nutrientes (RICHMOND, 2004;
RICHERT et al., 2005; MIAO; WU, 2007).
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2.4.1.1 Meio de Cultura

Meios de cultura resultam da associagao qualitativa e quantitativa de
substancias que fornecem os nutrientes necessarios ao desenvolvimento do cultivo
de microrganismos fora do seu meio natural. Esse meio deve suprir todas as
necessidades nutritivas do microrganismo para a sintese do material celular e a
producao de metabdlitos de interesse industrial (COSTA; BARBOZA; MIYAZAWA,; et
al., 2014). Os meios de cultivo sdo fontes dos elementos constituintes dos
organismos em cultivo, os quais sdo estimulados a crescer exatamente pelo
oferecimento dos componentes presentes nos meios, podendo ser definido como o
ambiente especifico e finito que contém os nutrientes e elementos necessarios para
o desenvolvimento de vegetais, animais e microrganismos em cultivo (LOURENCO,
2006).

O meio de cultivo influencia diretamente no crescimento celular, bem
como na composi¢cao bioquimica da estirpe cultivada. Os elementos nutritivos mais
importantes sao (C), (N), (POs), (Mg), (K) e (Ca). Entretanto (Mn) e (Co) favorecem
suas atividades vitais e as fontes de carbono podem ser utilizadas para favorecer o
crescimento (RICHMOND, 2004).

Para alcangcar o pleno desenvolvimento de um processo
biotecnoldgico, devem-se cultivar células microbianas em meios de cultivo sintéticos
(quimicamente definidos) e meios complexos. Normalmente, os meios sintéticos sao
utilizados em trabalhos experimentais em laboratério ou para o crescimento de seres
autotroficos, ja os meios complexos sdo aqueles que apresentam algum componente
com composi¢ao variavel, como extrato de leveduras, carne, plantas ou produtos da
digestdo proteica ou peptonas (TORTORA et al., 2006; COSTA; BARBOZA;
MIYAZAWA,; et al., 2014).

A fonte de (C) que contribui para o crescimento fotossintético e
autotrofico das microalgas é o didxido de carbono. No ar atmosférico somente 0,03%
€ CO,. Desta forma, se faz necessaria a adicdo de CO, em alguns sistemas de
cultivo (LOURENCO, 2006). Zeng et al. (2011) verificaram que a agdo do homem é
responsavel pelo aumento da emisséo de gases que provocam o efeito estufa e a
fixagdo de gas carbbdnico pelo cultivo de microalgas € um dos métodos mais

promissores para a redugéo desses gases.
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A composicao nutricional do meio de cultivo depende do
microrganismo que esta sendo cultivado, pois cada um possui vias metabdlicas
especificas para obtengdo de energia e a producdo de metabdlitos. Portanto, a
variedade de espécies e cepas e a diversidade de tipos de microrganismos podem
determinar especificidades com relacdo as necessidades nutricionais (COSTA;
BARBOZA; MIYAZAWA,; et al., 2014).

2.4.1.2 pH do meio de cultivo

O pH é o principal fator na produgao de microalgas e seu controle é
essencial para que os componentes do meio de cultivo sejam absorvidos,
influenciando a disponibilidade de varios elementos quimicos. Determina a
solubilidade de dioxido de carbono e minerais no meio e influencia direta ou
indiretamente o metabolismo das algas (COSTA; BARBOZA; MIYAZAWA,; et al.,
2014).

O desenvolvimento de tecnologias sustentaveis para o cultivo em
fotobiorreatores em escala piloto e industrial requer instrumentos de monitoramento
e controle das variaveis, para apoiar o desenvolvimento de protocolos operacionais,
alcancar o desempenho estavel e a rastreabilidade do processo. Para isso, é
necessario o conhecimento dos processos fisico- quimicos e biolégicos da cultura
(IFRIM et al., 2014).

A composicdo e a capacidade tamponante do meio, a quantidade de
dioxido de carbono dissolvido, a temperatura e a atividade metabdlica das células
influenciam no pH de cultivo (BECKER et al., 1988). O aumento da densidade celular
faz com que a atividade fotossintética reduza o teor de CO, em meio de cultivo
aumentando, consequentemente, o pH. Esse aumento faz com que ocorra a
formagdo de gas amoénio a partir da dissociagao do ion aménio que € toxico para
microalgas (COSTA; BARBOZA; MIYAZAWA,; et al., 2014).

O crescimento de microalgas em cultivo envolve o consumo de CO;
dissolvido no meio, aumentando o pH do sistema, que pode atingir niveis elevados,
como 9,0 a 9,5, sendo toxicos para muitas espécies; desta forma, sado utilizados
tampdes nos meios de cultivo para proporcionar variagcbes mais discretas de pH,

dentro de niveis tolerados pelas espécies. Variagcbes do pH em culturas de
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microalgas também ocorrem devido ao consumo de substratos, a solubilizagédo e a
degradacao de metabdlitos produzidos (GRIMA et al., 1999).

Em grandes sistemas de produgdo de microalgas, sao utilizadas
outras técnicas para o controle do pH (devido ao custo do uso de tampdes em
grandes quantidades), como o bombeamento de ar natural ou enriquecido com CO..
O enriquecimento com CO,, além de auxiliar no controle do pH, contribui para
estimular o crescimento de microalgas por ser fonte de carbono (LOURENCO,
2006).

2.4.1.3 Luminosidade

De acordo com Raven et al. (2001) a faixa de aproveitamento da
radiacao luminosa para a fotossintese acontece entre 400 e 700 nm. Esta faixa
representa 50% da radiagao solar, que proporciona intensidade de 800 a 1.000 W
m? (CARIOCA; ARORA, 1984; RAVEN et al., 2001).

A producdo de biomassa e a taxa de crescimento das culturas sao
influenciadas pela quantidade de energia luminosa recebida pelas células, que ira
repercutir na quantidade de carbono fixado. A luz ¢é essencial para o
desenvolvimento das microalgas fotoautotroficas (COSTA; BARBOZA; MIYAZAWA,
et al., 2014). O fotoperiodo &€ um fator de extrema importancia em cultivos,
principalmente os fotoautotroficos, pois a luz solar ou promovida por lampadas sera
fundamental para o ciclo fotossintético do microrganismo. Manter o nivel de luz
adequado durante todo o periodo do cultivo celular, ou utilizar de forma eficiente é
um fator de extrema importancia, expondo as células a pequenos periodos ciclicos
de claro/escuro (RICHMOND, 2004).

As microalgas néo fazem distingdo entre luz natural e artificial, mas
tém muita sensibilidade a altas intensidades luminosas, bem como a alteragdes do
ciclo claro/escuro. A produtividade de culturas fotoautotréficas € limitada,
principalmente devido ao fornecimento ndo homogéneo de luminosidade, o que gera
uma baixa eficiéncia de conversdo de energia no interior das culturas
(GROBBELAAR, 2000; ROCHA et al., 2003).

Na parte superficial dos cultivos, a luminosidade é elevada, mas a

absorcao e a reflexdo da luz resultam na diminuicdo da intensidade luminosa no
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interior das culturas de modo a influenciar a produtividade. Alta intensidade de luz na
parte superficial de cultivos pode causar a fotoinibicdo, diminuindo a eficiéncia
fotossintética e a produgéo de biomassa (JANSSEN et al., 2000).

Em cultivos abertos, o sol é o fornecedor de luz para o cultivo e, no
periodo noturno, a luz artificial adicional pode ser fornecida, a fim de obter melhor
eficiéncia no aproveitamento dos nutrientes dentro do menor tempo; além disso, uma
eficiente homogeneizacéo do meio de cultivo é fundamental para manter as células
em suspensao, em contato com a luz e com os nutrientes (SU et al., 2012). Este é
um fator de grande importancia nos sistemas produtivos de microalgas, pois
influenciara na eficiéncia fotossintética da microalga em seu meio de cultivo, sendo
esta a extensdo e a eficacia pela qual a luz € convertida em energia quimica na
estrutura celular, isto é, na producdo, manutencdo e armazenamento de produtos
metabdlicos (SIRISANSANEEYAKUL et al., 2011).

2.4.1.4 Temperatura

A temperatura € um fator de grande importancia para todos os
sistemas em cultivos de microalgas abertos ou fechados. Os efeitos deste fator
sobre o cultivo de microalgas em escala laboratorial foram pesquisados por varios
autores (MATA et al., 2010).

Esta variavel influencia a composicdo, a taxa metabdlica e o
crescimento celular das microalgas. Cada estirpe possui uma faixa de temperatura
ideal para o cultivo e o pleno desenvolvimento da cultura, em funcéo do local em que
a espécie foi isolada (COSTA; BARBOZA; MIYAZAWA,; et al., 2014).

A faixa de temperatura ideal para o crescimento esta situada entre
15 a 30 °C. As temperaturas mais baixas podem resultar em baixa atividade na
cinética metabdlica enquanto as mais elevadas podem dificultar o crescimento de
microrganismo pelo estresse oxidativo (GRIMA et al., 2009). Microalgas podem
suportar facilmente temperaturas de 15 °C abaixo, mas apenas de 2 a 4 °C acima de
sua temperatura ideal, podendo este fator resultar na perda total da cultura. Um dos
problemas que podem acontecer, principalmente em sistemas fechados, é o
superaquecimento em dias quentes, quando a temperatura pode alcancar a faixa de

55 °C; nesse caso, sistemas de evaporagao de agua para o resfriamento poderao
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ser utilizados para diminuir a temperatura para faixa de 20- 26 °C (MOHEIMANI,
2005).

2.4.1.5 Agitagdo e aeragéo do cultivo

A agitagdo e aeragcdo sao parametros de grande importancia no
cultivo de microalgas, responsaveis pela homogeneizagao e distribuicdo de células,
calor, metabdlitos e por facilitar a transferéncia de gases.

A aeracao dos cultivos permite que as células figuem suspensas no
meio de cultivo, melhorando a eficiéncia de utilizacdo da luz, favorecendo a troca de
gases, impedindo a estratificagao térmica, auxiliando na distribuicdo homogénia dos
nutrientes, evitando o acumulo de matéria organica no fundo do biorreator,
reduzindo a foto-oxidacdo, fatores estes que influenciam na produtividade de
biomassa (RICHMOND, 2004; COSTA; BARBOZA; MIYAZAWA,; et al., 2014).

Niveis ideais de agitacdo e aeragdo devem ser investigados a fim de
evitar o declinio na produtividade e favorecer a homogeneizagcdo do cultivo.
Especialmente na produgdo em larga escala, sdo primordiais para promover a
circulagdo rapida de células de microalgas do escuro para a zona de luz do
biorreator. Mas altas velocidades e graus de turbuléncia (devido a mecéanica de
mistura ou bolhas de ar) em liquidos podem danificar microalgas, causando tensao e
stress no cultivo (ERIKSEN, 2008).

2.5 SISTEMAS DE CULTIVO DE MICROALGAS

Os cultivos de microalgas em altas densidades e volumes
comegaram a ser desenvolvidos a partir de 1940, com dominio de técnicas para o
isolamento e composicdo do meio de cultivo. Estes experimentos foram realizados
de forma independente em paises como Estados Unidos, Alemanha e Japao.
Praticamente todos os estudos envolviam uma microalga bastante popular entre os
pesquisadores, a Chlorella, por apresentar caracteristicas rusticas e de facil cultivo,
sendo utilizados dois tipos basicos de sistemas: aberto em lagoas, e fechado, em

fotobiorreatores (LOURENCO, 2006). A maioria das microalgas cultivadas
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comercialmente se desenvolve em ambientes seletivos, como alta alcalinidade,
disponibilidade de nutrientes, alta salinidade (RICHMOND, 2004).

2.5.1 Sistemas Abertos de Cultivo

Os sistemas abertos de cultivo sdo classificados como extensas
lagoas sem homogeneizagao, lagoas circulares com a presenga de brago giratdrio,
lagoa em pista agitada com pas giratérias e sistemas inclinados formando uma
camada fina de espelho de meio de cultivo em forma de cascata. Existe uma
variedade de sistemas abertos com desenhos diferentes variando em tamanho,
material, tipo de construcdo, de agitacao e inclinagao, como verificado na Figura 2.4
(BOROWITZKA, 1999).

Essa forma de cultivo apresenta menores custos de construcdo e
operacao ao ser comparada com sistemas fechados de fotobiorreatores. Por essa
razado, a maioria dos produtores utiliza esta forma, apesar de apresentar
desvantagem quanto a contaminagao por outros microrganismos no sistema.

A maioria dos sistemas abertos sdo homogeneizados — por exemplo
com pas giratérias — pois o cultivo deve ser misturado movendo as microalgas da
parte inferior do tanque para a parte superior, maximizando a quantidade de luz que
as células recebem (RICHMOND, 2004).

Os sistemas de forma aberta operam em uma profundidade de 20 a
30 cm, pois a energia luminosa deve abranger toda massa celular disposta, no
cultivo (CHISTI, 2007). A profundidade também pode ser uma limitagédo, pois se a
pista ou lagoa apresentar uma deficiéncia de homogeneizacdo do cultivo ou
hidraulica, a superficie estara exposta a maiores intensidades luminosa, enquanto a
parte inferior do cultivo ndo recebera a mesma intensidade luminosa, causando uma
disparidade no cultivo (CHISTI, 2007).
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Figura 2.3- Lagoa em pista para cultivo de microalgas.

Fonte: Ciéncia e Cultura. http://cienciaecultura.bvs.br/pdf/cic/v60n2/a03v60n2.pdf

2.5.2 Sistemas Fechados

Séao classificados como reatores em forma de torre, placa, tubos,
sacos ou tanques de forma fechada. Construidos em vidro, tubos de Teflon
transparente, ou tubos de PVC transparente, sdo organizados em retas paralelas ou
helicoidalmente enrolados ao redor de um suporte central (TORZILLO et al., 1993).

O sistema na forma de torre consiste em cilindros verticais,
geralmente construidos em acrilico ou fibra de vidro. Outro sistema bastante
utilizado € composto por sacos plasticos transparentes (Figura 2.5), suportadas por
estrutura de metal, podendo ser apoiados ou pendurados nessa estrutura (CHISTI,
2007).

Sistemas de fotobiorreatores fechados em forma de placas podem
ser construidos com materiais que variam desde tanques de vidro e acrilico, até
estruturas de metal que possuem uma camada fina de sacos plasticos ou painéis
alveolares com divisérias internas (QIANG et al., 1998).

A circulagdo do meio de cultivo é realizada por injecdo de ar por
compressor. O controle de temperatura é feito por trocadores de calor ou

resfriamento evaporativo por asperséo de agua sobre a superficie do reator.
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Alguns fotobiorretores foram construidos em estufa, para controle de
temperatura. Um dos primeiros grandes fotobiorreatores tubulares tinha os tubos
flutuando em uma piscina grande para controle da temperatura (RICHMOND, 2004).
Uma das vantagens dos sistemas de cultivo de microalgas em fotobiorreatores do
tipo "fechado" é a capacidade de eliminar contaminagdo. No entanto, € impossivel
manter um grande sistema livre de contaminagdo. Uma das técnicas para
esterilizagao dos fotobiorreatores € o uso de vapor de agua, sendo possivel, também
utilizar a esterilizagao quimica (RICHMOND, 2004).

Figura 2.4- Fotobiorreator tubular transparente para o cultivo de microalgas.

Fonte: (SILVA et al., 2014)
2.5.3 Sistemas Hibridos de Cultivos de Microalgas

Séao sistemas de cultivo que utilizam a combinagdo de sistemas
aberto e fechado, sendo que no fotobiorreator de sistema fechado ocorre a produgao
de indculo inicial do cultivo com alta densidade de células que sera disponibilizado
para um sistema aberto. Este conceito tem sido empregado para produgédo de
astaxantina (Haematococcus pluvialis) no Havai, porém ainda apresenta altos custos
de capital e operacional na para produgao de biomassa microalgal (GROBBELAAR,
2000; OLAIZOLA, 2000).
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2.6 COLHEITA DAS MICROALGAS

No geral, os sistemas e ambientes de cultivos das microalgas s&o
aquosos, com nutrientes e aeragcdo com O, e/ou CO, nas propor¢cdes adequadas
para cada espécie ou estirpe. Um dos aspectos importantes no cultivo em grande
escala é a concentracdo de células na etapa de retirada da biomassa do meio de
cultura (SILVA, 2013).

Desde o inicio das pesquisas sobre cultivo de microalgas em larga
escala, o custo minimo estimado para o processo de colheita € de 20% a 30% do
valor total do custo da producao (GRIMA et al., 2003). Esse alto custo da colheita e
secagem apresenta grandes desafios para a utilizagdo comercial das microalgas,
principalmente para os cultivos destinados a producdo de biocombustiveis
(BOROWITZKA, 1992; FON SING et al., 2011).

A recuperacao da biomassa de microalga representa um problema,
pois as ceélulas tem tamanho relativamente pequeno, variando entre 2 e 30 um de
diametro. Outro problema é a taxa de diluicdo da cultura que, na maioria das vezes,
esta em torno de 0,5 kg de massa seca por m® de cultivo, nos cultivos abertos em
escala comercial. A colheita ou a separagao da fragao sélida do liquido pode ser
executada por centrifugagdo, filtracdo e até por sedimentagdo. Todos esses
procedimentos podem ser precedidos por uma etapa denominada de floculacéo
(LOURENGCO, 2006).

A colheita de microalgas compreende a separagao das fases solido-
liquido dos cultivos, sendo a parte solida composta por células de microalgas e a
parte liquida por H20 e nutrientes remanescentes do cultivo. Pode ser realizada em
uma ou mais etapas, envolvendo processos fisicos, quimicos ou bioldgicos e a etapa
principal pode ser executada por centrifugacgao, filtracao, flotacdo, sedimentagao por
gravidade, floculagc&o e coagulacdo (SILVA et al., 2014).

Este € um campo de pesquisa que esta em plena atividade, pois
ainda ndo existe um método unico de colheita, reconhecido como melhor ou mais
adequado para todas as espécies de microalgas (RICHMOND, 2004). Para obter
eficiéncia no processo de colheita, deve-se considerar alguns fatores: 1) morfologia
celular, por exemplo: o formato (células esféricas, em cadeias ou filamentos), o

tamanho (geralmente entre 2 a 30 pm), peso especifico, carga de superficie
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(geralmente negativo) (FON SING et al., 2011); 1l) forma de cultivo da microalga; Ill)
método de colheita escolhido (filtracdo, centrifugacao, floculagdo, sedimentagao,
etc.); IV) o custo e eficiéncia do processo; V) a aplicagao final da biomassa (SILVA et
al., 2014).

A centrifugacdo € um método de colheita pratico e simples e pode
ser realizado sem adicdo de produtos quimicos, conservando as caracteristicas
originais da biomassa (LOURENCO, 2006). No entanto em escala comercial, ndo se
torna viavel pelo alto gasto de energia para o funcionamento do sistema, pela
dificuldade em processar grandes volumes de cultivo e pela necessidade de altos
investimentos para a aquisi¢cao de equipamentos de grande porte.

O método de filtragcao € a operagdo em que se separa um sélido de
um liquido mediante um meio poroso, que retém a fragcado sélida e deixa passar a
fracao liquida. O meio filtrante pode ser composto de papel, tecido ou outro sdlido
poroso, como ceramica ou uma camada fina de areia. Os filtros podem apresentar
diversas composi¢cées, como microfibras de vidro, acetato de estireno, celulose
regenerada, etc., com didmetros de 47 nm; 25 nm; 13 nm; etc. e tamanho dos poros
1,2 um; 0,7 um; 0,45 um; 0,22 um etc. (LOURENCO, 2006).

O custo do equipamento de filtragao esta relacionado com a area de
filtracdo, e normalmente é desejavel obter uma elevada velocidade global de
filtracdo. O filtro mais apropriado para qualquer operacado € aquele que engloba os
requisitos de eficiéncia com minimo de custo global (COULSON, 1965).

A filtracdo é uma técnica que permite determinar com exatidao o
volume equivalente do cultivo com alta eficiéncia na separagcado da biomassa do meio
de cultivo. Todavia, em cultivo de grande escala, a separagao de grandes volumes
de microalgas somente € viavel se a espécie apresentar células grandes ou
estrutura filamentosa, ja que as células pequenas acarretam no entupimento rapido
de quaisquer sistemas de filtragdo em grandes volumes (SILVA, 2013).

A floculagdo € um método de colheita mais conveniente dentre os
métodos tradicionais, tais como centrifugacéo e filtragao, pois permite o tratamento
de grandes volumes de cultivo microalgal. Uma grande variedade de produtos
quimicos sao estudados como agentes floculantes para microalgas (LEE et al.,
1998).
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A floculacdo consiste na remog¢ao da capacidade das células se
manterem em suspensao, ou na estimulacdo da agregacao para formagao de flocos
que podem decantar ou flotar. Esta técnica é viavel para recolher biomassa em
qualquer sistema de cultivo aberto ou em fotobiorreatores fechados, e bastante
adequada em sistemas de grande porte (LOURENCO, 2006).

Métodos de floculagdo que estdo sendo explorados incluem
autofloculacédo (SHELEF et al., 1984; SUKENIK et al., 1988; YAHI et al., 1994),
biofloculagdo com bactérias ou outras espécies de microalgas (EISENBERG et al.,
1981; OH et al.,, 2001; LEE et al., 2009), floculagdo com polimeros organicos
(MUYLAERT et al., 2009; VANDAMME et al., 2010; SILVA, 2013; ‘T LAM et al.,
2014), floculagdo com produtos quimicos (SIRIN et al., 2011; RAKESH et al., 2014;
WAN et al., 2015), inducdo alcalina do pH (CHOI et al., 2011; VANDAMME et al.,
2011).

As vantagens do método de floculagcdo com polimeros organicos
estao relacionadas ao baixo custo de operagao e por nao utilizar produtos quimicos
para concentrar a biomassa, o que evita a utilizacido de anions a base de cloro ou
sulfato (UDUMAN et al., 2011).

2.7 PRINCIPAIS PRODUTOS E AS APLICACOES BIOTECNOLOGICAS DA BIOMASSA DE
MICROALGAS

A composicdo bioquimica das microalgas pode variar conforme o
género, espécie ou a estirpe utilizada no cultivo. Dentre os componentes
biotecnolégicos produzidos pelas células de algas e microalgas estdo incluidos os
lipidios, proteinas, pigmentos, enzimas, carboidratos, esterdis e vitaminas (-
caroteno, tiamina, riboflavina, niacina, acido pantoténico, piridoxina, biotina, acido
félico) (ABED et al., 2009; FON SING et al., 2013; ANDRADE et al., 2014; KOLLER
et al., 2014).

A biomassa de microalgas pode ser aplicada como matéria prima da
producao de biocombustiveis (como biodiesel e bioetanol), industria farmacéutica,
alimentagdo humana e animal, biofertilizantes, entre outras atividades (ANDRADE et
al., 2014; CHOJNACKA et al., 2012; ANDRADE et al., 2014; KOLLER et al., 2014;).

Na aquicultura é utilizada para alimentagado direta ou indireta de algumas espécies
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de peixes, moluscos, crustaceos e de diversos organismos forrageiros de interesse
econdmico (DERNER et al., 2006).

2.7.1 Pigmentos fotossintéticos

As microalgas sdo microrganismos fotossintetizantes e possuem em
suas células pigmentos fotossintéticos como as ficobilinas, clorofilas e carotenoides,
sendo que as ficobilinas sdo do grupo das proteinas e os dois ultimos do grupo dos
lipidios (ANDRADE et al., 2014).

As ficobilinas ou ficobiliproteinas representam um grupo de proteinas
coloridas presentes nas cianobactérias (microrganismo procarionte) e nos filo
Rhodophytas e Glaucophytas (microrganismos eucariontes). Sua importancia
metabolica esta relacionada a capacidade de captar energia solar nas regides
visiveis do espectro, em que a clorofila possui baixa absorcdo, e transferir sua
energia para clorofila, sendo os principais pigmentos acessérios das algas
vermelhas e de algumas cianobactérias (ANDRADE et al., 2014).

As clorofilas sdo pigmentos encontradas no reino vegetal, em algas
e em algumas bactérias fotossintéticas de ambiente aquatico. Sdo pigmentos em
abundancia, sendo produzidos bilhdes de toneladas de clorofila por ano na terra e
nos oceanos (ANDRADE et al., 2014).

As clorofilas sdo essenciais para o processo de fotossintese, que
converte energia da radiagéo solar em energia quimica, e sdo moléculas sintetizadas
constantemente e destruidas (foto-oxidagdo) em presenga de luz, apresentando
maior velocidade de decomposi¢do quando em condigdes de alta intensidade
luminosa. Nao sé a concentracio total de clorofila, mas também a proporgao entre
os diversos tipos de clorofila, mudam em funcdo da intensidade luminosa. De
maneira geral, a proporgéo entre clorofila a e b tende a diminuir com a redugéo da
intensidade luminosa (KRAMER; KOZLOWSKI, 1979; ANDRADE et al., 2014).

Os carotenoides sdo um grande grupo de pigmentos presentes na
natureza responsaveis pelas cores do amarelo ao vermelho, identificados em
organismos fotossintetizantes e néo fotossintetizantes, plantas superiores, algas e
microalgas, fungos, bactérias e em alguns animais (UENOJO et al., 2007). Nas

microalgas sdo uma classe de pigmentos fotossintéticos, além da clorofila. Por
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exemplo, luteina, zeaxantina, beta-caroteno e astaxantina representam os principais
carotendides observados em plantas (TANG et al., 2016).

Os pigmentos de microalgas sao utilizados comercialmente como
corantes alimenticios, antioxidantes e suplementos nutricionais (UENOJO et al.,
2007; ANDRADE et al., 2014).

2.7.2 Proteinas e carboidratos

Com crescimento populacional mundial, intensificaram-se, no inicio
dos anos 1950, estudos para utilizar fontes proteicas a partir da biomassa de
microalgas (BECKER, 2004). O valor proteico da biomassa de microalgas € alto,
podendo variar de 28% a 71% e foi descrito por diversos autores, utilizando
diferentes espécies, ressaltando a importancia da utilizagdo destes microrganismos
como fonte proteica (BECKER, 2004).

A maioria dos produtos de microalgas como fonte proteica tem sido
comercializada apenas na forma de capsulas. A producdo destes produtos de
biomassa algal tem crescido no Brasil (ANDRADE et al., 2014). A possibilidade da
exploracdo destes componentes da biomassa de microalgas na industrializagéo
agrega valores para maximizagao da utilizacdo da estrutura fisica e do
conhecimento. No Estado do Parana, produtos da biomassa de alguns tipos de
microalgas como, por exemplo, Chlorella sp. e Spirulina (Arthospira sp.), sao
comercializadas na forma de pod seco em capsulas ou comprimidos como
suplementos proteicos/carboidratos ou pigmentos (clorofila) (ANDRADE et al., 2014).

A microalga Spirulina (Arthospira) € classificada como GRAS
(Generally Recognized as Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration), o que
garante seu uso como alimento sem riscos a saude. Entretanto, o produto deve ter
registro e fiscalizagao pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) ou no
MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento) (ANDRADE;
COSTA, 2008).

O teor de carboidratos em microalgas pode variar significativamente
de 5 a 80% e consiste em monossacarideos soluveis ou dissacarideos (geralmente

produtos intermédios), carboidratos poliméricos para o armazenamento de energia,
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polissacarideos estruturais, como envelope celular, e polissacarideos extracelulares
(TANG et al., 2016).

A auséncia de lignina e teor elevado de polissacaridos estruturais na
biomassa de microalgas evidenciam matéria-prima potencialmente atrativa para
producao de biocombustiveis. O amido é o substrato mais vantajoso, por nao exigir
pré-tratamento oneroso e ser facilmente processado utilizando a infraestrutura
existente para producéo de bioetanol, que é desenvolvida para conversao de amidos
provenientes de plantas terrestres (por exemplo, o milho). No entanto, a
produtividade de carboidratos e, particularmente, amido deve ser melhorada, a fim
de tornar a producdo de biocombustiveis oriundo de microalgas economicamente
eficiente e sustentavel (TANG et al., 2016).

2.7.3 Lipidios na biomassa de microalgas

O conteudo de lipidios da biomassa microalgal pode variar entre 1 a
40% do peso seco e, em certas condi¢des de cultivo, pode alcancar até 75%
(CHISTI, 2007; MATA et al.,, 2010). Todas as células vegetais e as células de
microalgas apresentam lipidios na sua composi¢cdo. Os lipidios representam um
grupo muito diversificado de compostos que possuem importantes fungdes
biolégicas, como na formagao de componentes estrutural das membranas celulares,
servindo como fonte de energia e de armazenamento e participagdo nas vias
metabdlicas (RICHMOND, 2004; TORTORA et al., 2006).

Além do interesse para producdo de biocombustiveis as cadeias
longas de acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) de 6mega-3, sédo valiosos lipidios
produzidos a partir de microalgas, estes ndo podem ser sintetizados por plantas
superiores ou animais e sdo amplamente utilizados como suplementos nutricionais.
O EPA - acido eicosapentaenoico — e DHA — acido docosaexaenoico — tém atraido
muita atengao devido as suas bioatividades, sendo que a produgao de DHA a partir
de microalgas ja foi explorada comercialmente (SPOLAORE et al., 2006; TANG et
al., 2016).

A extragdo de oleos da biomassa das microalgas para a produgao
de biodiesel pode ser realizada utilizando misturas de solventes organicos na

biomassa seca de microalgas, ou a extragdo direta de Oleos a partir da biomassa
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umida (CHEN et al., 2012).

As condi¢cdes de armazenamento da biomassa € um dos fatores que
podem degradar os lipidios presentes na biomassa e ocorrer a liberagdo de acidos
organicos volateis ou a formacéo de acidos graxos livres (FOREE; MCCARTY, 1970;
ALENCAR et al., 2010). Os autores Chen et al. (2012) concluiram que a composigao
dos lipidios € modificada durante o armazenamento de biomassa umida de
microalgas, e que altas quantidades de acidos graxos livres sdo produzidas pela
hidrolise dos triacilglicerois, em temperaturas acima do congelamento.

Os o6leos extraidos da biomassa de microalgas sao caracterizados
por possuir um alto teor de acidos graxos livres que podem chegar até 85 % dos
lipidios totais, dependendo da estirpe de microalga cultivada e das condi¢des de
cultivo (ZHU et al., 2008; KROHN et al., 2011; CHEN et al., 2012). O alto teor de
acidos graxos livres nos lipidios da biomassa microalgas é um tema muito
importante, que deve ser abordado quando se considera producado de biodiesel a
partir da biomassa de microalgas (KROHN et al., 2011).

Os efeitos citotoxicos da presengca de acidos graxos livres nas
células de microalgas foi estudado por Wu et al. (2006). Esses autores concluiram
que acidos graxos livres podem danificar principalmente a membrana plasmatica das
células de microalgas em meio de cultivo, pois causam uma alteragdo na
permeabilidade da membrana e a dissociacdo de ficobilinas dos tilacdides,
promovendo efeitos severos a membrana plasmatica, que causam a ruptura das
células (WU et al., 2006).

Os lipidios extraidos da biomassa de microalgas que possuem um
alto teor de acidos graxos livres, sdo improprios para a sintese de biodiesel, quando
transesterificados com catalisadores basicos, pois o alto teor em acidos graxos livres
diminui a atividade catalitica devido a saponificacdo. Uma alternativa para superar
esta limitagdo, é a utilizacdo de duas etapas no processo de tratamento do dleo
bruto, que envolve a reacéo de esterificacdo de lipidios de microalgas com alto teor
de acidos graxos livres com metanol, a fim de converter acidos graxos livres em
éster metilico de acido graxo, seguido da transesterificacdo (DONG et al., 2013).

Quando o nivel de acidos graxos livres em oOleos € superior a 5%, a
saponificagao vai inibir a separagéo dos ésteres de metilo e de glicerol, 0 que causa

a formagdo de uma emulsao durante a lavagem com agua. Portanto, € necessario
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converter os acidos graxos livres em ésteres metilicos (HUANG et al., 2010).

A proposta de duas etapas para a conversao catalitica também foi
proposta por Chen et al. (2012), e possui um alto potencial para a produgédo de
biodiesel a partir de O6leo de microalgas rico em acido graxo livre. Apds
procedimentos de esterificagao-transesterificacdo otimizadas, a taxa de conversao
de triacilglicerois e acidos graxos livres em ésteres metilicos atingiu 100%.

Acidos graxos livres e substancias derivadas da oxidag&o de &cidos
graxos insaturados, sdo os metabdlitos com efeitos inibidores sobre as células de
microalgas, que influenciam na produgcdo de biomassa em meio de cultivo. A
microalga Neochloris oleoabundans foi cultivada em meio de cultivo re-utilizado de
forma autotrofica e mixotrofica, em ambas as formas de cultivos foi descrito a
presenca de acidos graxos livres em meio de cultivo que pode ter influenciado no
metabolismo desta microalga, afetando diretamente em sua produtividade (SABIA et
al., 2015).

2.7.4 Bioestimulantes e biofertilizantes para agricultura

Nos ultimos anos, ha uma crescente demanda por extratos e
biofertilizantes ecoldgicos. O extrato de algas € um composto que contém hormdnios
de plantas, aminoacidos, acidos graxos e elementos de tragos, que pode ser
utiizado para o controle do crescimento de plantas e o desenvolvimento de
resisténcia a patogenos (CHOJNACKA et al., 2012).

A literatura evidéncia resultados significativos da aplicacédo da
biomassa ou extrato de algas no crescimento de vegetais, frutas e cereais
(CHOJNACKA et al., 2012), podendo ser utilizados no tratamento de sementes,
como biofertilizantes do solo, ou para aplicacido foliar durante o cultivo e floragao.
Este material estimula a germinacdo de sementes, crescimento e produgdo de
diferentes culturas (HONG et al., 2007; KHAN et al., 2009; CHAIKINA et al., 2015).

O extrato de algas e microalgas foi utilizado como biofertilizante em
varias culturas como cenoura (KASEKER et al., 2014), alface (FAHEED; FATTAH,
2008), couve (SILVA et al., 2012), arroz (ANAND et al., 2015), feijoeiro (MOGOR et
al., 2008), batata (BETTONI et al., 2008), maracujazeiro (OLIVEIRA et al., 2011),
soja (CHAIKINA et al., 2015) e influenciou positivamente na maioria dos trabalhos,
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indicando aumento do crescimento e da producgao da cultura. Chaikina et al. (2015),
estudaram o efeito de extratos de algas no crescimento radicular em plantulas de
soja, e concluiram que o extrato de algas, em baixas concentragdes, estimula o
crescimento das raizes da soja, chegando a 13% de aumento de raizes, quando

comparado com o controle sem aplicacado de extrato.

2.8 MICROALGAS E PLANTAS OLEAGINOSAS

As microalgas podem ser consideradas as formas mais primitivas
das plantas (CHACON-LEE; GONZALEZ-MARINO, 2010). Por apresentar
conversdes mais eficientes de energia solar, sdo capazes de produzir 30 vezes o
valor de Oleo por unidade de area de terra se comparadas com plantas oleaginosas
terrestres e armazenar moléculas de lipidios e hidratos de carbono que representam
a matéria prima para producao de varios bicombustiveis (SHEEHAN, J. et al., 1998;
KIGHTLINGER et al., 2014; KIM et al., 2014; YOON et al., 2015).

A producdo de biocombustiveis a partir de microalgas apresenta
como vantagens a alta produtividade de biomassa e de 6leo e a ocupagao de menor
area de cultivo quando comparada a plantas oleaginosas (COSTA; BARBOZA;
GOMES; et al., 2014).

Além disso, sao produtoras de biocombustiveis de terceira geragéo,
sendo estes obtidos por meio do cultivo de microrganismos, diferenciando-se dos
biocombustiveis de primeira geragao obtidos por culturas de plantas, principalmente,
oleaginosas e sacarineas, e dos biocombustiveis de segunda geragao, obtidos com
o aproveitamento de residuos lignocelulésicos. Os de terceira geragdo apresentam
uma grande vantagem sobre o0s biocombustiveis de primeira e segunda geragao
principalmente com relagao ao uso de terra (BRENNAN; OWENDE, 2010).

A composic¢ao bioquimica das células de microalgas é diversificada
em relacao ao conteudo de carboidratos, proteinas, lipidios, etc., variando de acordo
com a espécie, com o meio de cultura utilizado e com os fatores relacionados ao
ambiente do cultivo (XU et al., 2006).

O alto teor de lipidios de algumas espécies de microalgas como:
Neochloris oleoabundans (29-65%), Nannochloropsis oculata (22.7-29.7%), Pavlova
lutheri (35.5%), Scenedesmus obliquus (11-55%), Botryococcus braunii (25-75%)
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(MATA et al.,, 2010), desperta grande atencédo para pesquisas que buscam a
producao de biodiesel (CHANDRA et al., 2014).

Em comparagdo com plantas oleaginosas, as microalgas podem
alcangar maior produtividade de lipidios (Tabela 2.1). A producdo de éleo de soja
(MATA et al., 2010), é de 636 L ha™ de 6leo ano, (Tabela 2.1), o que corresponde a
562 Kg biodiesel/ha™ ano. Quando comparada esta producgéo de 6leo e biodiesel
com uma microalga de baixo teor de lipidios na biomassa, o rendimento obtido com

o cultivo desta microalga € 92 vezes superior em produgao de oleo e biodiesel.

Tabela 2.1 - Comparagao da producao de 6leo por microalgas com cultivos de

plantas oleaginosas.

Espécies Oleaginosas Teor de Rendimento de Produtividade em
6leo 6leo Biodiesel
(%) (L 6leo/ha ano™) (kg biodiesel/ha ano™)
Milho (Zea mays L.) 44 172 152
Soja (Glycine max L.) 18 636 562
Pinhao manso (Jatropha curcas L.) 28 741 656
Camelina (Camelina sativa L.) 42 915 809
Canola (Brassica napus L.) 41 974 862
Girassol (Helianthus annuus L.) 40 1.070 946
Mamona (Ricinus communis) 48 1.307 1.156
Dendé (Elaeis guineensis) 36 5.366 4.747
Microalga (baixo teor de 6leo) 30 58.700 51.927
Microalga (médio teor de 6leo) 50 97.800 86.515
Microalga (alto teor de 6leo) 70 136.900 121.104

Fonte: (MATA et al., 2010).

De acordo Chisti (2007), a producéo de dleo de soja é de 447 L ha™.
Quando comparado com o cultivo de microalgas com teor de lipidios de 30% na
biomassa em fotobiorreatores, a produgdo alcancada pode ser de 58.700 L ha™', 131
vezes superior de soja; se comparada com uma microalga com um teor de 70% de
6leo na biomassa, este rendimento é de 136.900 L ha'1, rendimento 306 vezes

superior.
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Biocombustiveis podem ser produzidos por varias fontes, mas,
quando comparadas com a produgao obtida por microalgas, a estimativa do uso de
area por unidade de producéo é alta (GEORGIANNA; MAYFIELD, 2012).

Estes autores fizeram uma estimativa de producdo e comparacao
entre as principais culturas oleaginosas e o cultivo de microalgas. Com o cultivo de
microalgas em uma area de 30 milhdes de hectares € possivel produzir
biocombustivel em uma estimativa de 40 mil litros por hectare/ano, o suficiente para
substituir os 1.200 bilhdes de litros de petréleo utilizados pelo Estados Unidos
(GEORGIANNA; MAYFIELD, 2012).

Os Estados Unidos consomem 25% do petréleo do mundo. A area
de terra necessaria para substituir todo o petréleo nacional e importado pode ser
visualizado na Figura 2.5, como uma porcentagem em relagao a sua area de terra. A
estimativa de é&rea necesséaria para algas é significativamente menor quando
comparada com qualquer outra fonte de biomassa.

Para suprir toda demanda americana, substituindo o diesel oriundo
do petréleo por biodiesel, seria necessario o plantio de 330% da area agricultavel
dos Estados Unidos com a soja; no caso do pinhdo manso, seria necessario o
plantio de 75% da area americana; palmaceas 23%; e com microalgas, a demanda

seria menor que 4 % da area dos Estados Unidos Figura 2.5.

Figura 2.5- Comparagédo de area de cultivo necessario para microalgas e plantas

oleaginosas atenderem a demanda americana por petréleo.

Porcentagem por area de terra

Area de terra Soja Pinhdo Manso  Palmaceas Algas
dos Estados Unidos (330%) (75%) (23%) (<4%)
100%

Fonte: (GEORGIANNA; MAYFIELD, 2012)
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De acordo com a Resolugdo n. 7, de 19/03/2008, da Agéncia
Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), o biodiesel (B100) € um
“‘combustivel composto de alquilésteres de acidos graxos de cadeia longa, derivados
de dleos vegetais ou de gorduras animais”. Considerando também a Lei n. 11.097,
de 13/01/2005, o biodiesel é definido como um combustivel para motores a
combustdo interna com ignicdo por compressao, renovavel e biodegradavel,
derivado de Oleos vegetais ou de gorduras animais, que possa substituir parcial ou
totalmente o oleo diesel de origem fossil (BRASIL, 2008).

Em 2014, o biodiesel produzido no Brasil, foi de 3,41 milhdes de m?,
0 que representa um aumento de 17,2% do disponibilizado no mercado interno, ja
que a produgdao em 2013 foi de 2,91 milhdes de m3 A principal matéria-prima
utilizada em sua produgéo foi a soja, representando 69,2% do total, seguido de sebo
bovino (17,0%). O percentual de B100 adicionado compulsoriamente ao diesel
mineral cresceu para 6%, a partir de julho, e para 7%, em novembro de 2014
(BRASIL, 2015).

A soja € uma cultura de maior relevancia econdmica no cenario
agricola mundial, utilizada na agroindustria, industria quimica e alimenticia. As
sementes de soja contém 38% proteina e cerca de 18% o6leo (HARTMAN et al.,
2011). No Brasil, a produgao estimada para a safra 2014/2015 foi de 96,2 milhdes de
toneladas (Mt), com exportagdo de 49,12 Mt, ocupando lugar de destaque entre os
maiores produtores do grao, com area de producao de 31,9 milhdes de hectares (ha)
(CONAB, 2015).
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3 ARTIGO A: NITRATO DE SODIO E pH NAS CARACTERISTICAS
BIOQUI'MICAS E PRODUQAO DE BIOMASSA DA MICROALGA Neochloris
oleoabundans

3.1 REsumo

A manipulacdo da concentragcdo de NaNO; e do pH em meio de cultivo € uma
estratégia visando o aumento da produtividade de biomassa de microalgas. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da concentragdo de NaNO3 e do pH na
densidade Optica, produgdo de biomassa, nos teores de pigmentos e lipidios da
microalga Neochloris oleoabundans. A estirpe de N. oleoabundans (UTEX1185) foi
cultivada em meio BBM (Bold Basal Medium), em camara de crescimento com
temperatura e luminosidade controladas. O experimento foi conduzido em esquema
fatorial completo para dois fatores: NaNOs em g L™ (0,25; 1,12 e 2,5) e pH (5,0; 7,0 e
9,0), resultando em nove tratamentos em triplicatas. As analises de densidade 6ptica
foram realizadas a cada 48 h. Os teores de lipidios e pigmentos, biomassa seca e
contagem de células foram determinados ao final do cultivo no 14° dia. De acordo
com a analise de metodologia de superficie de resposta as variaveis NaNO; e pH
foram significativas, tanto para a produgao de biomassa seca, contagem de células,
densidade Optica, teor de pigmentos e lipidios. Esses resultados indicam que,
variagcbes na concentracdo de NaNO; e pH do meio no cultivo BBM aumenta a
producao de lipidios, pigmentos e biomassa seca da Neochloris oleoabundans, bem
como altera o perfil de lipidios totais.

PALAVRAS-CHAVE: Carotenoide total. Clorofila a. Lipidio total. Perfil de lipidios.
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SODIUM NITRATE AND pH IN BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS AND
BIOMASS PRODUCTION OF MICROALGAE Neochloris oleoabundans

3.2 ABSTRACT

Change in the composition of nutrients in the culture medium is a strategy for
increasing microalgae biomass productivity. The aim of this study was to evaluate the
effects of NaNO3; concentration and pH on optical density, biomass production, the
levels of pigments and lipids from microalgae Neochloris oleoabundans. The strain of
N. oleoabundans (UTEX1185) was cultured in BBM (Bold Basal Medium) in growth
chamber with temperature and light controlled. The experiment was conducted in full
factorial design for two factors: NaNOs in g L™ (0.25, 1.12 and 2.5) and pH (5.0, 7.0
and 9.0), resulting in nine treatments with three replicates. Analyzes of optical density
from the medium culture were performed every 48 h. The levels of lipids and
pigments, dry biomass and cell counts were determined on the 14" day of culture.
According to the response surface methodology analyses the variables NaNO3 and
pH were significant for dry biomass production, cells count, optical density, pigments
and total lipids. These results indicate that for N. oleoabundans variations in N
concentration and pH in the culture medium (BBM) increases the production not only
of dry biomass but also of lipids, pigments in the cell and also change the lipid profile.

KEYWORDS: Total carotenoid. Chlorophyll a. Total lipid. Lipid profile.
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3.3 INTRODUCAO

A espécie Neochloris oleoabundans possui de 35-54% de lipidios da
biomassa seca, sendo esta recomendada para produgdo de biocombustiveis
liquidos (CHISTI, 2007). As microalgas tem se destacado como matéria prima
potencial para produgao de biodiesel (GEORGIANNA; MAYFIELD, 2012; PARK et
al., 2012; WAN et al., 2015) e biometano (CHISTI, 2007; PARK et al., 2012).

A estimulacéo da biossintese de compostos através da manipulagao
das condi¢des de cultivo, controlando as variaveis que influenciam no processo de
crescimento da biomassa microalgal € uma das alternativas quando se busca reduzir
os custos de producao (MULITERNO et al., 2005). O pH é uma variavel essencial no
cultivo de microalgas, influéncia na disponibilidade de varios elementos quimicos e
na absorcdo dos nutrientes do meio de cultivo pelas células microalgais
(LOURENCO, 2006; PAWLOWSKI et al., 2014).

Depois do C, o N é o nutriente mais importante, pois contribui para o
aumento da producdo de biomassa, porque € um elemento basico na formacao das
proteinas, acidos nucléicos e pigmentos fotossintetizantes e o teor pode variar de
1% a 10% na biomassa, na forma organica e inorganica, e ser assimilado do meio
de cultivo na forma amoniacal (NH; e NH4) ou nitrica (NO3) (CAl et al., 2013). A
melhor fonte de N para o cultivo da microalga Neochloris oleoabundans € o nitrato
de sodio (NaNOs3), quando comparado com ureia e bicarbonato de aménio (LI et al.,
2008). O NaNO; tem sido utilizado como fonte de N em diversos meios de cultivo
para crescimento de microalgas.

Segundo Richmond (2004), as concentragdes de NaNOs; para
cultivar microalgas podem chegar até 10 vezes, quando comparadas suas
composicoes, por exemplo, com o meio Bold Basal medium (BBM) que contém 0,25
g L, Modified Allen’s 1,5 g L™, Zarrouk 2,5 g L', BG11 1,5 g L. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia da concentracdo de N na forma de nitrato de sédio e
do pH no cultivo da microalga N. oleoabundans e seus efeitos na producao e

caracteristicas bioquimicas da sua biomassa.
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3.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Instituto Agronémico do Parana-
IAPAR, no Laboratério de Microbiologia do Solo, Londrina, Parana. A microalga
utilizada foi a Chlorophyta Neochloris oleoabundans (syn. Ettlia oleoabundans)
(sphaeropleales, Neochloridaceae), isolada na Arabia Saudita. Esta microalga é
considerada como microrganismo halotolerante com forte tolerancia a salinidade e a
alcalinidade do meio de cultivo, e possui alto teor de lipidios em sua biomassa
(GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009; BALDISSEROTTO et al., 2014).

O meio de cultivo utilizado foi o BBM- Bold Basal Medium (BOLD,
1949) conforme descrito por Silva et al. (2016). O cultivo foi realizado em frascos de
2 L, em camara de crescimento, com fotoperiodo de 12 h com temperatura
controlada de 28,0 £ 2,0°C, na fase luminosa, e 22,0 + 2,0°C, na fase escura, por 14
dias. A densidade de fluxo de fétons da radiacéo fotossinteticamente ativa (PAR -
photosynthetically active radiation) foi de 100 + 20 uE m? s™ (porémetro Licor INC
modelo LI-1600) utilizando-se quatro lampadas fluorescentes tubulares (65 W)
dispostas paralelamente na parte superior do recipiente.

O cultivo foi inoculado a 10% v/v com um cultivo de N. oleoabundans
com as seguintes caracteristicas: densidade éptica de 1,57, numero de células 6,83.
10" mL™". Todos os procedimentos analiticos foram conduzidos em camara de fluxo
laminar (Veco, modelo Bioseg-12), para evitar contaminagdes.

O experimento foi realizado em esquema fatorial completo com os
dois fatores em trés niveis, com trés repeticdes; sendo estes NaNOs (0,25, 1,12 e
25 g L" e pH (50; 7,0 e 9,0). A andlise dos resultados foi feita no programa
estatistico STATISTICA 7.0 (STATSOFT, 2007) de acordo com a metodologia de
superficie de resposta e teste Tukey a 5 % para comparacdo de médias
(FERREIRA, 2011).

O pH do meio de cultivo foi medido diariamente, utilizando pH-metro
de marca Metrohm modelo 827 pH lab., quando necessario foi realizado o ajuste de
acordo com os tratamentos definidos, com hidroxido de potassio (KOH) ou acido
cloridrico (HCI).

Amostras foram coletadas no 14° dia de cultivo, para determinagao

da densidade optica, em 670 nm em espectrofotdmetro UV-visivel (Genesys 10UV),
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da biomassa seca, da contagem de células, do teor de pigmentos (clorofila a e
carotenoides) e do teor de lipidios e a caracterizagao fisico quimica do lipidio total.

Para determinacédo da biomassa nos diferentes meios de cultivos, foi
coletada uma fracdo de 50 mL de cada tratamento experimental. Esta amostra foi
centrifugada a 10.000 g por 15 min em uma centrifuga refrigerada (JOUAN modelo
BR4) com temperatura controlada a 25,0°C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet formado foi seco em estufa (FANEM, modelo 315 SE) a 60°C e posterior
pesagem dos tubos falcon para determinagao do peso seco da biomassa.

A contagem de células foi realizada em camara de Neubauer no 14°
dia de cultivo, utilizando um microscoépio 6ptico Nikon model (Eclipse E200), com
objetiva de 40X, totalizando um aumento visual de 400X.

A determinacg&o do teor de pigmentos foi realizada de acordo com o
método de Lorenzen (1967). Foram coletados 3 mL do cultivo de cada tratamento e
padronizando-se para 0,1 de absorbancia em espectrofotometro a 670 nm, obtendo-
se o fator de diluicdo de cada tratamento. Uma aliquota de 3 mL do conteudo diluido
foi centrifugada em tubos tipo Falcon por 10 min a 9.228 g com temperatura
controlada a 25,0°C (Model Z383 126 HERMLE K). O sobrenadante foi descartado e
o pellet formado permaneceu em ultrafreezer a -86° C (Freeztec, modelo ftv342), por
24 h, para rompimento das células. Todas as etapas seguintes foram realizadas em
um ambiente sem luz.

Para determinacdo dos pigmentos as amostras foram
descongeladas, maceradas com bastdo de vidro e adicionado 3 mL de acetona a
90%, ressuspendendo o pellet com auxilio do vortex (Daigger, modelo- Genie 2). Os
tubos permaneceram por 1 h a 4°C em refrigerador, agitando a cada 15-20 min. As
amostras foram centrifugadas, por 10 min a 9.228 g. Foi realizada a leitura no
espectrofotbmetro nos comprimentos de onda: 480 nm; 510 nm; 665 nm e 750 nm.
Foram adicionados 20 pL de HCI 1 mol L™ nas amostras e agitadas e apés um
minuto, foi realizada a leitura da absorbancia nos comprimentos de onda (665 e 750
nm).

Com os resultados obtidos foram calculados o teores de clorofila a
(LORENZEN, 1967) e carotenoides (PARSONS; STRICKLAND, 1963) com as
seguintes formulas.

Clorofila a: [F* [(Aees-A750)- (Asssac-A7s0ac)] *V] IV x C
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Carotenoides totais: [7,6*A480- (3,0*A750)- (1 ,49*A51o)- (2,0*A750)] * V/(V*C)

Onde: clorofila a: mg m™; carotenoides totais: ug L; F: 26,73 (fator resultante das
informacdes do coeficiente da absor¢cado de luz pela clorofila e seu comportamento
apos a solubilizagao e a extragdao com acetona 90%); v: volume de acetona utilizado
na extracdo (mL); V: volume de amostra centrifugada (L); C: Caminho 6ptico (1cm);
Asss: absorbéncia 665 nm; Azso: absorbancia em 750 nm; Aggsac: absorbancia em 665
nm apods adicionar acido cloridrico; Arsoac: absorbancia em 750 nm apds adicionar
acido cloridrico; Asgo: absorbancia em 480 nm; Asqo: absorbancia em 510 nm; Asso:

absorbancia em 750 nm.

No 14° dia de cultivo, 1,5 L de cultivo de cada frasco foi centrifugado
a 4.075 g por 10 min. (Model Z383 126 HERMLE K) com temperatura controlada a
25,0°C e a biomassa foi liofilizada em equipamento LIOBRAZ modelo L101, para
posterior extracdo dos lipidios totais e caracterizacdo fisico quimica dos lipidios
totais.

A analise de lipidios foi realizada de acordo com Bligh e Dyer (1959)
e Ryckebosch et al. (2012), onde os lipidios totais foram extraidos a partir de 50 mg
de biomassa liofilizada, na propor¢ao de 1:1:0,6 (cloroférmio, metanol e agua) e a
determinacao foi realizada por gravimetria.

As andlises de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear-
RMN de 'H foram efetuadas nos tratamentos com concentragdo de NaNO3 0,25 e
2,5 em pH 9,0, pois estes tratamentos apresentaram maior percentual de lipidios
totais na biomassa.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em
um equipamento marca Bruker modelo Avance Ill, com sonda BBl de 5 mm, em
solvente cloroférmio deuterado, a temperatura de 303 K. Os experimentos de 'H
foram realizados em 400,13 MHz e de *C em 100,62 MHz, segundo a configuragdo
padrdo das sequéncias de pulso descritas por Braun e Cols (2000). Os espectros
obtidos pela analise de RMN de 'H figura 3.5, foram analisados de acordo com
Carneiro et al. (2005).
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise estatistica dos valores da densidade 6ptica em 670 nm, foi
significativa para as duas variaveis estudadas, NaNOs; g L' e pH e para a interagdo
entre os dois fatores; a falta de ajuste experimental ndo foi significativo.

O maior valor de densidade 6ptica ocorreu nos tratamentos com pH
ajustado para 9,0, em todas as concentragdes estudadas de NaNO3 0,25; 1,12 e 2,5.
Em pH 9,0 os tratamentos com a concentracdo de NaNO; de 1,12 e 0,25 g L' nao
obtiveram diferengas significativas. Nos tratamentos com pH ajustado a 7,0 n&o
ocorreram diferengas significativas entre as concentragbes de NaNO; (0,25; 1,12 e
2,5). Os tratamentos com concentragdo de NaNO3 1,12 e 2,5 ndo se diferiram em pH
5,0 (Tabela 3.1), evidenciando a influéncia do pH e da concentragao do NaNO3; na
densidade 6ptica da microalga Neochloris oleoabundans.

Em trabalho com a Nannochloropsis salina Bartley et al. (2014)
descreveu que os melhores resultados para a maior densidade de células em meio
de cultivo ficou entre o pH 8 e 9, com o pH ajustado nesses valores & possivel

aumentar a produtividade e reduzir a contaminagao por outros microrganismos.

Tabela 3.1- Densidade 6ptica em absorbancia da microalga N. oleoabundans no 14°

dia, em meio de cultivo Bold Basal Medium (BBM) com a variacdo do pH e NaNOs.

NaNO; pH

gL’ 5,0 7,0 9,0
0,25 0,18 Cb 0,23 Ba 0,34 Aab
1,12 0,22 Ba 0,23 Ba 0,36 Aa
2,50 0,23 Ba 0,25 Ba 0,32 Ab

Coeficiente de variagao (CV)%= 4.84
(1) Médias seguidas pela letra maiuscula na linha e minuscula na coluna n&o diferem
pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

A andlise estatistica dos valores da biomassa seca mg L™ no 14° dia
de cultivo indicou efeito significativo das duas variaveis estudadas, NaNOs;g L™ e pH
e a interacao entre os dois fatores; a falta de ajuste experimental nao foi significativa.

Os tratamentos em que o pH foi ajustado para 9,0 foram significativamente melhores
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para a producao de biomassa, quando comparados com os tratamentos com pH
ajustado para 7,0 e 5,0, se diferindo em todas as concentragdes de NaNO3 (0,25;
1,12 e 2,5) (Tabela 3.2).

Em pH 5,0 ndo ocorreram diferengas significativas entre os
tratamentos 1,12 e 2,5, sendo estes os melhores para producdo de biomassa
quando comparados com a concentracdo de NaNOs a 0,25 g L. Nos tratamentos
com pH ajustado para 7,0 ndo ocorreram diferengas significativas entre as
concentracdes de NaNO3 (0,25; 1,12 e 2,5) (Tabela 3.2).

A presenga e auséncia de NaNOs foi estudada em agua do mar
enriquecida com meio Guillard (1973) para avaliar o potencial da microalga N.
oleoabundans. A producdo de biomassa seca (PBS) e teor de proteinas foram
maiores na presenca de NaNO3; (POPOVICH et al., 2012). Os autores Gouveia e
Oliveira (2009), também observaram que nos cultivos da microalga N. oleoabundans
com a adig¢ao de nitrato ocorreu maior PBS. A alcalinizagdo do meio de cultivo pode
ser uma estratégia para incrementar a PBS de algumas espécies de microalgas. A
clorofila C. Ellipsoidea foi cultivada em meio MBL, com temperatura controlada de 28
t+ 2 °C e diferente pH — 4; 6; 7,5 (controle), 8, 9, 10 e 11 por 10 dias. A PBS foi
favorecida pela alcalinizacédo, pois os pH 9, 10 e 11 obtiveram 131,3; 146,7; e
136,9% do valor do controle (KHALIL et al., 2010).

A microalga N. oleoabundans foi cultivada em meio BBM modificado
com 8,82 mMol de nitrato de sédio e 0,91 mM de sulfato de magnésio. A PBS foi de
6 g L™ em 18 dias, quando as condi¢des de cultivo foram pH 7,5, temperatura de 25°
C, intensidade luminosa de 270 yE m? s™', em fotobioreator airlift, com injecdo de
CO; (PRUVOST et al., 2009). Sun et al. (2014) avaliaram a produgédo de biomassa
seca da microalga Neochloris oleoabundans HK-129, cultivada em meio Basal SE
em fotobiorreatores, a producédo de 1,6 g L™ foi alcangada em 6 dias de cultivo. A
concentracdo ideal de NaNOj; foi de 0,5 g L', e doses superiores a esta
influenciaram negativamente a produgao de biomassa seca neste mesmo periodo
analisado.

De acordo com Li et al. (2008), em cultivo da microalga N.
oleoabundans, a maxima produgao de biomassa em seu experimento foi de 3,2 g L

em 5 dias de cultivo utilizando o meio SE com 10 mmol de nitrato de sédio, com
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temperatura em torno de 30 * 2°C e intensidade luminosa continua de 360 NE m? s”
! com enriquecimento de CO, no meio de cultivo.
Tabela 3.2- Biomassa seca em mg L™ da microalga N. oleoabundans no 14° dia, em

meio de cultivo BBM com a variagao do pH € NaNOs.

NaNOs3 pH

gL’ 5,0 7,0 9,0
0,25 62,1 Ba 59,4 Ba 99,2 Aa
1,12 56,1 Bab 51,9 Ba 85,3 Ab
2,50 47,3 Bb 54,5 Ba 103,3 Aa

(CV) %=7,02
(1) Médias seguidas pela letra maiuscula na linha e minuscula na coluna nao diferem
pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Nos resultados da contagem de células em 14 dias de cultivo
ocorreu efeito significativo das variaveis analisadas, na concentragdo de NaNOs e do
pH e na interacdo entre os dois fatores; a falta de ajuste experimental n&o foi
significativa, e o coeficiente de determinacéo (R?*= 0,89).

A equacao que descreve a superficie de reposta obtida foi:
2= 0,654 + 1,186x — 0,258x*— 0,241y + 0,033y*— 0,059xy.

Onde 2= nimero de células (10’ mL™"); x= concentragdo de NaNOs; y= pH.

Os resultados evidenciam aumento no numero de células em pH 9,0
em funcéo da concentracdo de NaNOs, alcangando alta densidade, com maximo de
1.6 10" células mL™ na concentracdo de 1,12 e pH 9,0 (Figura 3.1). Giovanardi et al.
(2012) cultivaram a microalga Neochloris oleoabundans em meio de cultivo ES

obtendo uma concentracdo de 8 10° cel. mL' em 14 dias de cultivo.
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Figura 3.1- Superficie de resposta para os resultados da analise de contagem de

células em 10’ células por mL" no 14° dia de cultivo, devido a variacdo do pH e
NaNOs.
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Os teores de clorofila a tiveram efeito significativo para as duas
varidveis estudadas, NaNOs; g L' e pH, falta de ajuste experimental ndo foi
significativo, e o coeficiente de determinacdo (R%=0,88).

A equacgéao que descreve a superficie de reposta (Figura 2.2a) foi:

7 = -850 + 818x - 220x% + 179y — 1,96y* + 15,5xy
Onde 2= clorofila mg m?; x= concentracdo NaNO; y= pH

O maior valor de clorofila a foi 1.675 mg m® com o pH ajustado para
9,0 e concentragdo de NaNO3 de 2,5 g L. A menor média obtida foi de 186 mg m®,
com pH ajustado para 5,0 e 0,25 g L™ de NaNO3, (Figura 3.2a).

A clorofila é considerada como um reservatoério de N celular, quando
este elemento ndo esta disponivel no meio de cultivo, devido ao seu alto teor de N.
A diminuigao do teor de clorofila € descrito como uma resposta geral a privacdo de N
em meio de cultivo em cultivos de clordfitas (LI et al., 2008; PRUVOST et al., 2009;
SOLOVCHENKO et al., 2011; ORDOG et al., 2012).

O aumento do teor de NaNO3; no meio de cultivo se obteve maiores
concentragdes de clorofila a e carotenoides. Esta relagdo também foi observada por
(URRETA et al., 2014), ao avaliar o efeito de doses de KNO3 nas concentracdes de
3,0 a 9,0 mmol, da intensidade luminosa e suplementagdo de C no cultivo da

microalga Neochloris oleoabundans em meio Bold Basal Medium. Esses autores
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observaram maiores quantidades de carotenoides em relacdo ao teor de clorofila,
utilizando 400 pE m? s de radiacdo luminosa e fornecimento de CO, em seus
cultivos. Fato este nao verificado no presente trabalho.

Na superficie de resposta obtida para a porcentagem de clorofila a
na biomassa seca produzida (Figura 3.2b), a menor porcentagem foi 0.30 + 0.03%,
obtida no tratamento com pH 5,0 e concentragdo de NaNO; de 0,25 g L'1, e as
menores médias para densidade oOptica e contagem de células no 14° dia de cultivo
(Tabela 3.1 e Figura 3.1).

A analise estatistica dos resultados para porcentagem de clorofila a
na biomassa seca, possui efeito significativo para as duas variaveis estudadas,
NaNO; g L™ e pH, e a interacdo entre os dois fatores foi significativa, a falta de
ajuste experimental foi ndo significativa, e o coeficiente de determinacéo (R?=0,93).

A equacao que descreve a superficie de resposta foi:
2=0,18 + 0,48x — 0,19x*— 0,0002y? + 0,23xy — 0,007x%y?.

onde: 2= % de clorofila, x= concentragdo de NaNOs, y= pH

Figura 3.2- Superficie de resposta para o teor de clorofila a (a) e porcentagem de

clorofila a na biomassa (b), com doses NaNO; e diferentes ajustes do pH, no 14° dia
de cultivo de N. oleoabundans.
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No caso dos carotenoides totais ocorreu efeito significativo para as
duas variaveis estudadas, NaNO; g L™ e pH e falta de ajuste experimental n&o foi
significativo, e o coeficiente de determinacdo (R?=0,95). Sendo o maximo de
producao estimada de carotenoides totais de 500 pg L (Figura 3.3a).
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A equacao que descreve a superficie de resposta foi:
2= 80,85 + 42,21x + 31,56x* + 0,60y + 1,23y".

Onde: 2= teor de carotenoides, x = concentragdo de NaNOs, y = pH

Castro et al. (2013) cultivaram a microalga N. oleoabundans em
reatores de vidro, contendo 1L de meio Bold basal medium modificado,
suplementado com 0,3 g L™ e KNO3, com intensidade luminosa de 400 pmol fétons,
com agitacado continua e fornecimento de CO,, observaram em seus experimentos
2,9 % de carotenoide na biomassa seca, sendo este 3,2 vezes superior quando
comparados aos resultados obtidos (Figura 3.3b).

Os resultados neste estudo demonstram que a microalga N.
oleoabundans pode ser considerada como uma fonte de carotendides naturais. Mas
pesquisas estdo sendo conduzidas para estudar as caracteristicas morfolégicas e
fisiologicas com relagcdo ao acumulo de carotendides e o efeito das condi¢des de
crescimento na produgéo de carotendides (CASTRO-PUYANA et al., 2013).

A andlise estatistica dos resultados para porcentagem de
carotenoides totais na biomassa seca possui efeito significativo para as duas
variaveis estudadas, NaNO; g L' e pH, e a interacdo entre os dois fatores foi
significativa, a falta de ajuste experimental ndo foi significativa, e o coeficiente de
determinagao (R%= 0,94).

A equacao que descreve a superficie de resposta foi:
2=-1,34 + 0,60x + 0,41y — 0,02y* — 0,06xy + 0,002x?y.

Onde: Z = % de carotenoides, x= concentracédo de NaNOs, y= pH

Relacionando a produgao de carotenoides ug L' com a biomassa
seca g L™, as maiores porcentagens ocorreram nos tratamentos com 2,5 g L™ de
NaNOs e pH 5,0 (0,91+ 0,01 %) e no tratamento com 2,5 g L' de NaNO; e pH 7,0
(0,81+ 0,09%) (Figura 3.3b).

A relacao inversa entre os teores de carotenoides e clorofila a, onde
os valores de clorofila a foram superiores ao valor de carotenoides no cultivo da
microalga Neochloris oleoabundans (PRUVOST et al.,, 2009) demonstram que em
todos os seus experimentos, que valores de pigmentos abaixo de 0,5% da biomassa

comprometem o crescimento da microalga.
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Figura 3.3- Superficie de resposta para o teor de carotenoides totais (ug L") (a) e a

% de carotenoides na biomassa seca (b) da microalga Neochloris oleoabundans em
diferentes pH e NaNO3; no 14° dia de cultivo.
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No 14° dia de cultivo, a andlise estatistica dos valores da analise de
lipidios indicou efeito significativo para, NaNOs g L™ e pH. A interacéo entre os dois
fatores foi significativa, a falta de ajuste experimental ndo foi significativa, e o
coeficiente de determinagao (R?=0,96).

A equacao que descreve a superficie de reposta obtida foi

2=-39,00 + 4,22x + 12,11x* + 16,70y — 0,86y* — 0,40xy* — 4,07x%y + 0,43x%y?.

Onde: Z= teor de lipidios, x= concentragdo de NaNOs, y= pH

De acordo com a analise do teor de lipidios, verificou-se que o maior
valor foi de 36% na biomassa de N. oleoabundans obtida nos tratamentos com pH
ajustado para 9,0 e a concentragdo de NaNO; de 0,25 e 2,5 g L', com uma
producao de lipidios de 35,7 mg L' e 37,1 mg L™, respectivamente, em 14 dias de
cultivo (Figura 3.4). Na concentragdo de 1,25 g L™ de NaNO; ocorreu uma menor
porcentagem de lipidios mesmo em pH 9,0, com 22% de lipidios na biomassa, mas
nesta concentracdo Silva et al. (2014) descreveram uma alta concentragcdo de
proteinas evidenciando que ocorre relagdo inversa entre a porcentagem de
proteinas e lipidios (Figura 3.4). O teor de lipidios da microalga Neochloris

oleoabundans pode variar entre 35- 54% do peso seco de células, de acordo com a
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composicdo do meio de cultivo e a concentragdo de nitrogénio disponivel
(TORNABENE et al., 1983).

O teor de lipidios foi influenciado, principalmente, pelo pH e pela
concentraggo da fonte de NOs no meio de cultivo, nas microalgas Scenedesmus sp.
e Coelastrella sp. Apés o consumo do NOs pelas células e o esgotamento deste
nutriente no meio de cultura, combinado com o pH elevado ocorreu a maior
acumulagao de triacilglicerol, especialmente em sistemas tamponados (GARDNER
et al., 2011).

A microalga N. oleoabundans foi cultivada em meio Bristol, nas
temperaturas de 26 e 30 °C, por 18 dias, com e sem suplementagao de nitrato. A
producao de lipidios foi maior em 26 °C com adigao de nitrato, 38,8 mg L' dia”, e
menor em 26 °C sem adicao de nitrato, 10,7 mg L™ dia (GOUVEIA et al., 2009).

O teor de lipidios da microalga N. oleoabundans HK-129 é
influenciado pela concentragcdo de NaNO3; em meio de cultivo, principalmente, a falta
desse nutriente no final do periodo de cultivo, podendo incrementar o teor de lipidios
na biomassa (SUN et al., 2014). Esses autores cultivaram a microalga em meio
Basal Se e atingiram um porcentual de 27% de lipidios na biomassa seca.

Gouveia e Oliveira (2009) cultivaram Neochloris oleoabundans
(UTEX # 1185, USA), durante 4 meses, e avaliaram a densidade Optica, biomassa
seca e teor de lipidios. Foram realizadas varias colheitas neste periodo de cultivo e a
producdo maxima da microalga N. oleoabundans foi de 2 g L de biomassa, a

producao diaria foi de 0,09 g L™ dia e 29% de lipidios na biomassa.
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Figura 3.4- Superficie de resposta para os resultados da analise de lipidios em %

dos tratamentos experimentais com variagao do pH e NaNO3 no 14° dia de cultivo.
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Os espectros de RMN de "H podem ser visualizados na figura 3.5. A
analise fisico- quimica do extrato lipidico de microalgas, nos tratamentos com o pH
do meio de cultivo ajustado para 9,0 e a concentracdo de NaNO; de 0,25 g L
(amostra 1) e no tratamento com pH do meio de cultivo ajustado para 9,0 e a
concentracdo de NaNOs de 2,5 g L' (amostra 2) sdo apresentados na Tabela 3.3.
Nestes resultados é possivel visualizar que na amostra 2 o peso molecular dos
acidos graxos é semelhante ao 6leo de soja bruto (REDA et al., 2010), ja na amostra
1 o valor foi superior (Tabela 3.3).

O indice de saponificacdo & definido como o numero de miligramas
de (KOH) necessario para saponificar um grama de o6leo ou gordura, foi possivel
verificar semelhanca dos tratamentos estudados quando comparados com éleo de
soja bruto (REDA et al., 2010)

O indice de lodo reflete o grau de insaturacdo das amostras, os
valores obtidos nos tratamentos 3 (0,25 de NaNOs e pH 9,0) e 9 (2,5 de NaNO3 e pH
9,0), foram de 172,2 e 153,9 respectivamente, foram superiores a 118,5 do d6leo de
soja (REDA et al., 2010) (Tabela 3.3). Quanto maior o indice de lodo, maior € o grau
de insaturacdo, ou seja, um aumento do numero de ligagdes duplas entre os acidos

graxos. Este indice evidencia a quantidade de iodo em gramas que € consumida por
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100 g de amostra sob determinada condigao (KUMAR et al., 2012). Quanto maior for
o indice de insaturagao em 0leos vegetais, como em acidos graxos monoinsaturados
e poliinsaturados, maior € a tendéncia a alteragbes oxidativas. O grau de
insaturacao do 6leo tem sido considerado como um dos fatores mais importantes na
caracterizacao fisico quimica de o6leos, devido a distinta reatividade dos acidos
graxos insaturados, como resultado das alteragdes quimicas ocorre 0 aumento dos
acidos graxos livres, compostos carbonilicos, produtos de alto peso molecular,
diminui¢cdo das instauragdes, entre outras (CORSINI et al., 2008).

O lipidio obtido da biomassa da microalga Neochloris oleoabundans
possui algumas caracteristicas fisico- quimicas semelhantes ao éleo de soja bruto. E
necessario o pré- tratamento deste lipidio para ser utilizado para producido de

biodiesel ou para outras finalidades.

Figura 3.5- Espectros de RMN de 'H, dos lipidios extraidos da biomassa de N.
oleoabundans que foi cultivada com (a) 0,25 g L' de NaNO3 (Amostra 1) e (b) 2,5 g
L™ de NaNO3 (Amostra 2) em pH 9,0.
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Tabela 3.3- Analise fisico- quimica dos lipidios extraidos da biomassa de N.
oleoabundans que foi cultivada com 0,25 g L' de NaNO3 (Amostra 1) e 2,5 g L™ de

NaNO3; (Amostra 2) em pH 9,0 e do 6leo de soja bruto.

Variaveis Oleo de soja Amostra 1* Amostra 2*
Bruto™*

MW- peso molecular 870,2 896,6 875,1

indice de iodo 118,5 172,2 153,9

indice de saponificacéo 195 187,0 192,1

indice de Acidez livre 1,5 0,7 0.9

*valores calculados a partir dos dados de RMN de 'H dos espectros integrados de

acordo com (CARNEIRO et al., 2005).
** Resultados publicados por (REDA et al., 2010)
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3.6 CONCLUSOES

Em todas as concentragdes de NaNOj;, ha maior producdo de
biomassa seca da microalga N. oleoabundans ocorreu onde o pH do meio de cultivo
foi ajustado para 9,0.

A maior producado de pigmentos ocorreu no meio de cultivo com 2,5
g L de NaNOs. A concentragdo de NaNO; afeta o crescimento da microalga N.
oleoabundans, produzindo maior teor de lipideos onde o pH do meio de cultivo foi
ajustado para 9.0.

Os lipidios extraidos da biomassa seca da N. oleoabundans tém
caracteristicas fisico- quimicas que o tornam passivel de substituir o éleo de soja na

producao de biocombustiveis.
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4 ARTIGO B: METODO DE COLHEITA E SECAGEM DA BIOMASSA DA
MICROALGA Neochloris oleoabundans CULTIVADA EM TANQUES
ABERTOS

4.1 RESUMO

As microalgas fazem parte de um grupo de microrganismos que produzem biomassa
com alto valor biotecnoldgico. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos
meétodos de colheita e secagem da biomassa no teor de lipidios da microalga
Neochloris oleoabundans cultivada em tanque aberto. O cultivo da microalga N.
oleoabundans (UTEX#1185) foi conduzido por nove dias, em tanques com
capacidade 1.500 L e 3.000 L. O meio de cultivo foi preparado com sais
hidropdnicos e suplementado com levedura. O experimento seguiu arranjo fatorial
3x5, sendo o fator A os métodos de colheita (centrifugacéo, floculagdo com
FLONEX®, floculagdo com TANFLOC SL®, Indugdo a pH 11,0 e floculagdo com
amido de mandioca catidnico®) e fator B (secagem da biomassa em estufa a 60°,
liofilizagdo, e extragao de lipidios na biomassa umida). A extracdo dos lipidios totais
foi realizada pelo método descrito por Bligh Dyer. A densidade o6ptica média dos
cultivos foi de 1,28 e a produgdo de biomassa seca de 0,65 g L" e pH de 7,19 em 9
dias de cultivo. Tanto para as formas de secagem quanto para as formas de colheita
foram observadas diferengas significativas para a porcentagem de lipidios totais na
biomassa. O maior porcentual de lipidios extraidos foi observado na biomassa
liofilizada e na seca em estufa. Na biomassa umida os maiores percentuais de
lipidios foram extraidos com o método de centrifugagao e floculagdo com FLONEX®
e TANFLOC SL®. Os menores valores de lipidios totais foram obtidos da biomassa
colhida com a indugdo alcalina do pH. O método de extracdo diretamente na
biomassa Umida apresentou os menores percentuais de lipidios. Conclui-se que, os
métodos de colheita e de preparo da biomassa da N. oleoabundans influenciam a
quantidade do lipidio total extraido.

Palavras-chave: Amido de mandioca catiénico. Floculagao. Liofilizacdo. Oleo.
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HARVESTING METHOD AND DRYING THE BIOMASS OF MICROALGAE
Neochloris oleoabundans GROWN IN OPEN PONDS

4.2 ABSTRACT

Microalgae are part of one the most prominent group of microorganisms producing
biomass with high biotechnological value. The aim of this study was to evaluate the
effect of the methods of harvesting and drying of biomass in the lipid content of
microalgae Neochloris oleoabundans cultivated in open tanks. The cultivation of
microalgae N. oleoabundans (UTEX # 1185) was conducted for nine days in tanks
with 1,500 L and with 3,000 L. The medium was prepared with hydroponic salts
supplemented with yeast extract. The experiment was a factorial 3x5, with the factor
A the harvesting methods (centrifugation, flocculation with FLONEX®, flocculation
with TANFLOC SL®, induction at pH 11.0 and flocculation with cationic starch of
cassava®) and factor B (biomass drying in an oven at 70°, lyophilization, and
extraction of lipids in the wet biomass). The extraction of the total was performed by
the method described by Bligh Dyer. The average optical density of the cultures was
1.28 and the biomass dry weight of 0.65 g L™ and pH 7.19 in nine days of cultivation.
Both forms of drying and for ways to harvest significant differences were observed to
the percentage of the total lipids in the biomass. The higher percentage of extracted
lipids was observed in the lyophilized biomass and oven dried. In wet biomass the
highest percentages of lipids were extracted with the method of centrifugation and
flocculation with FLONEX® and TANFLOC®. The lowest values were obtained for
total lipid in the harvested biomass Induction alkaline pH. The extraction of lipid
directly on wet biomass had the lowest percentage of lipid extraction. In conclusion,
the methods of harvest and preparation of biomass produced by microalgae N.
oleoabundans alter the amount of total lipid.

Keywords: Cationic starch of cassava. Flocculation. Lyophilization. Oil.
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4.3 INTRODUCAO

Microalgas sao microrganismos fotossintéticos, pertencentes a um
grupo polifilético, onde estédo incluidos microrganismos com estrutura procarionte e
eucarionte (DERNER et al., 2006). A composigdo quimica das microalgas apresenta
diversidade com relagdo ao conteudo de carboidratos, proteinas, lipidios, pigmentos,
variando de acordo com a espécie, com o meio de cultura, e com os fatores
relacionados ao ambiente do cultivo (XU et al., 2006). A biomassa das microalgas
possui diversas aplicagcdes, como a produ¢ado de compostos bioativos e quimica fina,
suplementos alimentares, na industria farmacéutica e na produgcdo de
biocombustivel (RICHMOND, 2004).

Neochloris oleoabundans é uma microalga conhecida por sua
grande capacidade de acumular lipidios em sua biomassa (PRUVOST et al., 2009),
podendo representar até 54% do seu peso seco (TORNABENE et al., 1983), o que a
torna de grande interesse para a producado de biocombustiveis (BALDISSEROTTO
et al., 2014). Atualmente, estdo disponiveis varias possibilidades nos sistemas e
processos de cultivo, onde o cultivo em tanques abertos apresenta grande potencial
para uma producédo em grande escala (FON SING et al., 2013).

Os sistemas de cultivos de microalgas em tanques abertos nos
formatos denominados “raceways” sao utilizados desde 1950, a fim de se produzir
biomassa em maior escala, pois proporcionam a produg¢ao de grandes quantidades
e viabilidade nos cultivos, pois possuem baixos custos quando comparados com foto
biorreatores fechados (PAWLOWSKI et al., 2014)

Existem varios projetos sobre os sistemas em “raceway”, entretanto,
esses sistemas apresentam caracteristicas comuns quanto ao funcionamento e
fatores a serem obedecidos visando a produc¢do de biomassa (PAWLOWSKI et al.,
2014).

O cultivo de microalgas apresenta importantes vantagens sobre
outras plantas oleaginosas e sacarineas, destinadas a produgédo de biocombustiveis,
principalmente ao tempo de cultivo, além de apresentarem tolerancia a fatores
extremos (BORGES et al., 2007).

Apesar dessas vantagens, a coleta, separacdo e secagem de

microalgas a partir de seu meio de cultivo, ainda sado consideradas de dificil
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execucao e de alto custo, sendo estas etapas, responsaveis por aproximadamente
20 a 30% dos custos da produgao de biomassa (FRANCO et al., 2013), o que pode
comprometer sua produgédo em escala industrial (VANDAMME et al., 2011).

A colheita da biomassa de microalgas em meio de cultivo pode ser
realizada por sedimentagao, centrifugacao, filtracao, floculagdo ou uma combinagao
de flotacdo com floculagdo (WANG et al., 2008). Ja a secagem pode ser realizada
em estufa, por liofilizacdo, ou mesmo por secagem ao sol ( SILVA et al., 2011).

Apesar dessa ampla variedade de metodologias disponiveis para o
processamento da biomassa microalgal, sdo poucos os estudos visando a
identificacdo da melhor forma. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia
dos métodos de colheita e secagem no teor de lipidios da biomassa da microalga

Neochloris oleoabundans cultivada em tanque aberto.
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4.4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Instituto Agronémico do
Parana- IAPAR, no municipio de Londrina-PR (lat. 23°08'47"S, long. 51°19"1"W, 640
m a.s.l.). Foi utilizada a estirpe de microalga Neochloris oleoabundans (UTEX#1185),
mantida na Colegdo de microalgas do Instituto Agrondmico do Parana - IAPAR. O
meio de cultivo foi preparado com sais hidropénicos (MAP- 0,19 g L™, CaCL,- 0,025
g L', KNOs- 0,12 g L™, MgSOs- 0,075 g L™, solucdo de micronutrientes Yara Vita®
(11,6% de K0, 1,28% de S, 0,86% de Mg, 2,1% de B, 0,36% de Cu, 2,66% de Fe,
2,48% de Mn, 0,036% de Mo e 3,38% de Zn )- 0,03 g L™, enriquecido com extrato de
levedura Nutribom® a 0,2%).

O in6culo foi preparado em sacos plasticos com capacidade de
100L, foi utilizado o meio de cultivo hidropénico, em casa de vegetacédo (Figura
4.1a), com as seguintes caracteristicas: densidade o6ptica de 0,41 e biomassa seca
de 0,09 g L™ e pH de 6,35. O cultivo foi realizado em duplicata, em tanques abertos
com capacidade 1.500 e 3.000 L com 40 cm de profundidade (Figura 4.1b) sob
agitagdo por bombas submersas. O cultivo foi inoculado a 10 % (v/v) e avaliado por
9 dias.

Figura 4.1- (a) Cultivo da microalga Neochloris oleoabundans para producé&o do

inoculo inicial, (b) Tanques abertos para cultivo de microalgas em formato de

raceway.
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A determinacdo da biomassa seca foi realizada diariamente, durante
9 dias. Para isso, uma fragao de 40 mL foi coletada e centrifugada a 11,536 g por 10
minutos, a 25,0 °C (Modelo Z383 126 HERMLE K). O pellet formado foi seco em
estufa a 60 °C até a obtengao de peso constante. A analise de densidade 6ptica foi
realizada em 670 nm em espectrofotdmetro UV- visivel (Genesys 10UV).

O cultivo foi fracionado em caixas plasticas com capacidade de 500
L aos 9 dias e adicionado o floculante de acordo com os tratamentos experimentais.
Foram utilizados os floculantes Tanfloc SL (polimero organico catiénico)a 0,1 gL e
tempo de floculagao e sedimentacéo de 2 h, Flonex 4350 (polimero policatiénico) 0,1
g L™ tempo de floculagdo e sedimentagdo de 2 h, indugdo alcalina do pH (11,0)
tempo de floculagédo e sedimentacéo de 12 h, amido de mandioca catiénico (Halocat
200 ou HT200) 0,3 g L™ tempo de floculacéo e sedimentacdo de 12 h e 0 método de
centrifugacéao a 4075 g por 15 min.

Apos a floculagdo o sobrenadante foi retirado e a biomassa umida foi
colhida, e parte foi encaminhada para secagem, liofilizacdo e mantida a 4 °C em
geladeira.

A eficiéncia de colheita em porcentagem foi determinada por meio
da densidade o6ptica (OD) a 670 nm em espectrofotobmetro UV-visivel (Genesys
10UV) e calculada pela seguinte equacdo (BUELNA et al., 1990) com quatro
repeticoes:

Eficiéncia da colheita (%) = (1 — A/B) x 100;

Onde: A= ODg7¢ do sobrenadante (amostra); B= ODg7o do cultivo

Nos resultados foram aplicados os testes estatisticos, testes de
homocedasticidade de variancias (teste de Hartley) e de normalidade (Shapiro-wilk),
aplicados antes da analise de variancia (ANOVA) e do teste de Tukey a 5% de
probabilidade, para determinagdo do método mais eficiente de colheita.

Na biomassa colhida foi realizado um esquema fatorial 3X5 onde as
variaveis independentes foram: (A) métodos de colheita da biomassa em meio de
cultivo (centrifugacdo, floculagdo com Flonex®, floculagdo com TANFLOC SL®,
indugao alcalina do pH 11,5 e floculagdo com amido de mandioca catiénico) e (B)

método de secagem da biomassa (estufa a 60°, liofilizagdo, biomassa umida). Em
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resposta a estes fatores foi utilizada a variavel dependente, a porcentagem de
lipidios na biomassa.

Os métodos de secagem utilizados foram liofilizagdo (Liofilizador
Liobras L101) e secagem em estufa ventilada a 60 ° C. Apds a secagem a biomassa
foi macerada em cadinho de porcelana. Os tratamentos com extracao de lipidios na
biomassa umida ndo foram macerados.

A extragdo dos lipidios totais ocorreu com uma amostra de 100 mg
de biomassa seca, o método utilizado foi o (BLIGH; DYER, 1959) adaptado por
(RYCKEBOSCH et al., 2012). Os lipidios foram extraidos com cloroférmio, metanol e
agua na propor¢cao de 1: 1. 0,6, em triplicata. Para a extragdo de lipidios na
biomassa umida foi considerado o teor de umidade presente nas amostras
estudadas.

Foi realizada a extracado de lipidios utilizando o solvente n-hexano
em dois aparelhos Soxhlet com capacidade de 1 L (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2008), a extragao ocorreu em 700 g de biomassa colhida com o floculante TANFLOC
SL® seca em estufa a 60°. Apos a extracdo dos lipidios da biomassa, foi
determinado os teores totais de N, C, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Zn, Mn. O N total foi
determinado pelo método Microkjedahl, por digestdo com H,SO,4 e determinagao por
espectrofotometria. O carbono foi determinado por Walkey-Black. Os demais
nutrientes a digestdo da amostra foi com nitricoperclérico e determinagéo por

espectrofotometria e os valores expressos em g kg™ e mg kg™ (SILVA, 2009).
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo de biomassa seca g L nos tanques abertos com
capacidade de 1.500 e 3.000 L estdo apresentados na Figura 4.2. O maximo da
producao estimada de biomassa seca nos tanques com capacidade de 1.500 L a
média foi de 0,645 g L' com desvio padrao de 0,019 no 9° dia de cultivo, a menor
média foi obtida no 1° dia de cultivo foi de 0,04 + 0,001 g L™ (Figura 4.2a). Nos
tanques com capacidade de 3.000 L, a maior produgao de biomassa seca em g L
ocorreu no 9 ° dia de cultivo com valor de 0,67 + 0,0003 g L™, e o menor valor foi

observado no 1° dia de cultivo com valor de 0,04 + 0,001 g L' (Figura 4.2b).

Figura 4.2- Producdo de biomassa seca em g L' da microalga Neochloris
oleoabundans em tanques abertos com capacidade de 1.500 L (a) e 3.000 L (b)
durante 9 dias.
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Murray et al. (2011) cultivaram a microalga Neochloris oleoabundans
em sistema aberto, utilizando meio BG11 suplementado com CO,, a produgao de
biomassa em seus tratamentos foi de 400 mg L' em 10 dias de cultivo. SILVA et al.
(2009) cultivaram de modo semicontinuo a microalga Neochloris oleoabundans em
tanque aberto em meio Bristol, por 59 dias. A producdo de biomassa no 9° dia de
cultivo foi de 0,26 g L™ com um teor de lipidios de 10,8%. A maxima producéo de

biomassa ocorreu no 21° dia com 2,8 g L™ com 11% de teor de lipidios. Desta forma
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os resultados obtidos corroboram aos dados da literatura na producao de biomassa
da microalga Neochloris oleoabundans em tanque aberto em 9 dias de cultivo.

Os resultados da andlise de densidade Optica podem ser
visualizados na Figura 4.3. Nos tanques abertos com capacidade de 1.500 L, o
maior valor obtido foi de 1,35 + 0,07 de absorbancia no 9° dia de cultivo e 0 menor
valor foi obtido no 1° dia de cultivo com valor de 0,08 + 0,0014 de absorbancia
(Figura 4.3a). Nos tanques abertos com capacidade de 3.000 L o maior valor foi
obtido no 9° dia de cultivo com valor de 1,22 + 0,03 absorbancia e o menor valor
obtido no 1° dia de cultivo com valor de 0,09 + 0,003 Figura 4.3 (b).

Figura 4.3- Densidade Optica de microalga Neochloris oleoabundans em meio de
cultivo em tanques abertos com capacidade de 1.500 L (a) e 3.000 L (b).
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Foi realizada a correlacdo entre a producdo de biomassa e a
densidade optica durante os nove dias de cultivo, assim foi a obtida a seguinte
equacado para os resultados dos tanques abertos com capacidade de 1.500 L,
Biomassa = 0,0764+(0,43. DO), com R?= 0,93, evidenciando a correlacdo entre as
duas variaveis analisadas Figura 4.4 (a). Para os resultados nos tanques abertos
com capacidade de 3.000 L foi obtida a seguinte: Biomassa = 0,044+(0,47. OD), R*=

0,96, evidenciando correlacao entre as variaveis Figura 4.4 (b).
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Figura 4.4- Correlacdo entre biomassa seca em g L™ e a densidade dptica em 670

nm do cultivo da microalga Neochloris oleoabundans em tanques abertos com
capacidade de 1.500 L (a) e 3.000L (b).
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Avaliando eficiéncia de colheita em porcentagem ocorreu diferenca
significativa entre os tratamentos avaliados. O teste de Shapiro Wilk indicou
normalidade dos residuos, pois ndo foram significativos a 5 % (p=0,62). O teste de
Hartley indicou a homocedasticidade de variancia, pois o valor de FMAX= 1,28 foi
inferior ao valor tabelado.

A centrifugagao foi o método mais eficiente de colheita da microalga
N. oleoabundans em meio de cultivo chegando a 95%. A floculagdo com Flonex e
Tanfloc nao diferiram entre si, e foi acima de 90% (Figura 4.5). A floculagdo é o
processo de colheita de biomassa em meio de cultivo, que permite a aplicagdo em
grande escala, com baixos custos de energia (KNUCKEY et al., 2006). Bilanovic et
al. (1988) utilizaram polimeros catidnicos como floculante e a eficiéncia de floculagéo
foi acima de 90% para as microalgas Isochrysis galbana, Chlorella stimatophora.

A eficiéncia do método de colheita por floculagdo com amido de
mandioca catiénico foi de 85% e por indug&o alcalina do pH foi de 78% (Figura 4.5).
Os meétodos de colheita de microalgas utilizando floculantes organicos apresentam
vantagens em relagdo aos floculantes inorganicos, pois estes materiais séo

biodegradaveis e muitas vezes sao utilizados em baixas concentragcées (SINGH et
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al.,, 2000; VANDAMME et al., 2010). Vandamme et al. (2010) utilizaram amido
catidnico para flocular microalgas de agua doce em meio de cultivo e obtiveram
eficiéncia de acima de 80%. Estes dados corroboram os resultados obtidos cuja e
eficiéncia alcangada foi de 85% utilizando amido de mandioca catiénico. Richmond
(2004) descreve que a eficiéncia de floculagdo €, em média, de 80% utilizando
indugao alcalina do pH entre 11 e 12. Vandamme et al. (2011), floculando
microalgas de agua doce, obtiveram resultados de eficiéncia de floculagdo acima de
75%, induzindo o pH a 11.

Figura 4.5- Eficiéncia da colheita em % de acordo com os tratamentos
centrifugacéo, floculagdo com Flonex, Tanfloc, amido de mandioca catiénico (A.M.C)
e indugéo alcalina (pH induzido), CV%= 1,28.
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O teor de lipidios na biomassa foi influenciado pelos fatores, a
colheita da biomassa em meio de cultivo como o pré-tratamento da biomassa umida
e a interac&o entre os fatores foi significativa. Na biomassa centrifugada ou floculada
com Flonex, o maior percentual de lipidios foi observado onde ocorreu a secagem
em estufa, diferindo da liofilizagdo ou extragdo direta na biomassa umida (Tabela
4.1). Quando a biomassa foi floculada, com Tanfloc SL ou amido de mandioca

catiénico, o maior porcentual foi observado quando a secagem ocorreu em estufa ou
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foi liofilizada. Na biomassa floculada por inducao alcalina do pH, o maior porcentual
de lipidios foi observado na biomassa liofilizada, seguido da secagem em estufa.

Em todos os tratamentos de colheita da biomassa o menor
porcentual foi observado na extracdo direta na biomassa umida. Considerando a
biomassa liofilizada, o melhor tratamento para obter o melhor porcentual de extracao
de lipidios, foi observado na colheita por centrifugacao ou floculagdo com Tanfloc SL
ou Flonex (Tabela 4.1). Nos tratamentos em que a biomassa foi seca em estufa, as
melhores formas de colheita, foram a centrifugagdo ou a floculagdo com Flonex,
diferindo dos demais tratamentos. Com a extracdo de lipidios direto na biomassa
umida o melhor método de colheita foi o de centrifugagdo. Em todas as formas de
pré-tratamento da biomassa, o menor porcentual de lipidios extraido foi encontrado

com a induc¢ao alcalina do pH (Tabela 4.1).

Tabela 4.1- Porcentagem de lipidios da biomassa liofilizada, seca em estufa e

umida, de acordo com os métodos de colheita.

% de lipidios

Método de Colheita

Pré- Tratamento  Controle*™  Flonex Tanfloc SL pH induzido A.M.C*

Liofilizado *** 23,40 Ab 22,07 BCb 22,45 ABa 18,94 Da 21,16 Ca
Seco estufa *** 24 .55 Aa 23,92 Aa 22,32 Ba 14,19 Db 20,33 Ca
Biomassa umida 9,10 Ac 7,82 Bc 6,07 Cb 4,20 Dc 6,30 Cb

Coeficiente de variacao (CV)%= 3,14

*A.M.C- Amido de mandioca Catidnico

** Controle- centrifugacao

*** Amostras maceradas antes da extracao de lipidios

(1)Médias seguidas pela letra maiuscula na linha e minuscula na coluna ndo diferem
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Floculantes organicos possuem vantagens com relagdo a outros
floculantes quimicos principalmente por nao ser toxico, nao corrosivo e seguro para
manuseio. Outras vantagens € ser biodegradavel e possuir propriedades importantes
de adsorcdo, habilidade floculante e polieletrolitica, adicionalmente pode ser
recuperada em diversas aplicagdes (KUMAR, 2000).

A concentracdo do floculante pode influenciar no teor de lipidios,

visto que dependendo da solubilidade do floculante em cultivo, este pode sedimentar
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e aderir a biomassa coletada. O processo de colheita nos cultivos de microalgas é
um fator importante e influencia o custo e a qualidade dos produtos finais (LEE et al.,
1998).

Borges et al. (2011) analisaram o efeito dos floculantes no teor e
composicao de acidos graxos da biomassa de Nannochloropsis oculata e
Thalassiosira weissflogii. Os floculantes usados foram Magnafloc®, Flopam® e o
controle sem floculante. As amostras de biomassa foram ultrassonicadas antes da
extracdo dos lipidios, e nos resultados evidenciaram que o teor de lipidios nio foi
diferente independente dos floculantes utilizados, em ambas espécies.

Anthony et al. (2013) avaliaram o efeito dos métodos de colheita
utilizando sulfato de aluminio, amido de milho catidénico, amido de batata catiénico e
o método de centrifugacdo sobre o teor de lipidios da biomassa umida de S.
obliquus e concluiram que o método de colheita mais eficiente para a extragdo de
ésteres metilicos de acidos graxos foi a centrifugacdo, mas que uma alta producgao
de biodiesel foi evidenciada quando se utiliza amido catidnico em relagcédo a colheita
com sulfato de aluminio. WU et al. (2015) realizaram a floculagdo da microalga
Scenedesmus sp. e Scenedesmus obliguus com quitosana, poliacrilamida, Al
(SO4)3, NaOH e HNO;, constataram que estes métodos de colheita ndo afetam
significativamente o teor de lipidios na biomassa liofilizada.

Florentino de Souza Silva et al. (2014) analisaram o efeito do pré-
tratamento da biomassa de microalgas, e concluiram que ocorrem diferenca
significativa entre os tratamentos aplicados (liofilizagdo e ultra-som, liofilizagdo e
microondas, autoclave e liofilizagdo e eletroflotagdo por corrente alternada e
liofilizagdo) e com o rompimento celular pode-se aumentar a eficiéncia de extragao
de lipidios totais.

Os macro e micronutrientes na biomassa seca da microalga
Neochloris oleoabundans, cultivada em tanque aberto em meio de hidropdnico
suplementado com extrato de levedura, apés a extracdo dos lipidios sao
apresentados Tabela 4.2. De acordo com estes resultados evidencia-se o potencial
do uso desta biomassa para formulagado de ragao animal, extracdo de compostos de
interesse biotecnologico e também o uso como biofertilizantes ou bioestimulantes

para agricultura, pois apresenta altos teores de nutrientes.
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Tabela 4.2- Composi¢cdo quimica de macro e micronutruentes da biomassa seca da

microalga Neochloris oleoabundans cultivada em sistema aberto.

71,7 286 151 20,7 5,7 6,3 465,2 299,9 1108,2 193,8 10517
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4.6 CONCLUSOES

Os meétodos de colheita da biomassa em meio de cultivo e a
secagem da microalga Neochloris oleoabundans influenciam na porcentagem de
lipidios totais na biomassa. Apds a colheita da microalga N. oleoabundans, é
necessario o pré- tratamento da biomassa, pois a eficiéncia de extracao de lipidios
em biomassa umida é inferior.

Na biomassa liofilizada, os teores de lipidios totais sdo semelhantes
quando utilizado os métodos de colheita por centrifugagdo ou floculagdo com os
floculantes Tanfloc ou Flonex.

Com a secagem da biomassa em estufa, os maiores teores de
lipidios totais, se destacam quando o método de colheita foi a centrifugagcéo ou
floculagdo com Flonex.

Quando a biomassa é centrifugada ou floculada com Flonex, o maior
teor de lipidios totais foi evidenciado na biomassa seca em estufa. Ja na biomassa
floculada com Tanfloc, o teor de lipidios € semelhante para secagem em estufa ou
liofilizacao.

A biomassa de N. oleoabundans apés a extragdo de lipidios

apresenta alto teor de macro e micronutrientes.
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5 ARTIGO C: OTIMIZACAO DO MEIO DE CULTIVO MIXOTROFICO PARA
PRODU(;AO DE LIPiDIOS, PROTEINAS E BIOMASSA DA Neochloris
oleoabundans

5.1 RESumMO

A biomassa de microalgas apresenta grande potencial como matéria prima para
producao de biocombustiveis renovaveis e uma das alternativas para aumentar sua
produtividade é a forma de nutricdo mixotréfica. Assim, os objetivos deste trabalho
foram otimizar o meio de cultivo mixotréfico para o crescimento da microalga
Neochloris oleoabundans e caracterizar os produtos da biomassa obtida deste meio
BBM (Bold Basal Medium) otimizado pela suplementagdo com extrato de levedura.
O experimento foi orientado em esquema fatorial completo composto por dois fatores
e trés niveis, com trés repeticdes. Os fatores estudados foram diluicdo do meio BBM
(20, 60 e 100%), e as doses de extrato de levedura (1,0; 6,0 e 11,0 g L'1). O fator
diluicdo do meio BBM ndo apresentou diferengas significativas. A maior producao de
biomassa seca foi de 5 g L' e a densidade optica de 8,0 a 670 nm, em meio BBM
suplementado com 11 g L de extrato de levedura. Os teores de clorofilas a e b e
carotenoides total foram de 25,9+0,4 mg L™"; 6,7840,6 mg L™ e 8,45+0,21 mg L™,
respectivamente. O teor de lipidios na biomassa foi de 35% e o N total de 4,6%. De
acordo com a caracterizac&o fisica quimica por RMN de 'H foram calculados o peso
molecular, indice de iodo e indice de saponificagao dos lipidios totais e observou-se
semelhanga quando comparado ao 6leo de soja bruto. A microalga Neochloris
oleoabundans apresenta maior produtividade de biomassa no meio de cultivo
otimizado com extrato de levedura e o possui alto teor de lipidios na biomassa com
caracteristicas fisico quimica semelhante ao 6leo de soja bruto, podendo assim ser
matéria prima para produgdo de biocombustiveis ou outras aplicagdes
biotecnoldgicas.

Palavras- chave: Bold Basal Médio. Extrato de levedura. Microalgas. Chlorophyta.
RMN.
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OPTIMIZATION OF THE CULTURE MEDIUM MIXOTROPHIC FOR THE
PRODUCTION OF LIPIDS, PROTEINS AND BIOMASS Neochloris oleoabundans

5.2 ABSTRACT

The biomass of microalgae has great potential as a feedstock for production of
renewable biofuels, one of the alternatives to increase productivity is the form of
nutrition mixotrophic. The objectives of this study were to optimize a medium of
mixotrophic cultivation for the growth of microalgae Neochloris oleoabundans and
characterization biomass products obtained this medium BBM (Bold Basal Medium)
optimized by supplementation with yeast extract. The experiment was oriented
schema full factorial comprised two factors and three levels with three replications.
The factors studied were dilution medium BBM (20, 60 e 100%) and yeast extract
doses (1.0; 6.0 e 11.0 g L ™). The dilution factor of BBM medium no significant
differences. The largest production of dry biomass was 5 g L™ and optical density 8.0
the 670 nm in medium BBM supplemented with 11 g L™ yeast extract. The content of
chlorophyll a and b and the total carotenoid were 25.9+0.4 mg L™"; 6.78+0.6 mg L
and 8.45+0.21 mg L™, respectively. The lipid content in biomass was 35% and N total
of 4,6%. According to the physical chemical characterization by 1H NMR were
calculated molecular weight, iodine value and saponification value of the total lipid
and similarly observed when compared to crude soybean oil. The microalgae
Neochloris oleoabundans has higher biomass productivity in the optimized medium
with yeast extract and has a high lipid content in biomass with physicochemical
characteristics similar to crude soybean oil, and thus can be the raw material for the
production of biofuels or other applications biotechnological.

Keywords: Bold Basal Medium. Yeast extract. Microalgae. Chlorophyta. NMR.
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5.3 INTRODUCAO

As microalgas séo produtoras de biomassa que apresentam grande
potencial para produgao de biocombustiveis renovaveis. Esses, por sua vez, sao
fontes promissoras de energia que poderao garantir o abastecimento de
combustiveis liquidos no futuro (CERON-GARCIA et al., 2013).

As microalgas de interesse para a produgcdo de bicombustiveis
integram um universo de microrganismos fotossintetizantes aquaticos ou terrestres,
geneticamente subdivido em eucaridticos (unicelulares ou pluricelulares) e
procariéticos (Eubactérias e Arqueobactérias) (CHACON-LEE; GONZALEZ-
MARINO, 2010). Estes microrganismos crescem rapidamente e vivem em condigbes
adversas devido a sua estrutura celular simples (MATA et al., 2010). Representam
uma grande variedade de espécies que vivem em varios ambientes (RICHMOND,
2004), que podem se desenvolver de forma autotroéfica, heterotrofica ou mixotrofica.

O crescimento mixotréfico € equivalente as formas de nutricdo, a
autotrofia e a heterotrofia simultaneamente, em que ambos os compostos organicos
e de CO, sao necessarios para o crescimento. Embora muitas espécies de
microalgas sao mixotréficas, mas nem todas possuem esta capacidade de
crescimento.

A microalga Neochloris oleoabundans pertence a classe
Chlorophyceae e familia Chlorococcaceae presente em ambientes de agua doce,
tamanho de 2 a 5 ym. Em determinadas condi¢cbes de cultivo, por apresentar um
teor de lipidios em torno de 57%, torna-se uma espécie com alto potencial para
producdo de biodiesel e bioquerosene (GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009), possui a
capacidade de crescimento mixotrofico (RICHMOND, 2004; GIOVANARDI et al.,
2012).

A composicao bioquimica das células de microalgas é diversificada
em relagdo ao conteudo de carboidratos, proteinas, lipidios, etc. Atualmente esses
produtos biotecnolégicos tém despertado grande interesse das industrias
alimenticias, nutracéutica, farmacéutica, producdo de bioenergia entre outras
(SPOLAORE et al., 2006; XU et al., 2006).

Os sistemas de produgcdo das microalgas sdo realizados em

diversos modelos de biorreatores e tanques, utilizando diferentes fontes de radiagao
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e nutrientes. No entanto, nestes sistemas ainda existem dificuldades em seu
desenvolvimento, pois economicamente a biomassa final produzida apresenta
precos elevados. Em comparagao aos precos do diesel de petrdleo, o custo
estimado de producgdo de biodiesel de microalgas é em torno de US $ 9-25 por
galdo, em tanques abertos, e de US $ 15-40, em fotobiorreatores, nos Estados
Unidos (AMARO et al., 2011).

Uma opgéao para aumentar a producédo de biomassa de microalgas e
reduzir os custos é o uso de uma fonte de N e C organico com disponibilidade no
mercado, por exemplo, o extrato de levedura. Esse composto € um suplemento
nutricional muito utilizado em laboratérios para enriquecimento de meios de cultura
para microrganismos. E um produto que fornece aminoacidos, vitaminas, nitrogénio
e carbono, produzido pela autélise (digestdo de células pelas suas proprias
enzimas), hidrélise e plasmodlise do microrganismo Saccharomyces cerevisiae. O
custo do extrato de levedura em grau analitico pode variar de US $ 150,0 a US $
350,0 por kg (Sigma Aldrich), mas também pode ser obtido como coproduto da
producao de bioetanol e cerveja (KIGHTLINGER et al., 2014), e na regidao do norte
do Parana, pode ser adquirido por aproximadamente US $ 7,20 por kg.

O objetivo deste trabalho foi avaliar e otimizar diferentes
concentragdes de extrato de levedura e a diluigdo do meio BBM no crescimento da

microalga Neochloris oleoabundans e caracterizar a biomassa produzida.
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5.4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Instituto Agronémico do
Parana- IAPAR, localizado no municipio de Londrina-PR (lat. 23°08'47"S, long.
51°19'1"W, 640 m a.s.l.). A microalga utilizada foi a Neochloris oleoabundans
(UTEX- LB 1185). O meio de cultivo utilizado foi o BBM- Bold Basal Medium (BOLD,
1949) conforme descrito por Silva et al. (2016). O meio BBM foi suplementado com
diferentes doses de extrato de levedura (marca comercial KASVI, modelo- KG25, é
um autolizado desidratado de Saccharomyces cerevisiae) e o pH foi ajustado para
9,0 com uma solugédo de KOH 0,1 M, e autoclavado a 121° C e 1,5 ATM por 30 min.

O cultivo foi conduzido em camara de crescimento com fotoperiodo
de 12 h e temperatura controlada de 28,0 £ 2,0°C, na fase luminosa, e 22,0 + 2,0°C,
na fase escura. A densidade de fluxo de fétons da radiacao fotossinteticamente ativa
(PAR - photosynthetically active radiation) foi de 100 + 20 uE m™ s™' (porémetro Licor
INC modelo LI-1600), utilizando quatro lampadas fluorescentes tubulares (65 W
cada) dispostas paralelamente na parte superior dos recipientes de cultivo. Os
experimentos foram conduzidos em frascos, com 250 mL de cultivo, inoculados com
um cultivo da microalga N. oleoabundans com as seguintes caracteristicas:
densidade dptica a 670 nm de 0,29, biomassa seca 0,07 g L' contagem de células,
1,38 10" e pH 8,81, na concentracdo de 10 % V/v.

Os efeitos da concentracdo do extrato de levedura (X1) e da
porcentagem de diluigho do meio BBM (X2) foram estudados através de um
planejamento fatorial 2%, contendo 3 pontos centrais, totalizando 9 tratamentos, em
triplicata (Tabelas 5.1 € 5.2).

Tabela 5.1- Niveis codificados e reais das variaveis independentes, concentragao de
extrato de levedura (X1) e a diluicdo do meio BBM % (X2).

Variaveis Niveis codificados e reais das variaveis
Independentes independentes
-1 0 1
(X1) Extrato de levedura g L™ 1 6 11

(X2) % meio BBM 20 60 100
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Tabela 5.2- Quadro de ensaios do esquema em arranjo fatorial completo para duas
variaveis independentes, concentracao de extrato de levedura (X1) e diluicdo do
meio BBM % (X2).

Tratamento* Extrato de levedurag L™ % meio BBM
1 -1(1) -1 (20)
2 -1(1) 0 (60)
3 -1(1) 1 (100)
4 0 (6) -1 (20)
5 0 (6) 0 (60)
6 0 (6) 1 (100)
7 1(11) -1 (20)
8 1(11) 0 (60)
9 1(11) 1(100)

*Todos os tratamentos foram realizados com 3 repeti¢cdes

Como respostas a este planejamento, as variaveis dependentes
foram a densidade 6ptica (Y1) e a produgéo de biomassa seca g L™ (Y2).

Foram avaliados a densidade dptica 670 nm e a biomassa seca g L
no 5° 10° e 15° dia de cultivo. Apds a analise em esquema fatorial dos tratamentos
experimentais (concentragdo de extrato de levedura g L e a diluicdo do meio
BBM%), a concentracdo ideal de extrato de levedura foi 11 g L' e 0o BBM a 100%, e
o pH ajustado para 9,0 com KOH, e autoclavado a 121° C, 1,5 ATM por 30 min.

Para a validacado da concentracao ideal do meio BBM suplementado
com extrato de levedura, foi conduzido um cultivo da microalga Neochloris
oleoabundans, em frasco de vidro, contendo 900 mL de cultivo, em triplicata, que foi
inoculado a 10 % v/v, com um in6culo que apresentava as seguintes caracteristicas:
contagem de células 4,1 10" cel mL™" , biomassa seca 0,87 g L™, densidade 6ptica a
670 nm 1,30 e pH 8,82. O ambiente de cultivo foi 0 mesmo descrito anteriormente; o
periodo de cultivo foi de 15 dias. Foram a analisados a densidade optica 670 nm, a
biomassa seca g L™, o pH, a contagem de células, os teores de clorofila a, b e
carotenoides totais, a % N total, a conversdo do N total em proteinas, o teor lipidios
totais e a caracterizacéo fisico- quimica do lipidio total.

As anadlises da densidade Optica foram realizadas em
espectrofotobmetro UV-visivel a 670 nm (Genesys 10UV). Para a analise do pH foi

utilizado um pHmetro de marca Metronm modelo 827 pH lab. A contagem de células
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foi realizada em microscopio 6ptico ZEISS modelo AX10, em camara de Neubauer,
na objetiva de 40X e a fotomicrografia 6ptica das células da microalga Neochloris
oleoabundans na objetiva de 100X.

Para determinacdo da biomassa seca em g L™ nos cultivos, foram
coletadas amostras no 5° 10° e 15° dias de cultivo e na validacdo do ponto 6timo
com 15 dias de cultivo. Uma fracdo de 40 mL foi coletada e centrifugada a 11,536 g
por 10 minutos, a 25,0 °C (Model Z383 126 HERMLE K). O sobrenadante foi
descartado e o pellet formado foi seco em estufa a 50 °C e quantificado a massa
seca. O restante do cultivo foi centrifugado por 15 minutos em 4,075 g, a 25,0 °C
(Model Z383 126 HERMLE K). O sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi
seco em estufa a 50 °C para posteriores analises.

Para analise de clorofila a, b e carotenoides, 10 mL de cada amostra
foi centrifugado a 11,536 g por 10 minutos, a 25,0 °C (HERMLE modelo Z383 K), o
sobrenadante foi descartado e o pellet formado nos tubos do tipo Falcon de 15 mL,
foram recobertos com folha de aluminio e congelados a uma temperatura de -80°C
em ultrafreezer, para o rompimento de células por 24 h. As amostras foram
descongeladas a temperatura ambiente, em seguida adicionou-se 10 mL de acetona
a 80% em cada tubo (v/v), apOs ter adicionado o solvente os tubos foram
condicionados a 4°C por 24 horas para extracdo completa, as amostras foram
centrifugadas a 11,536 g durante 10 minutos. Foi retirado o sobrenadante e
realizada a leitura das absorbancias, em espectrofotdmetro UV-VIS cuvette de
quartzo, nos diferentes comprimentos de onda 663 nm (Agss), 646 nm (Asss), 470 nm
(A470), a@ acetona a 80% foi utilizada como branco (WELBURN, 1994).

A concentracao da clorofila a, b e carotenoides totais foi determinada
com base nas seguintes equagdes (WELBURN, 1994):

Clorofila a (CA) = 12,21*Ass3-2,81*Asas

Clorofila b (CB) = 20,13*As46- 5,03*Ass3

Carotenoides= (1000*A470-3,27xCA-104 CB)/198

A quantificacédo do teor de lipidios foi realizada de acordo com a
metodologia de Bligh Dyer (1959) adaptado por Ryckebosch et al. (2012) a partir de
100 mg de biomassa seca, e extraido na proporgao de 1:1:0,6 (cloroférmio, metanol

e agua) em triplicata.
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Na biomassa seca foi realizada a extracdo de N total pelo método de
Kjeldahl (BREMNER, 1965), e a partir deste resultado foi calculado o teor de
proteinas, utilizando os fatores de conversdo de 4,92 e 6,25 (LOURENCO et al.,
2002; OHSE et al., 2009).

Para a caracterizagao fisico- quimica dos lipidios totais foi realizada
a analise de ressonancia magnética nuclear- RMN de 1H, no Laboratéorio
Multiusuario de Espectroscopia da Universidade Estadual de Londrina- SPEC,
Londrina, Brasil. A extragao dos lipidios totais foi realizada, pelo método descrito por
Bligh and Dyer (1959) modificado por Ryckebosch et al. (2012). A amostra de lipidio
foi dissolvida no solvente CDCI; e analisada, usando o espectrdbmetro de RMN
Bruker Avance Il 400 MHz equipado com uma sonda (BBI) de detecgao inversa
(broadband) de 5 mm a temperatura de 303K. Os experimentos de RMN de "H foram
realizados a 400.13 MHz com a sequéncia de pulso descrita por Braun et al. (2000).
Os espectros obtidos pela analise de RMN de H' foram analisados de acordo com
Carneiro et al. (CARNEIRO et al., 2005).
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5.5 RESULTADOS E DiscussAo

A variavel concentracdo de extrato de levedura foi significativa
(p<0,05), e a variavel diluigdo do meio BBM % né&o foi significativa. No 5°, 10° e 15°
dia de cultivo, a maxima producdo de biomassa seca foi de 2,1, 3,5 e 50 g L™
respectivamente (Figura 5.1), os coeficientes de determinac&o obtidos foram de R?=
0,93, referente a equacéo da figura 5.1a, R?=0,96 referente a equacéo da figura 5.1b
e R?=0,95 referente a equagao da figura 5.1c.

Nas anadlises de variancia foram obtidos os valores do Lack of fit,
p=0,51 para os resultados do 5° dia, p=0,32 nos resultados do 10° dia, p=0,62 nos
resultados do 15° dia, todos os valores ndo foram significativos, indicando que o
modelo pode ser utilizado para fins preditivos, confirmando a validade do modelo
(TOVAR et al., 2010).

A partir do coeficiente de determinagcdo e da analise de ajuste do
modelo foram obtidas as superficies de respostas, que séo representadas pelas
equacoes:

Figura 5.1a, 2= -0,132+ 0,419x- 0,023x*+ 0,009y- 0,00006y?
Figura 5.1b, 2= -0,225+ 0,531x- 0,019x?+ 0,005y- 0,00002y?
Figura 5.1c, 2= -0,332+ 0,590x- 0,014x*+ 0,012y- 0,00008y?
Onde: 2= produgdo de biomassa seca g L™ no 5° (5.1a), 10° (5.1b), 15° (5.1c) dias

de cultivo, x= concentragao de extrato de levedura, y= diluicdo do meio BBM%.
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Figura 5.1- Superficie de resposta para variavel resposta biomassa seca (g L") da
microalga N. oleoabundans (UTEX LB1185) no 5° (a), 10° (b) e 15° (c) dia de cultivo,

em fungdo das variaveis concentragdes de extrato de levedura (g L™) e diluicdo do
meio BBM %.
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A maior producdo de biomassa seca foi obtida com 15 dias de
cultivo. Os valores da densidade 6ptica neste periodo estdo apresentados na Figura
5.2, onde observa-se que a variavel concentracdo de extrato de levedura foi
significativa e a variavel diluigdo do meio BBM % né&o foi significativa. O coeficiente
de determinacdo obtido foi de R?>= 0,98, o valor do Lack of fit p= 0,26, valor n&o

significativo, indicando que o modelo pode ser utilizado para fins preditivos,
confirmando a validade do modelo.
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A partir do coeficiente de determinagdo e da analise de ajuste do

modelo foi obtida a superficie de resposta para os valores da densidade Optica,
representada pela equacéo:

2= 0,098+0,557x+0,01x+0,015y-0,0001y?

Onde: 2= valores da densidade 6ptica, x= concentragao de extrato de levedura, y=
diluigdo do meio BBM%.

Figura 5.2- Superficie de resposta para variavel resposta densidade o6ptica em

absorbancia em 670 nm, da microalga N. oleoabundans (UTEX LB1185) no 15° dia

de cultivo, em funcdo das variaveis concentragdes de extrato de levedura (g L™) e
diluicdo do meio BBM %.
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A producado de biomassa seca e a densidade Optica foi influenciada
pela variavel concentracao de extrato de levedura, onde o aumento da concentracao

foi possivel verificar o incremento da produtividade da Neochloris oleoabundans em
meio de cultivo Figuras 5.1, 5.2, 5.3 e 5.4.
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Figura 5.3- Fotomicrografia Optica das células da microalga Neochloris
oleoabundans, com 15 dias de cultivo em meio BBM suplementado com extrato de
levedura a 11 g L™, utilizando um microscépio 6ptico marca ZEISS modelo AX10 na
objetiva de 100X.
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A produgcdo de biomassa seca da microalga Neochloris
oleoabundans pode variar de 0,5 a 3,5 g L "' quando cultivada em meio sintéticos de
agua doce (Li et al., 2008; Gouveia e Oliveira, 2009; Gouveia et al., 2009; Pruvost et
al., 2009). Neste trabalho de otimizag&o, a maior produtividade, foi alcangada no 15°
dia de cultivo com uma producgédo de 5,0 g L', a concentracdo ideal de extrato de
levedura foi de 11,0 g L™ e a diluicdo do meio BBM% ocorreu variacdes entre 20% a
100% alcangando uma producdo média de biomassa seca de 4,9 g L™ (Figura 5.1 e
5.2). Dessa forma, se comprova que a nutrigdo mixotréfica possibilita maior
producado de biomassa com a utilizacdo de uma fonte de carbono.

A Chlorophyta Chlorella sp. TISTR 8990 foi cultivada em meio
nutritivo contendo 0,3 g L™ extrato de levedura, 1,7 g L™, KHoPO4, 1,7 g L' MgSO,,
1.0 mg L', FeSO4, 0,9 mg L™ MnCly, e pH 7.0 e a maior produgdo de biomassa foi
de 2,2 g L (CHOI; LEE, 2015). Na cultura em batelada de Neochloris oleoabundans
sob condi¢cbes autotréficas e utilizando gases resultantes da combustdo de gas
natural liquefeito em meio TAP C modificado, a produg¢do de biomassa € de 0,6 a
1,0 g L™ (YOON et al., 2015). A biomassa produzida de 1,6 g L™ em seis dias de
cultivo com 0,5 g L™ de NaNO; cultivada de forma foto autotréfica em fotobiorreator

de vidro (PBR) com capacidade de 5 L contendo 3.5 L de meio SE, enriquecido com
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4% CO,, pH 7,0 e intensidade de luz de 100 Imol m? s com fotoperiodo de 16:8 h luz:
escuro a 25 + 2°C e agitagdo de 300 rpm (SUN et al., 2014). A microalga Neochloris
oleoabundans foi cultivada por 12 dias com agua do mar enriquecido com NaNO3
(3,5 mM), K;HPO4 (0,117mM), extrato de solo e solugdo de micronutrientes
alcancando uma produgdo maxima de 1,48 g L™ (POPOVICH et al., 2012). Os
resultados obtidos corroboram os resultados da literatura sobre a producédo de
biomassa da Chlorophyta Neochloris oleoabundans com meio sintético enriquecido

com fontes de carbono.

Figura 5.4- Frascos contendo o cultivo de N. oleoabundans em meio BBM 100% por
15 dias, (a) sem adi¢ao de extrato de levedura e (b) com a suplementagao de 11 g L

' de extrato de levedura.

No experimento para validagdo da concentracéo ideal de extrato de
levedura (11 g L") e BBM a 100%, com 15 dias de cultivo da microalga N.
oleoabundans, a produgdo de biomassa seca foi de 4,96 g L™, a densidade optica foi
de 7,86 e a contagem de células foi de 1,10 (0,12) 10° (Tabela 5.3), esses resultados
validam a etapa experimental, que evidencia a melhor concentracdo de extrato de
levedura e a diluicdo do meio BBM% (Tabela 5.3).

O teor de lipidios totais extraido da biomassa seca N. oleoabundans
foi de 35,3% (Tabela 5.3). O teor de lipidios na biomassa dessa microalga é descrito
na literatura em uma faixa entre de 27 a 56% (LI et al., 2008; GOUVEIA et al., 2009;
GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009; PRUVOST et al., 2009).



94

O teor de N total da biomassa seca foi de 4,65%, obtido este valor
foi calculado o teor de proteinas 22,89% utilizando o fator de conversao 4,92 e
30,25% utilizando o fator 6,25 (Tabela 5.3), estes resultados foram similares ao
obtido com o cultivo da N. oleoabundans em uma cultura em Bold’s Basal Medium
com adicao de extrato de solo e com 29% de proteina (GATENBY et al., 2003).

Apos 15 dias de cultivo o pH foi de 8,24 e os teores de clorofilaa e b
e carotenoides totais foi de 25,9+0,4 mg L™ 6,78+0,6 mg L™"; 8,45+0,21 mg L™,

respectivamente (Tabela 5.3).

Tabela 5.3- Porcentagem de lipidios, N total e proteina total na biomassa seca,
contagem de células (cel. mL™), producdo de biomassa seca (g L") e densidade
ptica a 670 nm, teor de clorofila a, b e carotenoides totais em mg L™, no 15° dia de

cultivo, com 11 g L™ de extrato de levedura e BBM a 100%.

Caracteristicas Médias (SD)
Lipidios na biomassa (%) 35,30 (0,19)
N total na biomassa (%) 4,65 (0,002)
Proteinas na biomassa® (%) 30,25 (0,013)
Proteinas na biomassa® (%) 22,89 (0,009)
Contagem de células (cel. mL™") 1,10 (0,12). 108
Produgao de biomassa secag L™ 4,96 (0,19)
Densidade optica 670 nm 7,86 (0,06)
pH do meio de cultivo aos 15 dias 8,24 (0,02)
Clorofila a (mg L™) 25,90 (0,4)
Clorofila b (mg L™) 6,78 (0,6)
Carotenoides totais (mg L™) 8,45 (0,21)

Os resultados sdo média de 3 repeticdes + desvio padrdo (SD), *° calculado com o
fator de conversao de 6,25 e 4,92 respectivamente.

O espectro obtido pela andlise de RMN de 'H é apresentado na
Figura 5.5. A caracterizacdo fisico- quimica dos lipidios totais por RMN de 'H
extraido da biomassa da microalga N. oleoabundans cultivada em condi¢des
mixotréficas, por 15 dias em meio de cultivo BBM 100% otimizado com 11 g L™ de
extrato de levedura estd apresentada na Tabela 5.4. As caracteristicas fisico-

quimicas do dleo de soja bruto utilizando a analise de RMN de "H foram descrito por
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REDA et al. (2010). O peso molecular do 6leo de soja bruto possui um valor de
870,2, indice de iodo de 118,5, e indice de saponificacao de 195. Os valores obtidos
na analise dos lipidios totais extraidos da biomassa de Neochloris oleoabundans
correspondem a peso molecular de 869,0, indice de iodo 113,3 e indice de
saponificagao de 193, valores semelhantes ao éleo de soja bruto.

O indice de saponificagdo compreende ao numero de miligramas de
(KOH) necessario para saponificar um grama de oleo ou gordura, os lipidios
extraidos da biomassa obtida do cultivo mixotréfico com 11 g L™ de extrato de
levedura é semelhante ao indice de saponificagao a do 6leo de soja bruto (REDA et
al., 2010).

O indice de iodo € uma variavel que indica o grau de insaturagao
dos dOleos e combustiveis, que expressa a sua tendéncia para oxidar. Este indice
indica o numero de duplas ligagdes em uma amostra, que compreende a quantidade
de iodo em gramas que € consumida por 100 g de amostra sob a determinada
condigdo, quanto maior o indice de iodo, maior é o grau de insaturagao, ou seja, um
aumento do numero de ligagbes duplas entre os acidos graxos (KUMAR et al.,
2012). A taxa de auto-oxidacdo de compostos graxos insaturados depende do
numero e posicao das duplas ligagdes. O 6leo obtido da biomassa de algas contém
uma elevada quantidade de acidos graxos poli-insaturados (PUFA), em comparagao
a Oleos extraidos de plantas oleaginosas. Este fator diminiu a estabilidade a
oxidagdo de biodiesel produzido por 6leos extraidos da biomassa de microalgas
(KUMAR et al.,, 2012). O teor de agua, presenca de oxigénio, peroéxidos,
hidroperéxidos e metais sdo fatores que favorecem a oxidacdo de O6leos e
biocombustiveis. A estabilidade oxidativa esta relacionada ao tempo que a amostra
nao sofre oxidagdo, mantendo as suas propriedades fisico- quimicas em longos
periodos de estocagem. Essa analise é de grande importancia, uma vez que indicam
alteragcbes na sua composicao das propriedades de acidez, densidade, viscosidade,
teor de ésteres e indice de peréxido (KNOTHE et al., 2006).
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Figura 5.5- Espectro de RMN de 'H dos lipidios totais, extraidos da biomassa da
microalga Neochloris oleoabundans cultivada em condigdes mixotroficas, por 15 dias

em meio de cultivo BBM otimizado com 11,0 g L de extrato de levedura.
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Tabela 5.4- Analise fisico- quimica dos lipidios totais extraidos da biomassa de N.
oleoabundans produzida em cultivo suplementado com 11,0 g L' de extrato de

levedura e BBM a 100%, comparados ao 6leo de soja bruto.

Parametros Oleo de soja Lipidio total da microalga N.
Bruto** oleoabundans*

MW- peso molecular 870,2 869,0

indice de iodo 118,5 113,3

indice de saponificagao 195,0 193,0

indice de acidez livre 1,5 1,4

*valores calculados a partir dos dados de RMN de 'H dos espectros integrados.
** Resultados publicados por (REDA et al., 2010)
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5.6 CONCLUSOES

O cultivo mixotrofico com a concentragao otimizada de extrato de
levedura aumenta a produtividade da microalga N. oleoabundans.

O meio de cultivo BBM pode ser diluido quando enriquecido com
extrato de levedura, que nao influencia na produg¢ao de N. oleoabundans.

A biomassa produzida em meio de cultura suplementada com
extrato de levedura possui alto teor de lipidios, com caracteristica fisico- quimica
semelhante ao 6leo de soja bruto, podendo assim ser matéria prima para produgéo

de biocombustiveis.
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6 ANALISE COMPARATIVA DA PRODUTIVIDADE DE BIOMASSA, OLEO E
PROTEINA DE N. oleoabundans COM A SOJA

A estimativa de produtividade em kg ha™' de biomassa, lipideos e
proteinas de N. oleoabundans e a comparagdo com a soja [Glycine max (L.) Merrill]
foi realizada considerando os resultados experimentais obtidos neste trabalho.

Os calculos foram estimados com referéncia na produgdo em
sistema aberto, em tanque com as seguintes dimensdes: profundidade de 0,4 m,
largura de 100 m e comprimento de 100 m, com capacidade de 4.000 m® de meio de
cultivo por ha™.

O ciclo da soja é realizado em torno de 120 dias dependendo da
cultivar utilizada e da época de semeadura. A biomassa em gréos, produzida ao final
deste ciclo, é de 3.000 Kg ha™' em média (EMBRAPA, 2015). Os teores de dleo e
proteina sdo de 20 e 40% respectivamente (BRUNO et al., 2015). Assim a produgao
de 6leo é de 600 kg ha™' e 1.200 kg ha™' de proteina (Tabela 6.1).

A produgdo de biomassa obtida nos resultados experimentais do
artigo 1 (sistema de cultivo 1), foi de 0,1 g L' em 14 dias de cultivo, com teor de
lipideos de 36% e proteinas de 37%. Caso seja alcangada neste sistema aberto de
cultivo, a producéo de biomassa é de 3.400 Kg ha™. A producéo de dleo 1.224 kg ha”
' (duas vezes superior & producdo de 6leo de soja) e 1.258 kg ha™' de proteina
(Tabela 6.1).

No artigo 2 (sistema de cultivo 2), a produgdo de biomassa foi de
0,65 g L™ em 9 dias de cultivo, teor de lipideos de 24,5% e proteinas de 45%. As
estimativas de produtividade nas condicdes citadas sdo: 34.600 kg ha™ de biomassa
(11 vezes superior & soja), a producdo de 6leo 8.477 kg ha™ (14 vezes superior &
soja) e proteinas 15.570 kg ha™ (12,9 vezes superior a soja) (Tabela 6.1).

No artigo “Combining glucose and sodium acetate improves the
growth of Neochloris oleoabundans under mixotrophic conditions” (sistema de cultivo
3), publicado da revista AMB Express em janeiro de 2016 (SILVA et al., 2016) a
producdo de biomassa foi de 1,75 g L™' em 10 dias de cultivo, com teor de lipidios de
34,7% e proteinas de 30,5%. As estimativas de produtividade nas condi¢ées citadas
s30: 84.000 Kg ha™ de biomassa (28 vezes superior & soja), 29.148 kg ha™' de dleo

(48,5 vezes superior a soja) e 25.620 kg ha™ de proteina (21 vezes superior & soja)
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(Tabela 6.1).

No artigo 3 (sistema de cultivo 4), a producado de biomassa obtida foi
de 50g L™ em 15 dias, com teor de lipidios de 35,3% e proteinas de 30,3% (Tabela
6.1). As estimativas de produtividade nas condi¢des citadas s&o: 160.000 Kg ha' de
biomassa (53 vezes superior & soja), 56.480 Kg ha™ de 6leo (94 vezes superior a

soja) 48.400 Kg ha™ de proteinas (40 vezes superior & soja) (Tabela 6.1).

Tabela 6.1- Estimativa da produgdo em kg ha' de biomassa, 6leo e proteina da

microalga N. oleoabundans simulando o cultivo em tanque com profundidade de 0,4

m e a soja.

Soja e N. oleoabundans (Biomassa) -+ -

(Graos) Sistema de cultivo
1 2 3 4

Oleo (%) *20,0 36,0 24,5 34,7 35,3
Proteina (%) *40,0 37,0 45,0 30,5 30,3
Produgao (Kg ha™) **3.000 3.400 34.600 84.000 160.000
Oleo (kg ha™) 600 1.224 8.477 29.148 56.480
Proteina (kg ha™) 1.200 1.258 15.570 25.620 48.400

*Bruno et al.(2015); **Embrapa (2015).
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7 CONCLUSOES GERAIS

As microalgas apresentam grande potencial para produgdo de
biomassa que possue composicao diversificada de metabdlitos em suas células. A
producdo em sistemas de cultivos em grande escala, deve ser cada vez mais
explorada, para geracao de produtos biotecnoldgicos e renovaveis.

As etapas de isolamento, sistemas de cultivo, colheita, pré-
tratamento da biomassa e extragcdo de metabdlitos; devem ser pesquisadas e
otimizadas de acordo com a espécie de microalga produzida, buscando alcancar alta
eficiéncia e produtividade.

Variagbes na concentracdo de NaNO; e pH do meio de cultivo
possibilitam maior crescimento da microalga N. oleoabundans e assim maior
producdo de biomassa seca e de lipidios totais. A alcalinizacdo do meio de cultivo
com pH ajustado para 9.0 pode-se obter maiores valores de biomassa seca,
densidade Optica, numero de células e maiores porcentagens de lipidios na
biomassa.

O cultivo mixotrofico com concentragao otimizada de extrato de
levedura; glicose e acetato de sodio, aumenta a produtividade da microalga N.
oleoabundans.

Os meétodos de colheita da biomassa e secagem da microalga
Neochloris oleoabundans influenciam na porcentagem de lipidios totais.

A biomassa de N. oleoabundans possui alto teor de lipidios com
caracteristicas fisico- quimicas semelhante ao 6leo de soja bruto, podendo assim ser
matéria prima para produgdo de biocombustiveis ou outras aplicagbes
biotecnoldgicas.

A microalga N. oleoabundans apresenta maior produtividade em

comparagao com o uso da soja para produgao de biomassa, 6leo e proteina.
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