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Titulo: Avaliagdo do teor de acido graxo das microalgas Pediastrum tetras e
Scenedesmus acuminatus sob fético e térmico para producdo de biodiesel.
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RESUMO

A busca por alternativas energéticas vidveis, de baixo custo, sustentdveis e que possam
substituir o uso de combustiveis fOsseis tem aumentado. Neste contexto, o0s
biocombustiveis derivados de microalgas torna-se uma op¢ao promissora quer seja do
ponto de vista econdmico como do ponto de vista ambiental. Os cultivos de microalgas
produzem elevada quantidade de biomassa em curto tempo € ndo requerem extensas
areas para sua producdo como acontece com a cana de agucar utilizada para a producao
de etanol, ou a soja, no caso do biodiesel. Este trabalho teve o propdsito de caracterizar
o potencial de producao de dcidos graxos de microalgas isoladas da regido semidrida do
estado da Paraiba mantidas em cultivo monoespecifico no banco de culturas de
microalgas do LARBIM/UFPB e selecionar espécies potencialmente produtoras desses
compostos visando cultivd-las em diferentes condi¢des de estresse com o propdsito de
incrementar o rendimento final dos 4cidos graxos de interesse a producao de biodiesel.
Os cultivos foram desenvolvidos utilizando os meios Zarrouk e WC em cimara de
cultura a 25°C+1°C dotada de sistema de iluminacdo, com fotoperiodo de 12 horas.
Foram estudadas 12 cepas incluidas em 7 espécies representantes dos grupos das
cianobactérias e cloroficeas. A quantificacdo de 4cidos graxos de cada uma das
microalgas estudadas, foi determinado por cromatografia a gis. Duas espécies
Pediastrum tetras (D121WC) e Scenedesmus acuminatus (D115WC) apresentaram
teores de dcidos graxos 802,1% em relacdo a soja 211,1% em relacdo a soja,
respectivamente. Por essa razdo essas espécies foram cultivadas em diferentes
condicdes de estresse nas mesmas condigdes de temperatura e fotoperiodo, utilizando-se
estresses fotico, térmico e nutricional. Ao final de cada experimento foram
determinadas para cada condicao testada, os teores de protrinas, lipideos e carbiodratos.
As curvas de crescimento foram acompanhas por medida de fluorescéncia in vivo, em
triplicatas, e todos os parametros de crescimento foram analisados para cada espécie
testada. Observou-se maior taxa de divisdo celular por dia na espécie D112Z (0,71
divisdo/dia). Os teores de 4cidos graxos na cepa D121WC aumentaram mais do que o
dobro sob a condi¢do de estresse fotico. Ja para a espécie D11SWC ocorreu um
aumento no rendimento de 4cido graxo ao condiciona-la a estresse térmico de 590,8%
em relagdo a soja. Apesar das duas espécies testadas (Pediastrum tetras e Scenedesmus
acuminatus) serem potencialmente importantes para a producao de biodiesel, evidencia-
se que suas respostas fisioldgicas as condicdes de estresse nao sao as mesmas.

Palavras—chave: biodiesel; microalga; Pediastrum tetras; Scenedesmus acuminatus.



Title: Evaluation of fatty acid content of microalgae Pediastrum tetras any
Scenedesmus acuminatus under conditions of nutritional stress photic and thermal for
biodiesel production
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ABSTRACT

The search for viable energy alternatives, low cost, sustainable and can replace the use
of fossil fuels has increased. In this context, biofuels derived from microalgae become a
promising option either from the economic point of view as from the environmental
point of view. The cultivation of microalgae produce higher amount of biomass in a
short time and require large areas for their production as with sugarcane used for
ethanol production, or soybean in the case biodiesel. This study aimed to characterize
the potential for production of fatty acids from microalgae isolated from the semiarid
region of the state of Paraiba kept growing in monospecific cultures of microalgae bank
of LARBIM / UFPB and select potentially producing species of these compounds in
order to grow them different stress conditions in order to increase the final yield of the
fatty acids of interest for biodiesel production. The cultures were developed using the
means Zarrouk and toilet in a growth chamber at 25 ° C + 1 ° C equipped with lighting
system, with a photoperiod of 12 hours. 12 strains included representatives of groups of
cyanobacteria and green algae were studied in seven species. The quantification of each
fatty microalgae studied acids was determined by gas chromatography. Two species
Pediastrum tetras (D121WC) and Scenedesmus acuminatus (D115WC) showed levels
of fatty acids 802.1% compared to 211.1% in soybeans compared to soybean,
respectively. Therefore these species were grown under different conditions of stress
under the same conditions of temperature and photoperiod, using photic, thermal and
nutritional stresses. At the end of each experiment were determined for each condition
tested, the levels of proteins, lipids and carbohydrates. The growth curves were avidly
by measuring in vivo fluorescence in triplicate, and all growth parameters were
analyzed for each species tested. Observed a higher rate of cell division per day in
D1127 (0.71 divisions / day) species. The levels of fatty acids in strain D121WC
increased more than twice on condition of photic stress. As for the species D115WC
was an increase in the yield of fatty acid to condition it to heat stress of 590.8%
compared to soybean. Although the two potentially important for the production of
biodiesel tested species (Pediastrum tetras and Scenedesmus acuminatus) are, it is
evident that their physiological responses to stress conditions are not the same.

Keywords: biodiesel; microalgae; Pediastrum tetras; Scenedesmus acuminatus.
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1 INTRODUCAO

Estudos voltados para biotecnologia utilizando as microalgas vém ganhando
destaque nos dias atuais em fun¢@o da capacidade que esses organismos tém de produzir
uma ampla variedade de metabdlitos como proteinas, lipideos, carboidratos,
carotendides ou vitaminas, com ampla aplicacdo para a saide humana, producdo de
alimento, aditivos alimentares, cosméticos e producdo de energia (UKELESS, 1976;
BOROWITZKA, 1999; DEL CAMPO et al 2007, PRIYADARSHANI ; RATHFOR,
2012).

Segundo Cardozo et al. (2007), outros interesses incluem também a producdo de
farmacos diversos, fonte de novas enzimas, biofertilizantes, inseticidas verdes e usos em
programas de bioremediacdo, a exemplo do tratamento de dguas residuais, e em projetos
de MDL(Mecanismo de Desenvolvimemto Limpo), que hoje se constituem no principal
mecanismo mundialmente adotado para reduzir as em emissdes de CO, na atmosfera e
minimizar os efeitos do aquecimento global, devido a enorme capacidade que tais
organismos apresentam para retirar CO, da atmosfera. Chisti (2007), explica que na
producdo de 100 toneladas de biomassa algal sdo assimiladas aproximadamente 183
toneladas de di6xido de carbono, evidenciando assim a alta eficiéncia com que as
microalgas convertem carbono inorganico em compostos organicos através da
fotossintese (CHISTI, 2007; MATA et al., 2010).

Admite-se que os primeiros estudos sobre cultivos de microalgas tenham se
iniciado com o trabalho do Cohn (1850) que manteve uma cepa de Haematococcus viva
em laboratdrio, mas este autor ndo isolou a espécie e nem preparou um meio de cultura
especifico para tal finalidade, de modo o primeiro relato sobre a necessidade de sais
inorganicos para o desenvolvimento desses organismos em laboratério € atribuido a
Famintzin (1871), que decididamente influenciou outros pesquisadores nessa area
(LOURENCO, 2006).

De acordo com Priyadarshani & Rath (2012), o primeiro uso de microalgas por
humanos € atribuido aos chineses, que a mais de 2000 anos fizeram uso de Nostoc para
sobreviver durante épocas de fome. Também ha referencias de que os nativos do Chade,
Africa, alimentavam-se de Spirulina em periodos de escassez de alimentos, assim como
h4 registros de que no lago Texcoco, México, os Astecas também se alimentavam de

produtos feitos com biomassa de Spirulina spp. (Derner, 20006).
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Microalgas sdo organismos fotossintetizantes que vivem na dgua doce, marinha,
salobra ou em locais imidos, e em uma vasta faixa de temperatura, ocorrendo, portanto,
em todos os ecossistemas da terra e numa grande amplitude de variagdes ambientais
(Mata et al., 2009).

Uma das principais caracteristicas das microalgas é que elas se constituem num
sistema bioldgico muito eficiente de conversdo da energia solar em biomassa.
Apresentam um ciclo de vida muito curto, com até quatro divisdes celulares por dia,
segundo (MIRANDA et al.,2013), o que as tornam muito eficientes na producdo de
grande quantidade de biomassa em pouquissimo tempo. Além disso, comparando-se
com a agricultura tradicional os cultivos desses microrganismos nao provocam impactos
ambientais, pois podem ser desenvolvidos em pequenas dreas, ndo competindo,
portanto, com os plantios extensivos de oleaginosas convencionais (KOWALSKI,
2010), bem como necessitam apenas de luz solar e di6xido de carbono (CO;) para a
realizagcdo da fotossintese, além, evidentemente, de suplementos nutricionais.

O cultivo pode acontecer de varias formas, em sistemas com poucos e até
bilhdes de litros de dgua, dependendo da sua finalidade e interesses na obtencdo de
biomassa. Mas a grande parte da produgdo realizada hoje utiliza sistemas poucos
sofisticados e € feita a céu aberto em condi¢cdes ambientais naturais, utilizando tanques
rasos construidos de concreto, fibra e policarbonato, com fundo de terra ou revestidos
com material plastico (KOWALSKI,2010).

Dois grandes grupos de microalgas podem ser citados por abrigarem importantes
espécies como Spirulina platensis e Chlorela vulgaris, que podem ser utilizadas em
diversos processos biotecnolégicos: as cianobactérias (ou Cyanophyta) e as cloroficeas
(Chlorophyta). Mas outros grupos também abrigam importantes espécies, a exemplo das
diatomdiceas (Bacillariophyta) e dinoflagelados (Dynophyta) Nitzschia e Noctilluca
respectivamente.

As cianobactérias, também denominadas de algas azuis, podem se desenvolver
tanto em dgua doce como no ambiente marinho e em estudrios. Algumas espécies sao
extremofilas, podendo ser encontradas em fontes termais e em ambientes hipersalinos.
Outras vivem em solos umidos e até mesmo desérticos, ou recobrindo muros e paredes
umidos, sendo, portanto, um problema para a manutencdo de construgdes historicas
(FRANCO et al., 2013).

A reproducgdo das cianobactérias ocorre de forma assexuada por brotamento ou

fragmentacdo. Possuem estrutura de uma bactéria, mas com uma considerdvel
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diversidade morfoldgica. Sdo seres unicelulares podendo ocorrer individualmente ou
agrupadas em coldnia, na qual grande parte encontra-se envolvida por mucilagem.
Muitas cianobactérias podem ser cultivadas em meio contendo diversas fontes de
carbono como glicose ou acetato (LOURENCO,2006).

Segundo a literatura, as cianobactérias sdo seres fotossintetizante ricas em
clorofila-a, sendo também dotadas de outros tipos de pigmentos proteicos soliveis em
dgua, muito importantes para a industria alimenticia como corantes naturais (CALIJURI
et al.,2006). Estes autores consideram, ainda, que algumas espécies sdo fixadoras de
nitrogénio atmosférico, processo este que é feito por meio de células diferenciadas
denominadas heterocistos, sendo o nitrogénio fixado transferido para o interior das
células vegetativas.

As cloroficeas ou algas verdes também sdo encontradas em diversos tipos de
habitats, incluindo rios, lagos, charcos, estudrios, ambiente marinho, e at¢é mesmo em
habitats extremos sobre a neve, e folhas de plantas, em desertos secos e sobre cinzas
vulcanicas. Apesar de toda essa variedade de ambientes, a maioria das espécies
encontra-se em agua doce. Sao organismos unicelulares com células isoladas ou que
podem formar colonias de variados tamanhos e formas. A reproducio pode acontecer de
forma sexuada ou assexuada por brotamento (LOURENCO, 2006).

As cloroficeas sdo fotossintetizantes dotadas de clorofila a e b, carotendides e
xantofilas, e sua principal reserva é o amido. Esses microrganismos conseguem adquirir
carbono por meio da fotossintese assimilando substincias inorganicas do meio.
Entretanto, algumas espécies também utilizam matéria organica dissolvida na forma de
acucar, apresentando assim um quadro de osmotrofia e mixotrofia (YANG et al., 2000).

Conforme ja referido, as microalgas produzem intimeros compostos de interesse
biotecnoldgico, alguns deles de elevado valor de mercado, sendo importantes em
diversas aplicacOes industriais, mas o grande boom do momento € a producdo de
biocombustiveis de microalgas, em especial o biodiesel.

Os biocombustiveis vém ganhando destaque na pesquisa cientifica, apesar da
descoberta das grandes reservas de Oleo e gas do Pré-Sal, permitindo-se identificar, a
partir desses dados, que as fontes fOsseis de energia ainda permanecerdo em alta
economicamente por um bom tempo. No entanto, existe uma preocupacdo com O
impacto ambiental e as alteracdes atmosféricas decorrentesdo uso dos combustiveis
fosseis. Frente a essa problemdtica, o incentivo pela busca por fontes alternativas de

energia vem ganhando grande espaco, a exemplo do biodiesel (PICARDO, 2012), que
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normalmente é produzido a partir de 6leos vegetais extraidos de sementes oleaginosas
como soja, mamona e canola, ou de gordura animal (KOWALSKI, 2010).

Entretanto, para atender as demandas crescentes de mercado extensas dreas de
plantio desses vegetais sdo necessdrias, de maneira que haverd cada vez mais exigéncia
de solo fértil e de dgua doce para os cultivos dessas oleaginosas. Essas praticas podem
comprometer a producdo alimenticia e aumentar a competitividade entre o uso humano
e a industria, além dos problemas associados com sazonalidade das safras, impactos de
estoques, e cendrios climdticos mundiais (MURPHY et al., 2011).

Frente a esses conflitos, o cultivo de microalgas mostra-se como uma atividade
alternativa muito promissora, visto que é possivel produzir grande quantidade de
biomassa e gerar biodiesel em dguas imprdprias para consumo humano ou industrial
(por exemplo, em 4dgua com diferentes niveis de salinidade) onde muitas espécies
apresentam taxas de crescimento bastante favordveis quando comparadas aos cultivos
agricolas. (PICARDO, 2012).

As microalgas capturam CO, e produzem, por meio da fotossintese, diversos
compostos de interesse biotecnolégico, a exemplo dos dcidos graxos que podem ser
usados para a produgdo de biodiesel, bioquerosene e como substincias nutraceuticas
como os dcidos graxos poliinsaturados dmega 3 e dmega 6; macromoléculas de alto
valor agregado como pigmentos (ficocianina, ficoeritrina, betacaroteno, astaxantina,
cataxantina) que podem ser usados como corantes em alimentos, agentes antioxidantes
ou na inddstria farmacéutica (produ¢do de vitamina A) como alguns carotenoides, sem
contar ainda que podem ser desenvolvidos cultivos com meios alternativos preparados a
partir de residuos de processos industriais e adicao de CO; (cultivos autotréficos) ou
residuos organicos (cultivos heterotréficos). (PITTMAN et al. 2011).

Quando comparadas com outras oleaginosas (Tabela 1) evidencia-se que as
microalgas tém um alto teor de matéria graxa demonstrando a sua importancia na

producao de biodiesel.
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Tabela 1. Comparacio do rendimento em O6leos de microalgas com o rendimento por algumas
oleaginosas.

44 172 66 152
18 636 18 562
28 741 15 656
41 1.190 12 862
48 1.307 9 1.156
36 5.366 2 4.747
70 136.900 0,1 121.104

Fonte: ADAPTADA DE OLIVEIRA et al 2013.

Quer na natureza ou em um sistema de cultivo as microalgas aumentam sua
biomassa mediante a fotossintese, mas a produtividade aumenta até certo limite, visto
que em altas concentracdes celulares a fotossintese € limitada por efeito de fotoinibicao.
Mesmo nessas condi¢des as células ainda sdo capazes de fixar CO, e acumular amido ou
lipideos como produtos de reserva visando a sua sobrevivéncia em condicdes
desfavoraveis ou de estresse (FRANCO, 2013). Tal particularidade fisiologica desperta
o interesse para a realizacdo de cultivos em condi¢des de estresse, visando, com isso,
produzir desvios no metabolismo celular para aumentar a sintese de produtos de
interesse.

Cultivos em condicdes de estresse (fotico, térmico ou nutricional, por exemplo)
podem incrementar a produc¢do de lipideos ou de outras moléculas de interesse
comercial, muito embora com a limitagdo do crescimento a produtividade geral de
biomassa possa diminuir (CHAGAS, 2010).

Além da boa produtividade em 6leo na biomassa de algumas espécies de
microalgas outros fatores sdo analisados para a selecdo de cepas adequadas a produgdo
de biodiesel, a exemplo da composi¢do em 4cidos graxos, capacidade de crescimento
em condicdes ambientais especificas, requisitos de coleta (concentracdo da biomassa),
extracdo e purificacdo do dleo, e balango energético favoravel (FRANCO, 2013). O
presente estudo teve como principal propdsito selecionar espécies potencialmente
produtoras de 4cidos graxos isoladas da regido semidrida do estado da Paraiba e cultivar
essas espécies em condicOes de estresse visando incrementar a sintese € o rendimento

final desses compostos com o intuito de subsidiar a produgdo de biodiesel.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Obter cultivos monoespecificos de microalgas da regido semidrida do estado da
Paraiba e testar sua capacidade de producdo de ésteres metilicos de 4cidos graxos
visando selecionar espécies potencialmente produtoras desses compostos a fim de
cultivd-las em condi¢des de estresse com o propdsito de incrementar o rendimento final

desses compostos de interesse a produgdo de biodiesel.

2.2 Objetivo especifico

Ey

e Selecionar espécies de microalgas do banco de culturas do LARBIM/UFPB
isoladas de ambientes aqudticos do semidrido paraibano e cultivar essas espécies em
escala de bancada visando analisar parametros de crescimento e os teores e a
composicdo de ésteres metilicos de dcidos graxos;

e Selecionar, dentre as espécies testadas, aquelas que apresentem maiores
rendimentos em 4cidos graxos em relacdo a soja (parametro utilizado nas andlises), e
que obedecam a norma EN14214 da ANP para biodiesel;

e Cultivar as espécies potencialmente mais produtoras de 4cidos graxos em
diferentes condicdes de estresse visando promover desvios metabdlicos que possam
aumentar a produgdo de dcidos graxos e outros produtos de interesse como proteinas e
carboidrato;

£ Determinar os teores de dcidos graxos, proteinas e carboidrato nas diferentes
condicdes testadas;

¥ Relacionar o teor de 4cidos graxos ao indicativo lipidico realizado pelo

infravermelho médio.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Caracterizagdo das microalgas

z

Microalga € um termo geral que engloba microrganismos unicelulares,
filamentosos, coloniais e fotossintéticos, com tamanho usualmente variando entre 2 e
200 um encontrados em todos os corpos de dgua do planeta, lugares imidos, ambientes
extremos, sobre solos lamosos, arenosos e rochosos umedecidos, incluindo areias
desérticas, e ainda como epiffitas, epipélicas, endotélicas, epipsamicas, endopsamicas,
enquanto outras ainda sdo encontradas como epi ou endossimbiontes de diversos
invertebrados aquéticos, a exemplo dos cniddrios, poriferas, tunicados, esponjas, dentre
outros (SANTANA, 2014; ARCEOQ, 2012).

O ndmero total de espécies incluidas neste grupo € controverso, visto que alguns
autores admitem um total de 50000 espécies (Richmond, 2004) e outros consideram um
nimero varidvel entre 40.000 e 100.000 espécies (ABREU, 2010). Algumas estimativas
reportam mais de 200.000 espécies apenas para as diatomdceas (Bacillariophyceae)
(GUIRY, 2012) dados estes que contrastam com as 8000-10000 espécies descritas para
este grupo (ARMBRUST, 2009).

O grupo integra representantes do Reino Protista e inclui tanto seres eucariotas
pertencentes ao Super-Reino Eucdria que sdo todos aqueles organismos que evoluiram
por simbiogénese, como as cianobactérias fotossintetizantes, que pertencem ao Sub-
reino Eubacteria do Reino Bacteria, Super-Reino Prokaria, que inclui todos aqueles
organismos que evoluiram sem simbiogénese (SHUWARTZ; MARGULIS, 2005).

Nas regides ocednicas e costeiras as microalgas sdo os principais produtores
primdrios que asseguram as grandes pescarias nos ambientes mais produtivos. O mesmo
acontece em lagos e reservatdrios e até mesmo em rios corredicos, onde muitas delas
vivem como parte do perifiton.

Estudos apontam que a absorcao de gés carbonico pelas microalgas nos oceanos
e a transferéncia da matéria organica produzida pela fotossintese para os fundos dos
mares estaria diminuindo os efeitos danosos do aquecimento global produzidos pelos
gases do Efeito Estufa. Em escala global, aproximadamente 45 pentagramas de carbono
ao ano (Pg C/ano) sdo fixados através da fotossintese fitoplanténica (FALKOWSKIET

al., 2000). Este processo, conhecido como Bomba Bioldgica, gera uma sedimentacio
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massiva de microalgas que, ao longo de eras geoldgicas, levou a formagao do petréleo
que estamos queimando hoje nos motores de nossos carros e industrias. (ABREU, 2010)

O interesse pelo cultivo das microalgas vem sendo despertado em todo o mundo,
isso devido a um leque de aplicabilidade em diferentes 4reas econdmicas como
tratamento de dgua, fairmacos, nutricdo e geracdo de energia (KOWALSKI, 2010). As
células desses microrganismos possuem uma composicao bioquimica bem diversificada
(carboidrato, proteina, lipidios, d4cidos graxos, entre outras), os quais estdo relacionados
ndo apenas com a natureza de cada espécie, mas também com fatores ambientais como
a regiao onde a mesma foi coletada, as condi¢des na qual o cultivo estd sendo realizado,
bem como o meio de cultura utilizado (CARDOSO et al, 2011). A Tabela 2 ilustra a
composicdo bioquimica de determinadas cepas de microalgas cultivadas por Guimaraes
(2012) com e sem adi¢do de nitrogénio no meio, evidenciando que a auséncia desse

elemento resulta em variagao lipidica.

Tabela 2: Contetidos dos principais componentes quimico das espécies
Clorellavulgaris, Clorellaemersonii, Chlorellaprotothecoide e Chlorellaminutissima.

Controle Caréncia Controle Caréncia Controle Caréncia Controle Caréncia
N N N N
29+25 7+1,6 32+29 28+38 38+3 36+3 24+£31 9+2

51+2 55+32 41+25 1122 52423 41+3 42 +35 14 +2,1
18+2,1 4021 29425 63+1 11+32 23412 31+32 57+25
Fonte: ADAPTADO GUIMARAES, 2012.

Este resultado € bastante interessante uma vez que, para a producdo de biodiesel
a matéria prima deve ser rica em 4cidos graxos. Nas microalgas geralmente o 6leo é
encontrado na forma de triacilglicerideos podendo ser convertido em ésteres metilicos
de 4cidos graxos (PEREIRA er al 2012; MENEZES et al 2013). Isso explica o porqué
das microalgas serem consideradas excelentes em relagdo a outras culturas para
producido de energia.

Outras caracteristicas importantes das microalgas incluem sua grande efici€éncia
fotossintética quando comparadas as plantas terrestres em termos de produtividade por
unidade de area; sua grande capacidade de remover dioxido de carbono por area de
cultura ocupada; sua grande capacidade de sintetizar e acumular grande quantidade de
lipideos, alcancando em média de 20 a 50% do peso seco de biomassa, mas podendo

chegar a mais de 80% em algumas espécies; seu rapido crescimento e ciclo de vida
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muito curto; a facilidade de serem cultivadas em meio liquido; sua versatilidade em
poder ser cultivada em diferentes tipos de dguas, seja doce, salobra e salgada e também
em efluentes e dguas residuais; o fato de poderem ser cultivadas em terrenos nao
apropriados para a prética da agricultura convencional, como salinas, dreas desérticas,
etc. de maneira que cultivos de microalgas nio competem com dreas para producdo de
alimento, e finalmente, o fato delas apresentarem um ciclo de colheita muito ripido,

permitindo colheitas continuas ao longo do ano (SEMIAQ, 2013).

3.2-Cultivo de microalgas

Para o cultivo de microalgas € de extrema importancia que haja a presenca de
alguns fatores como luz, nutrientes e temperatura ideias. Com todas essas condi¢des ao
inocularmos uma populacdo de uma determinada cepa em um meio de cultura elas
dobram a sua biomassa em um periodo de 24 h ou menos, e na fase de crescimento
exponencial poderdo completar um ciclo de vida dentro de 3 a 5 horas (SEMIAO,
2013).

Na fase exponencial encontram-se proteinas e nitrogénio total em abundancia,
ou seja, quando os nutrientes do meio de cultura estdo em excesso, mas, usualmente,
essas concentragdes diminuem ao chegar a fase estaciondria (CHAGAS, 2010). A
determinacdo das curvas de crescimento é o método mais aplicado para se avaliar o
comportamento das microalgas em cultivo visto que através delas pode-se relacionar o
aumento da biomassa ou do nimero de organismos num determinado volume
(densidade celular) no decorrer do tempo (DERNER, 2006). Em experimentos de
bancada usando sistemas fechados sem renovacdo de meio a curva de crescimento
apresenta seis fases distintas como mostradas na (Figura 1) a seguir, sendo que cada

uma dessas fases apresenta as seguintes caracteristicas:
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tempo (h)

Figura 1. Variagio da biomassa em uma cultura descontinua
Fonte: RUSSO (2011)

1. Fase de adaptacao (Fase Lag) (p = ud, em que ud representa a taxa de morte): €
uma fase de adaptacdo das células retiradas de uma cultura em fase exponencial ou
estaciondria para um meio novo; esta fase € extensa na presenca de toéxicos, de
nutrientes dificilmente metabolizdveis ou se o inoculo for pequeno (RUSSO, 2011).

2. Fase de aceleracdo do crescimento (u<pmdx): € a fase na qual as células
comecam a multiplicar-se; a taxa especifica de crescimento é menor do que valor
maximo.

3. Fase de crescimento exponencial (p = pmax): Periodo de crescimento acelerado,
nesta fase a taxa especifica de crescimento encontra-se constante, chegando ao seu valor
maximo.

4. Fase de desaceleracdo do crescimento (p<pmdx): aqui a concentragao dos
nutrientes, tornard limitante o cultivo e como consequéncia ocorrerd um decréscimo da
taxa especifica de crescimento.

5. Fase estaciondria: nesta fase o crescimento estd limitado pelo esgotamento dos
nutrientes ou pela acumulagdo de produtos inibitérios do metabolismo; a velocidade de
crescimento diminui e se iguala a taxa de morte (p = pd). A biomassa pode se manter
constante a custa da utilizacao de reservas internas de nutrientes ou dos nutrientes que
sdo libertados para o meio devido ao rompimento de outras células (RUSSO,2011).

6. Fase de morte: a morte acontece quando todos os nutrientes da cultura de

microrganismos sdo consumidos. A cinética de morte é equipotente a uma reacdo de
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primeira ordem, onde a velocidade de crescimento € diretamente proporcional a
concentracdo de biomassa, ou seja, ao tempo em que os nutrientes diminuem a
multiplicacio de células e a concentracio de biomassa também diminuem.

(DERNER, 1995, 2004; DERNER et al., 2006).

3.3 Fatores limitantes ao crescimento das microalgas

As microalgas podem ser cultivadas tanto em sistemas abertos como em
sistemas fechados, porém independentemente de qual seja o método de cultivo
indmeros fatores podem influenciar no rendimento final em biomassa e na sua
composi¢do bioquimica. Destacam-se entre eles, o pH, a temperatura, a luminosidade,
as taxas de aeracdo, os teores de nutrientes, e a salinidade, principalmente.

O pH necessita de um olhar frequente especialmente no preparo dos meios de
cultivo, visto que alguns compostos presentes nas formula¢des dos meios de cultivo
podem se cristalizar e assim precipitarem, tornando-se indisponiveis, ou reduzindo sua
disponibilidade para a microalgas. O ideal é que se tenha um pH préximo do neutro
visto que assim os componentes do meio de cultura poderdo ser absorvidos pelas
microalgas (SCHMIDT, 2007; LOURENCO, 2006). Entretanto, isso vai depender da
microalga que estd sendo cultivada, visto que existem espécies que também tem
predilecdo por meios com pH dcido, bem como espécies que preferem meios mais
alcalinos.

As microalgas consomem bastante CO, dissolvido na 4gua durante o seu
crescimento, elevando assim o pH da cultura. J4 a reducdo do pH pode ser alcancada
com o aumento da disponibilidade de CO,;, mas em consequéncia pode haver
diminui¢do no crescimento em algumas espécies (OLIVEIRA, 2013). Uma forma
alternativa de controlar o pH € o uso de tampdes, muito embora para a producdo de
biomassa em grande escala isso ndo seria interessante do ponto de vista econdmico,
uma vez que o uso de tais solugdes encareceria os cultivos. A variagdes de pH podem
ser controladas a partir da aeracdo dos cultivos, injetando ar atmosférico (0,03% de
CO,) ou ar enriquecido com CO; em concentracdo adequada para cultivar uma
determinada espécie (LOURENCO, 2006).

A temperatura € um dos fatores responsaveis pela alteracdo da taxa metabdlica
dos organismos vivos. Estudos mostram que ndo se deve usar a mesma temperatura para

todos os tipos de microalga, poiso metabolismo celular varia de espécie para espécie,
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independente da regido. Usualmente, em cultivos laboratoriais trabalha-se com
temperaturas constantes, pois assim encontra-se mais estabilidade nos experimentos o
que permite maior reprodutibilidade e previsibilidade das respostas das espécies nas
condicdes de cultivo. Entretanto, segundo Lourengo (2006), ndo € facil manter constante
a temperatura em cultivos de larga escala, mesmo com o uso de sistemas de refrigeracao
acoplados.

Para a manutengdo das espécies € necessario manter uma temperatura em torno
de 18 a 22°C (MACEDO, 2001), mas isso depende da regido onde os cultivos sdo
desenvolvidos. No Laboratério de Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas
(LARBIM/UFPB), por exemplo, as culturas sdo mantidas a 25°C (+ 1° C) visto ser esta
uma temperatura que se aproxima mais da temperatura média da regido, uma vez que a
maioria das espécies depositadas no banco de culturas de microalgas da UFPB sao
cepas regionais e locais.

Cultivos efetuados em temperaturas mais elevadas daquela na qual as cepas sao
mantidas tem o propdsito de ativar a taxa de crescimento das espécies, evidentemente
desde que se conhecam os limites de tolerancia térmica de cada espécie (SCHMIDT,
2007). Entretanto, a temperatura ideal varia bastante de acordo com a espécie, podendo-
se esperar taxas fotossintéticas e absor¢do de nutrientes mais baixos em temperaturas
mais baixas, mas sempre existirdo microalgas adaptadas a estas condi¢des que podem
atingir taxas de crescimento e remocao elevada de nutrientes desde que as condig¢des de
iluminagdo sejam ideais.

O crescimento das microalgas em condi¢gdes ideais dependerd da intensidade da
luz, do comprimento de onda e duracdo aos quais as células estdo expostas. As
lampadas mais comumente utilizadas em cultivos laboratoriais sdo as fluorescentes do
tipo luz-do-dia, por simularem comprimentos de ondas de 350 a 700 nm, necessarios
para a fotossintese (OLIVEIRA, 2013). A fotossintese ocorre na presen¢a da luz muito
embora ela acontega até certo limite denominado de ponto de saturacdo luminosa, que
varia de espécie para espécie.

A aeracdo € um fator de grande importincia nos cultivos, uma vez que ela é
responsavel pela homogeneizacdo dos nutrientes € manutengdo das microalgas em
suspensdo. O oxigénio € um parametro eficaz para o controle fotossintético das
microalgas visto que as taxas de oxigénio sdo diretamente proporcionais a fotossintese,

ou seja, com o aumento da fotossintese aumenta as taxas de oxigénio na &4gua.
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Entretanto, este aumento pode dificultar a fotossintese devido a fotoxidag¢do, o que pode
ocasionar a morte da cultura (BORGHETTI, 2009).

Um cultivo em pequena escala ocorre sem a necessidade de uma aeragdo, apenas
uma agitacdo manual didria ja € suficiente. A aeracdo mecanica ¢ muito importante
especialmente a noite devido a alta taxa de respiracdo das microalgas, o que pode ser
um aspecto importante a considerar, particularmente em culturas velhas onde a
quantidade de células senescentes € muito alta, visto que nessas condi¢des a
produtividade de oxigénio durante o dia torna-se reduzida. A auséncia ou reducido da
luz, solar ou artificial, diminui a produ¢do de oxigénio, reduzindo também o processo
da fotossintese (BORGHETTI, 2009).

Do ponto de vista nutricional o desenvolvimento dos cultivos estd diretamente
relacionado a quantidade de nutrientes disponivel no meio, assim como a quantidade
lipidica produzida por suas células. Na ausé€ncia de alguns nutrientes pode ocorrer
alteracdo fotossintética diminuindo a concentracdo de clorofila, tornando-se assim bem
menor a producdo de biomassa (PENTEADO, 2010).

O nitrogénio (N;) € um composto fundamental para formagdo de proteinas
acidos nucléicos e ficobiloprteinas, podendo ser encontrado em diferentes concentracdes
no interior das células e influenciando o metabolismo primédrio de determinadas
substancias; a falta de nitrogénio usualmente leva a um acimulo de lipidios (DZUMAN,
2013). Estudos revelam que esse aciumulo lipidico estd diretamente ligado a quantidade
de nitrogénio no cultivo. Isso porque a reducdo de nitrogénio conduz o metabolismo das
microalgas que antes estava direcionado a multiplicacdo celular, para a produgdo dos
compostos reserva, a exemplo dos dcidos graxos saturados, prevenindo a célula de um
periodo de privacdo nutricional (XU et al., 2012). Permitindo o aumento das taxas
lipidicas celular, a falta do nitrogénio transforma paulatinamente a composi¢cdo dos
lipidios, de acidos graxos para triglicerideos (WIDJAJA et al., 2009).

O carbono é o composto organico mais importante sintetizado pelas células
(proteinas, carboidratos, acidos nucléicos, vitaminas, lipidios, entre outros). Por isso a
necessidade das algas por um maior consumo dessa substancia. Quanto maior a
velocidade de crescimento das microalgas mais rdpido serd o consumo do carbono
disponivel no meio (o que faz com que ele seja um fator limitante para a multiplicacao
celular), resultando em aumento do pH no cultivo, no caso do meio de cultivo ndo ser

tamponado (LOURENCO, 2006). O carbono pode ser encontrado no cultivo na forma
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de diéxido de carbono (CQO;), acido carbdnico (H,COs;), bicarbonato (HCOs) e
carbonato (CO32').

O f6sforo, para ser assimilado pelas microalgas deve estar na forma de fosfato.
A deficiéncia de fésforo no meio de cultivo causa um baixo teor lipidico na célula,
diminuindo assim a produc¢ao de 6leo (LOURENCO, 2006).

Fosfatos orgéanicos em 4guas naturais normalmente sdo encontrados em maior
concentracdo do que fosfato inorganico. Fosfato organico € fonte primdria de fésforo,
sendo hidrolisado por enzimas extracelulares como fosfoesterases ou fosfatases,
resultando em fésforo inorganico. A quantidade de fésforo varia entre espécies, mesmo
que ndo exista fator externo limitante (DEZUMAN, 2013). A auséncia de fésforo no
meio acarreta grandes alteragdes no perfil lipidico das microalgas, uma vez que o
fosforo faz parte dos fosfolipidios. Logo, a auséncia deste nutriente desvia o
metabolismo da microalga para a producdo de triglicerideos saturados e lipidios neutros,
causando a diminuicao de 4cidos graxos poliinsaturados (OLIVEIRA et al., 2013).

A falta de ferro para as microalgas pode diminuir o crescimento e a concentracao
de clorofila, sendo que esse composto € fundamental para o crescimento celular e
producdo de lipidios neutros, obtendo-se, na sua presenga, uma estimativa de
crescimento de até 56,6% a mais quando comparado com cultivos desenvolvidos sem
adicao de ferro (LIU et al., 2008). O potdssio, por sua vez, € o responsavel pelo controle
da pressdo osmdtica, incentiva a respiracdo em pH reduzido, € cofator de intimeras
enzimas (RUSSO, 2011). A funcdo dos micronutrientes metélicos € de participacdo nas
estruturas enzimdticas assim como na fixacdo de nitrogénio, fotossintese, sintese dos
dcidos graxos e na respiracdo. Os elementos que compde 0s micronutrientes sio:
Manganés, Molibdénio, Cobalto, Boro, Zinco e Cobre, e as vitaminas que sdo usadas
nos cultivos densos (LOURENCO, 2006).

A salinidade pode influenciar o crescimento e a composicdo de células de
microalgas. A salinidade 6tima varia de acordo com cada espécie. Em sistemas abertos
a concentragdo de sais dissolvidos na dgua varia de acordo com as condi¢Oes do tempo
(MATA, MARTINS, CAETANO, 2010). Em geral, a variacdo da salinidade pode
acarretar alguns efeitos negativos no crescimento dos cultivos devido a estresses

osmoticos e 10nicos.
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3.4 Biodiesel

A busca pela dependéncia dos derivados fésseis, reducdo da emissdo de
poluentes das industriais e dos veiculos, controle da concentracdo de gases de efeito
estufa na atmosfera, sao elementos motivadores comuns em quase todo o mundo pelo
interesse nos biocombustiveis (LEAL, 2007).

Diante de tais problemadticas, estudos se intensificam visando a busca por
combustiveis que possam vir a substituir em parte o petréleo. A mudanca do 6leo diesel
para o biodiesel é benéfica, diante da real possibilidade de reducdo da emissdo de gases
poluentes, destacando o CO, que € o principal responsdvel pelo aquecimento global.

O biodiesel é renovavel, pouco téxico, e biodegraddvel, contrapondo-se assim
aos combustiveis derivados de petréleo (MELO, 2007). A composi¢do quimica do
biodiesel é formada a partir de ésteres de acidos graxos e a sua obteng@o ocorre através
da transesterificacdo de triacilglicerideos, ou da esterificacdo de acidos graxos, em
presenca do alcool monohidroxilado de cadeia curta. (DABDOUB et al 2009).

A producao de biodiesel no Brasil ganhou maior atencdo na década de 90
gragasas pesquisas desenvolvidas pela Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecuaria
(EMBRAPA). Houve um maior avango em 2004 com o Programa Nacional de
Produgao e uso do Biodiesel (PNPB) (OLIVEIRA, 2013). O PNPB considera que o
biodiesel esta introduzido na matriz energética brasileira legalmente, com a aprovagao
da Lei n® 11.097 de 2005, que estabelece percentuais minimos de mistura de biodiesel
ao diesel e o monitoramento da inser¢ao do novo combustivel no mercado, como pode

ser visto na Figura 2.

20052 Jan/2008
2007 adun/2008

2% autorizativo 2% obrigatario 3% obrigatdrio 5% obrigatario

Mercado Potencial:  Mercado Firme: Mercado Fime: Mercado Fime:
800 milhdes de 900 milhdes de 1,3 bilhdes de 2,4 bilhdes de
litrosiano litros{ano litros{ano litros{ano

Figura 2. Percentuais minimos de mistura de biodiesel ao diesel.
Fonte: BRASIL ECODIESEL (2008).
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As propriedades fisico-quimicas do biodiesel sdo equivalentes ao diesel de
petréleo e pode suceder combustiveis derivados de petréleo e gds natural em motores a
combustdo do ciclo diesel ou em outros sistemas, como por exemplo, equipamentos
para geracdo de energia elétrica (SCHROEDER, 2013).

A transesterificagdo € o método utilizado na producdo de biodiesel e neste
processo ocorre uma reacdo quimica dos dleos vegetais ou gorduras animais com o
etanol ou o metanol, sendo que a transesterificacdo metilica é mais utilizada em todo o
mundo, acelerada por um catalisador, que se extrai a glicerina, ésteres de etila (quando o
alcool utilizado for o etanol), além de mono e diglicerideos como intermedidrios, em
uma sériec de trés reacdes (NUCLEO DE ASSUNTOS ESTRATEGICOS DA
PRESIDENCIA DA REPUBLICA, 2004).

Realizada a reacdo, se faz necessario a purificagdo do biodiesel que acontece em
quatro etapas: decantacdo, lavagem, filtracdo e secagem. Os passos do processo da

transesterificacdo estdo expostos no fluxograma da Figura 3 a seguir:

MATERIA
PRIMA
PREPARACAO DA
MATERIA PRIMA METANOL
Oleo ou Gordura l ou ETANOL
CATALISADOR: REACAQ DE
(NaOH ouKOH) | TRANSESTERIFICACAO )
Alcool Etilico
* ou Metilico
4' SEPARAGCAQ DE FASES }7
Fasze ¢ Fase
Pesada Leve
DESIDRATAGAD DO
ALCOOL
v
. RECUPERACAQ DO . RE CUPERAQ?\O DO
ALCOOL DA GLICERINA ALCOOL DOS ESTERES
Excessos de
Glicerina Alcool
Bruta Recuperado
y
DESTILAGAQ DA PURIFICACAC DOS
GLICERINA ESTERES
RESIDUO GLICERINA BIODIESEL

GLICERICO DESTILADA

Figura 3. Fluxograma do processo de produgio de biodiesel.
Fonte: PARENTE (1999).
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3.5 Biodiesel a partir de microalgas

As microalgas sdo microrganismos com muitas espécies que armazenam
grandes quantidades de dleo, sendo bastante indicadas para a producdo do biodiesel.
Elas apresentam uniformidade de produgcdo o que nido acontece com as plantas de
grande porte que contém folhas, caule, frutos e raizes os quais serdo isolados antes da
extracdo dos dcidos graxos. Além do seu potencial lipidico, outro ponto a ser citado é
que quando comparado a outras oleaginosas as microalgas ndo necessitam de
extensas dreas para seu cultivo evitando assim a competicdo com producgdes de
alimentos para atender a necessidade humana (HUND et al, 2011;
MAKAREVICIENE et al., 2011). O 6leo extraido da biomassa de microalgas dispde
de caracteristicas fisicas e quimicas bem préximas as do biodiesel obtido a partir das
biomassas tradicionais, por possuir lipideos com caracteristicas semelhantes
(CARDOSO et al., 2011).

A variedade lipidica das microalgas pode estar diretamente ligada a
biomoléculas que fazem parte da composi¢do celular e que funcionam como
componentes estruturais em membranas, fonte de energia, metabolitos e produtos de
armazenamento (SEMIAO, 2013). A composi¢do dos lipidios €, basicamente, o
glicerol, actcares, ou as bases de 4cidos graxos esterificados com um nimero de
atomos de carbono variando de C12 a C22 (BECKER, 2004).

Os lipidios neutros como os glicolipidos e fosfolipidos (principais
componentes das membranas celulares) sdo enquadrados aos triglicerideos (TAG) e
dcidos graxos livres (BECKER, 2004). Microalgas de dgua doce sdo ricas em 4cidos
graxos insaturados (50-65%), em particular os 4cidos palmitoleico (C16:1), oleico
(C18:1), linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3), bem como uma porcentagem
considerdvel de 4cido palmitico (C16:0) da ordem de 17 a 40% (SEMIAO, 2013).

A produgdo de biodiesel a partir do 6leo das microalgas se da pelo processo da
transesterificacdo via catdlise dcida ou bdsica, na presenca de um édlcool (MENEZES et
al., 2013), embora possa também ser efetuada por outros processos como
transesterificagdo ou esterificacdo com metanol ou etanol (SUAREZ; MENEGEHTT]I,
2007) nem sempre vidveis economicamente, uma vez que a matéria-prima graxa €

usualmente € de alto custo (MENEZES et al., 2013). O organismo microalgal produz de
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25 a 220 vezes mais triacilglicerideos quando comparado a oleaginosas terrestre.
(TAHER, 2013).

Estudos revelam que biodiesel produzido a partir de microalgas de dgua doce
possuem uma melhor qualidade em propriedades fisico-quimicas, mas € importante
levar em consideracdo que o perfil lipidico pode ser influenciado de acordo com as
condicdes de cultivo (MENEZES et al 2013). Contudo, inimeras pesquisas buscam
selecionar espécies de microalgas que possuam um bom rendimento em dcidos
graxos e que tenham preferencialmente uma combinag¢do de 4cidos saturados e
monoinsaturados, com um teor de dcidos com duas ou mais duplas ligacdes
reduzidas, o que leva a um biodiesel com uma boa estabilidade oxidativa
(MENEZES et al 2013).

Além das inumeras vantagens citadas, um outro ponto positivo da produgdo
de bioiesel a partir de microalgas é quando se fala econdmicamente. Franco, 2013
mostrou em seus estudos que pesquisas realizadas naVirginia Polytechnic Institute
and State University (EUA) ousaram quando utilizaram glicerol bruto derivado de
usinas de biodiesel como fonte de carbono de baixo custo para o cultivo
heterotrofico da espécie Schizochytrium limacinum , possibilitando a produgdo de
biodiesel a partir de microalga .Observando uma producdo de baixo custo,
produzindo biodiesel de qualidade, obtendo um bom rendimento e com a
possibilidade de fechar um ciclo ao utilizar o principal coproduto da industria de
biodiesel.

Mais uma grande vantagem quando comparado a biodiesel produzido a partir
de comodites agricolas é a dnalise do custo avaliando a disponibilidade de matéria
prima, levando em conta a competicdo com outros mercados que enfrentard,
inclusive com a prépria alimentacdo humana. Implicando em um alto custo de
oportunidade do 6leo como fonte de matéria-prima para o biodiesel (BARROS et al.,

2000).
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencdo dos cultivos, ensaios de producdo de biomassa e andlises de dcidos
graxos

Este trabalho foi desenvolvido nas dependéncias do Laboratério de Ambientes
Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIM), da Universidade Federal da
Paraiba, em Jodo Pessoa, Campus 1.

As espécies de microalga estudadas foram isoladas de diferentes tipos de
ambientes aquaticos da regido semidrida da Paraiba (acudes, barreiros, tanques de
dessedentacdo de animais e rios tempordrios), a partir de coletas efetuadas com garrafas
pet, sendo o material armazenado em caixas de isopor durante seu transporte ao
Laboratério. As amostras coletadas foram inoculadas em frascos de 250 ml contendo
100 ml de meio de cultura sintético Zarrouk (ZARROUK, 1966) e WC (GUILLARD;
LORENZEN, 1972), conforme descritos nas tabelas 3 e 4, os quais foram mantidos em
camara de cultura climatizada a 25° £1° C com sistema de iluminacdo fornecido por

lampadas fluorescentes tipo luz-do-dia e fotoperiodo ajustado para 12 horas.

Tabela 3. Composi¢do do meio Zarrouk (ZARROUK, 1966).

Solucdes de Trabalho

Reagentes Quantidades (g) dissolvida em agua
destilada

1- KNO; 15,0 em 200 ml
2- NaCl 33,0 em 200 ml
3- MgS0,.7H,0 1,5 em 200 ml
4- K,HPO, 1,5 em 200 ml
5- CaCl,.2H,0 0,58 em 200 ml
6- Na,EDTA 6,4 em 100 ml
7- FeSO,.7TH,O 0,5 em 100 ml
8- H;BO; 1,142 em 100 ml
9- Solugdo mista *

*Solucao mista. Dissolver os cinco sais abaixo (g) em 100 ml de dgua destilada.
Co(NOs),.6H,O 0,049g (pode ser substituido por CoCl,.6H,O ou

COSO47H20)
MnCl,.4H,0 0,144¢
ZnS0,.7H,0 0,882¢g
CuS0O4.5H,0 0,0157¢g
MoO; 0,071g (pode ser substituido por NaMo00,.2H,0)

Preparacao de 1,0 litro de meio de cultura (agua destilada)
A - Dissolver em 600 ml de dgua destilada 15,0 g de NaHCOs.
B - Na solugio anterior, dissolver 2,0 g de Na,CO;.
C - Acrescentar 10,0 ml das solugdes 1, 2, 3,4 e 5.
D - Acrescentar 1,0 ml das solugdes 6, 7, 8 € 9.

E - Completar o volume a 1.000 ml e autoclavar.
Fonte: SANTANA, 2014.
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Tabela 4. Composi¢do do meio WC (Guillard; Lorenzen, 1972).

Solucaoestoque Formula Quantidade
Cloreto de célcio 2.H20 CaCl,. 2H,0O 36.8 g
Sulfato de magnésio 7.H20 MgSO,. 7TH,0O 37¢g
Bicarbonato de s6dio NaHCO;, 126 g
Fosfato de potassio 3.H20 K,HPO,.3H,0 114¢g
Nitrato de sédio NaNO; 8 ¢g
Agua destilada 1L
Solucio de silicato Férmula Quantidade
Metasilicato de sédio 9.H20 Na,Si0;.9H,0 212 ¢
Agua destilada 1L
Soluc¢io de micronutrients Férmula Quantidade
Sal dissédico Na,EDTA 436 ¢
Cloreto férrico 6.H20 FeCl;. 6H,O 3.15¢
Sulfato de cobre 5.H20 CuSO,. SH,0 0.01g
Sulfato de zinco 7.H20 7ZnS04.7H,0O 0.022 g
Cloreto de cobalto 6.H20 CoCl,. 6H,O 0.01g
Cloreto de manganés 4. H20 MnClL. 4H,0O 0.18 g
Molibdato de sédio 2.H20 Na,Mo0,.2H,0 0.006 g
Acido bérico H;BO; lg
Agua destilada 1L
Solucao de vitaminas Quantidade
Tiamina HCI 0.1
Biotina 0.0005
Agua destilada 1L
Composi¢io do meio Quantidade
Solucdo estoque, Solugdo de silicato, Solucdo de micronutrientes e Solucio
de vitaminas: usar ImL a cada litro de meio.
Tri(hidroximetil)-amino 0.115 g a cada litro de meio
metano

Fonte: SANTANA, 2014.

Os meios de cultura foram preparados com &4gua destilada e autoclavada e
deixada em repouso por 24 horas em temperatura constante para reoxigenardo,
adicionando-se em seguida todos os macronutrientes, micronutrientes e vitaminas
presentes nas suas respectivas formulacdes. Ao se constatar crescimento de células as
cepas foram isoladas em microscépio bionocular LEICA, transferindo-as para tubos de
ensaio com meio de cultura usando microcapilares. Reisolamentos sucessivos foram
efetuados por esta técnica, até que cultivos monoespecificos fossem obtidos. As cepas
isoladas foram codificadas e incorporadas ao banco de microalgas do LARBIM/UFPB,
sendo os cultivos mantidos mediante repicagens mensais. A identificacdo das espécies
foi feita mediante o uso de bibliografias especializadas e buscas na internet, usando
critérios morfoldgicos, conforme descrito em SANTANA (2014).

Ensaios de produ¢do de biomassa foram realizados na cidmara de cultivo acima
referida, com cada uma das cepas isoladas nos seus respectivos meios de cultura. No

total foram testadas 16 espécies, cujos cultivos foram acompanhados diariamente por
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medidas da fluorescéncia in vivo das amostras e/ou por contagens celulares. Antes da
realizacdo dos ensaios de producdo de biomassa cada cepa selecionada foi otimizada
adicionando-se um inoculo em um baldo de 250 ml, o qual foi mantido na camara de
cultivo do LARBIM até que entrassem em fase exponencial quando aliquotas de cada
cultivo foram transferidas para baldes de 6L contendo 5L de meio de cultura, mantendo-
se os inoculos iniciais na ordem de 5000 a 20000 células.mL ™.

Os experimentos foram acompanhados através da medida da fluorescéncia “in
vivo” usando um fluorometro Turner Design, modelo 10005R, e por meio de contagens
celulares em microscépio binocular Leica, em camaras de Fuchs-Rozenthal para as
células mais diminutas e com camara de Sedgwick-Rafter, para as formas filamentosas.
Os ensaios foram interrompidos no inicio da fase estaciondria, a biomassa produzida foi
centrifugada em centrifuga refrigerada (-18° C), congelada em ultrafreezer (-30° C) e
em seguida liofilizada. O rendimento final em biomassa seca (g.L™") foi anotado para
cada espécie procedendo-se em seguida a andlise dos ésteres metilicos de dcidos graxos

em cromatdgrafo a gds, conforme procedimentos de Menezes et al. (2013).

4.2 Ensaios em condigcoes de estresse com cepas selecionadas

Dentre a totalidade de espécies testadas no item 4.1 foram selecionadas duas
espécies que se mostraram mais promissoras para a producao de biodiesel, quais sejam a
cepa DI21WC (Pediastrum tetras) e a cepa D115SWC (Scenedesmus acuminatus),
ambas isoladas do municipio de Frei Martinho, regido do curimatad paraibano, sendo
que ambas sao mantidas no banco de cultura do LARBIM/UFPB em tubos de ensaio
com meio de cultura, a temperatura de 25°C+1° C e nas mesmas condi¢des féticas
através de um sistema de iluminacao fornecido por lampadas fluorescentes tipo luz-do-
dia com fotoperiodo de 12 horas.

Os seguintes experimentos em condicdes de estresses foram realizados: a)
estresse térmico, realizado em camara de germinacdo Marconi com fotoperiodo de 12
horas e iluminagdo de 216,22 pmol fotons .m> s'l, com as duas espécies selecionadas,
mantendo-se para cada uma delas, 4 baldes a temperatura de 25° + 1°C até a fase
exponencial e ao atingir esta fase dois baldoes foram mantidos nesta temperatura e os
outros dois foram transferidos para 30° C (choque térmico de 5° C na fase exponencial
até a estaciondria quando o experimento foi interrompido); b)- estresse nutricional,

desenvolvido com a cepa D121 WC em camara de cultura com fotoperiodo de 12 horas e
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iluminacdo de 391,89 umol foténs.m™s™ usando quatro baldes de 6 litros com 5 litros
de meio de cultura WC até a fase estdciondria onde dois baldo foram interrompidos, e
aos outros dois foram adicionados todos os nutrientes do meio WC sem nitrogénio
(deprivacdo Nj) . A interrup¢do dos ensaios ocorreu 3 dias depois dessas adig¢des; c)-
ensaios de estresse fotico, realizado com a cepa DI121WC na camara de cultivo do
LARBIM, a 25° C £1° C usando quatro baldes de 6 litros de capacidade com 5 litros de
meio de cultura sendo que todos os baldes foram mantidos a intensidade luminosa de
182,45 pmol.fc’)tons.m'z's'1 e no final da fase exponencial, dois baldes foram mantidos
nesta intensidade luminosa e dois foram transferidos para uma intensidade cerca de duas
vezes maior (391,89umol.fétons.m2.s™), sendo os experimentos interrompidos cerca de
3 dias da fase estaciondria. Todos os ensaios foram realizados com aera¢do mediante
a injecdo continua de ar a pressdo ambiente usando um mini compressor RESUN
AOC?2. O desenvolvimento dos cultivos foi acompanhado por medidas da fluorescéncia
“in vivo” usando um Fluorémetro urner Design, modelo 10005R e por meio de
contagens celulares em microscopio binocular Leica, usando cdmaras de Fuchs-
Rozenthal. A biomassa produzida em cada cultivo foi concentrada em centrifuga
refrigerada (18° C), congelada a -30° C num ultrafreezer, liofilizadas num liofilizador
Terroni e pesada em balanga analitica.

Os teores de dcidos graxos de cada amostra, foram determinados no
LARBIM/UFPB, gravimetricamente. A metodologia usada nessas andlises seguiu o
método de Hartman e Lago adaptado para microandlises, conforme procedimentos de
Menezes et al., (2013). O indicativo de dcido graxo presente na biomassa foi feito a
partir de medidas da relagao FT-IR/FT-NIR (infravermelho préximo com transformada
de Fourier) usando um espectrometro de infravermelho Perkin Elmer modelo Spectrum
400 series. Também foram quantificados nas amostras os teores de carboidrato e de
proteina de acordo com a metodologia de Korchet,1978 e Lowry et al, 1951,
respectivamente conforme adaptacdes de Derner et al., (2006) assim como o teor de

lipideo que foi quantificado pelo procedimento Bligh Dyer.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Espécies de microalgas isoladas da regido semidrida da Paraiba e analisadas
quanto aos teores e perfil de dcidos graxos

Foram estudadas 12 cepas de microalgas em cultivos monoespecificos, oriundas
de vérios tipos de ambientes aqudticos da regido semidrida da Paraiba, incluidas em 7
espécies das quais 4 pertencem ao grupo das cloroficeas e 3 s@o cianobactérias. Dentre
as cepas estudadas, 4 sdo clones da cianobactéria Synechococcus nidulans e 3 sido clones
da cloroficea Chlorococcum cf. hypnosporum (Tabela. 5). Todas as espécies foram
fotografadas em microscopio LEICA DM 2500 e suas respectivas imagens estdo

agrupadas na Prancha 1.

Tabela 5. Relacdo das microalgas oriundas da regido semidrida da Paraiba utilizadas nos ensaios de
producdo de biomassa e andlises de dcidos graxos. Z = Zarrouk dgua doce; WC = meio WC 4gua doce,
CLO = Cloroficea; CIA = Cianobactéria.

Cédigo Taxon Procedéncia
D26Z Desmodesmus sp cf costato- Acude do Cais, Cuité — PB
granulatus (CLO)
D28Z Chlorococcum cf. hypnosporum Acude do Cais, Cuité — PB
(CLO)
D37Z Chlorococcum cf. hypnosporum Acude do Cais, Cuité — PB
(CLO)
D397 Oscillatoria tenuis (?)(CIA) Acude de Acaua, Itatuba — PB
D40Z Synechococcus nidulans (CIA)  Acude de Acaua, Itatuba — PB
D46Z Synechococcus nidulans (CIA) Rio Quinturaré, Frei
Martinho-PB
D747 Rhabdoderma lineare (CIA) Barreiro Sacramento, Frei
Martinho-PB
D76Z Chlorococcum cf. hypnosporum Rio Quinturaré, Frei
(CLO) Martinho-PB
D827 Synechococcus nidulans (CIA) Acude da Quixaba, Frei
Martinho-PB
D112WC Synechococcus nidulans (CIA) Acude da Quixaba, Frei
Martinho-PB
D115WC Scenedesmus acuminatus (CLO)  Bebedouro de ovelhas, Frei
Martinho-PB
D121WC Pediastrum tetras (CLO) Acude Prainha, Frei Martinho

—PB

Fonte: Propria.



42

Prancha I. Microalgas oriundas da regido semidrida da Paraiba utilizadas nos ensaios de produgéo de
biomassa e anélises de 4cidos graxos. Figura a: Desmodesmus sp cf costato-granulatus, b:
Chlorococcum cf. hypnosporum, c: Chlorococcum cf.hypnosporum, d: Oscillatoria tenuis(?), e:
Synechococcus nidulans, f: Synechococcus nidulans.
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Prancha II. Microalgas isoladas de diferentes habitats da regido semdriada do estado da
Paraiba. Figura a: Rhabdoderma lineare, b:Chlorococcum cf. hypnosporum, c:
Synechococcus nidulans, d: Synechococcus nidulans, e: Scenedesmus acuminatus, f:
Pediastrum tetras.

O rendimento relativo de 4cidos graxos de cada uma das microalgas

estudadas, determinado por cromatografia a gds, se acha representado na Tabela 8.
Pode se evidenciar que os maiores rendimentos de ésteres de dcidos graxos em
relacio a soja (%) foram encontrados nas cepas D112Z (143,3%), DI115WC
(211,1%) e D121WC (802,1%), valores estes que qualificam estas microalgas como
potenciais para a producio de biodiesel.

Entretanto, ao se observar biomassa total obtida em cada experimento e o0s
teores de dcidos graxos € perceptivel a disparidade entre as cepas estudadas visto que

o maior rendimento final em biomassa seca (0,75 g/L) foi encontrado na cepa D28Z,
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que teve um dos mais baixos rendimentos em dcidos graxos (4,7%), enquanto que as
cepas que apresentaram os maiores teores de dcidos graxos apresentaram rendimento
em biomassa bem inferior: 0,63 g/LL para a cepa D112Z, 0,60 g/L para a cepa
D115WC e 0,49 g/L para a cepa D121WC.

Tabela 6. Constante de crescimento k (divisdes celulares/dia), duracdo da fase exponencial de cultivo

(dias), rendimento em biomassa (g) e totais de ésteres metilicos de dcidos graxos (%) das microalgas
isoladas da regido semidrida da Paraiba.

Cédigo da k Duracio  Biomassa Rendimento
cepa (média e da fase (g/L) relativo em ésteres
desvio Log de 4cidos graxos
padrao) (dias) em relacdo a soja
(%)
D267 0,21+0,06 4 0,52 40,93
D287 0,32+0,05 2 0,75 4,7
D377 0,51+0,25 4 0,49 54,5
D397 0,33+0,12 4 0,63 39,0
D407 0,41+0,08 2 0,54 9,5
D467 0,16+0,01 2 0,38 47,0
D747 0,51+0,10 8 0,32 0,5
D767 0,30+0,04 2 0,64 60,2
D827 0,41+0,06 3 0,39 42,4
D1127 0,71+0,45 6 0,63 143,3
DI115WC  0,60+0,13 4 0,45 211,1
DI2IWC  0,16+0,03 4 0,49 802.1

Fonte: Propria.

A principio, é possivel indagar que clones da espécie Chlorococcum cf.
hypnosporum (D287, D377, D76Z) demonstraram uma divergéncia nos valores médios
do k (de 0,49 a 0,64), na quantidade de biomassa (0,30 g/L. a 0,51 g/L) e no rendimento
de 4cidos graxos (4,7% a 60,2%), assim como os clones da espécie Synechococcus
nidulans (D40Z, D46Z, D82Z e D112Z) que também exibiram uma variagdo nos
valores médios do k de 0,16 a 0,71, na quantidade de biomassa total (0,38 g/L a 0,63
g/L) e no percentual dos acidos graxos totais (9,5% a 143,3% em relacdo a soja). Tais
resultados sugerem que independente da microalga ser a mesma espécie a adaptacdo ao
meio ou a composicao bioquimica ndo sdo necessariamente as mesmas, sendo relevante
considerar as condi¢des do habitat onde as espécies foram coletadas bem como as
condicdes fisioldgicas e metabdlicas de cada clone no momento do seu isolamento
(SANTANA, 2014).

Por outro lado, do ponto de vista da velocidade de crescimento, constatou-se que

os maiores valores de k foram encontrados nas cepas D112Z com 0,71 divisdes/dia e
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D115WC, com 0,60 divisdes/dia, enquanto que o menor valor de k foi encontrado em
D121WC (0,16 divisdes/dia), justamente a microalga que apresentou 0 maior teor em
acidos graxos. A cepa que mostrou uma extensa fase exponencial foi a D74Z (8 dias),
enquanto que cepas D287 e D76Z (clones de Chlorococcum cf. hypnosporum), D40Z e
D46Z (clones de Synechococcus nidulans) tiveram uma fase exponencial bem curta, de
apenas 2 dias.

E importante mencionar que os teores de ésteres metilicos de dcidos graxos
obtidos para as espécies em estudo foram cultivados em condi¢des ideais (fotoperiodo
de 12 horas e temperatura de 25 °C £ 1 °C). Alguns autores (MIAO; WU, 2004;
ROUSCH, 2003; SOLOVCHENKO 2007; CARDOSO et al.,, 2011) concordam em
afirmar que quando os cultivos sdo desenvolvidos em condi¢cdes de estresse pode-se
esperar um aumento na producdo de lipideos, uma vez que a composicdo bioquimica
das microalgas varia ndo somente de espécie para espécie, mas também com as
condi¢des de cultivo, incluindo fatores externos com a temperatura, intensidade
luminosa, salinidade, pH, além da composicao dos meios de cultura.

A partir de tais argumentos é que se considerou selecionar as espécies que
exibiram os maiores teores de &4cidos graxos para a realizacdo de cultivos em
condicdes de estresse, mesmo que nao tenham sido elas as que apresentaram as
maiores produtividades em biomassa. Foram selecionadas as espécies D121WC
(Pediastrum tetras), cujo teor de acido graxo em relagdo a soja foi 802,1%, e a
espécie D115SWC (Scenedesmus acuminatus) com quantidade relativa de acidos
graxos de 211,1%, presumindo-se que possiveis estresses nutricional, térmico e

fético poderiam incrementar tais valores.

5.2 Andlise bioquimica da espécie D121WC (Pediastrum tetras) submetida a estresse
nutricional.

O cultivo de Pediastrum tetras sob estresse nutricional teve a duracio total de 29
dias, mas o inicio da fase estaciondria ocorreu no 25° dia quando o cultivo foi
interrompido em dois baldes sendo a biomassa obtida destinada as andlises de acidos
graxos (ponto na curva de crescimento), € nos outros dois baldes foram adicionados
todos os constituintes do meio WC, porém sem N, (deprivacdo de nitrogénio). Apos
quatro dias nessa condi¢do o experimento foi interrompido e a biomassa obtida foi

destinada as analises de acidos graxos (ponto b da curva de crescimento) (Figura 5).
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Figura 4. Curva de crescimento da microalga DI121WC (Pediastrum tetras) em estresse nutricional.
Ponto a = inicio da fase estaciondria, quando o experimento foi interrompido em dois baldes, a biomassa
foi colhida e nova adi¢@o de todos os nutrientes do meio WC, porém sem nitrogénio (deprivacio de N»)
foi efetuado nos outros dois baldes. Ponto b = final do experimento, quando a biomassa dos dois baldes
com deprivagdo de N, foi colhida.

Nesta figura, os dados de unidade de fluorescéncia representam os valores
médios dos quatro baldes até o 25° dia, e dos dois baldes com deprivagao de N, do 25°
dia em diante. A fase exponencial durou do 7° dia ao 14° dia (8 dias), e o valor do k
(constante de crescimento) nessa fase foi de 0,58+0,21 divisdes celulares.dia” (Tabela

7).

Tabela 7. Dados do cultivo sob estresse nutricional obtidos para a cepa D121WC (Pediastrum tetras) em
condigdes de laboratdrio.

Variaveis consideradas Valores obtidos
k (média e desvio padrio) 0,58+0,21
Duragio da fase Log (dias) 8
No ponto a da curva (inicio  No ponto b da curva (apds
da fase estacionaria) deprivacio de N,)
Rendimento celular (céls.mL™) 6,72 x 10° 6,72 x 10°
Biomassa (mg LY 2110 1990
Teor de FAMEs (mg.g™) 620 562
Estimativa de FAMEs (mg.L™) 130 111,9

Fonte: Propria.
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Os dados evidenciam que os rendimentos miximos em termos de nimero de
células.L”" foram os mesmos, o valor da biomassa total foi ligeiramente menor apds
deprivacdo de N, e o teor de 4cidos graxos (FAMEs, do inglés: Fatty Acids Methyl
Esters) e as estimativas de FAMEs por litro de cultivo diminuiram na auséncia de
nitrogénio. Tais resultados contrastam com o que tem sido registrado por outros autores,
em que as quantidades de substancias graxas tendem a aumentar na falta de nitrogénio
(por ex., SKOWALSKI, 2010).

Entretanto, andlises bioquimicas efetuados nas biomassas obtidas no
experimento evidenciaram que a falta de nitrogénio no meio de cultivo resulta em
aumento nas concentracdes de lipidios (+10,71%), bem como de carboidratos (+ 7,58%)
quando a espécie € submetida a um estresse por falta de N, na fase estaciondria. As
concentragdes de proteinas permaneceram praticamente as mesmas nas duas condi¢des
testadas (com N, até a fase estaciondria e com deprivacdo de N, na fase estaciondria)

(Tabela 8).

Tabela 8. Andlises bioquimicas na biomassa cultivada da cepa D121WC (Pediastrum tetras), antes e
depois de submetida ao estresse nutricional por deprivacdo de N, na fase estaciondria.

Condicoes de cultivo Proteina (%) Lipideos (%) Carboidratos (%)
Com N, até a fase estacionaria 24,72 +0,69 5,6% 10,28 +1,35
Com deprivacio de N, na fase 24,93 +£2.,79 6,2% 11,06 +£0,76
estacionaria

% de variagdo +0,85% +10,71% +7,58%

Fonte: Propria.

Nossos dados corroboram os achados de Chagas (2010) que também demonstrou
em estudo realizado com a microalga Isochrysis galbana que a caréncia de nitrogénio
resultava em aumentos de carboidratos (de 96% a 145% em cultivos em triplicata). Esta
autora verificou diminuicao do teor proteico nesta espécie de microalga, e para justificar
este fato ressaltou que a sintese proteica € severamente afetada na falta de nitrogénio, visto
ser este composto um dos elementos essenciais para o desenvolvimento e producdo dos
organismos, pelo fato de ser constituinte de diversas substancias do metabolismo primaério,
a exemplo de proteinas e dcidos nucléicos.

Nossos dados também corroboram os resultados Mata (2009) e Ho et al (2014),
que constataram aumento no teor lipidico em microalgas cultivadas em privacdo de

nitrato, muito embora Mata (2009) tenha ressaltado que ndo se deve generalizar esta
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tendéncia uma vez que seu estudo foi efetuado apenas com trés espécies (Botryococcus,
Isochrysis e Dunaliella).

E certo que cultivar microalgas sob estresse nutricional pela insuficiéncia de
nitrogénio transforma o metabolismo das células ocasionado a promoc¢do de produtos
especificos que podem variar de acordo com a espécie (GUSCHINA; HARWOOD,
2006) visto que a resposta fisioldgica ndo é a mesma para todas as espécies. Mas é
relevante ressaltar que para muitas espécies este tipo de estresse efetivamente pode
incrementar a producdo de 6leo, tornando a biomassa produzida mais favordvel a

producdo de biodiesel.

5.3 Crescimento e andlise bioquimica da espécie DI2IWC (Pediastrum tetras),
submetida a estresse fotico.

Este experimento teve a duracao de 27 dias, sendo que todos os baldes de cultivo
mostraram curvas de crescimento semelhantes até o 23° dia quando os cultivos
atingiram a fase estacionaria. Nesta ocasido dois ensaios foram interrompidos e a
biomassa foi colhida, e dois baldes foram transferidos para uma intensidade luminosa
maior, de aproximadamente o dobro de que vinham sendo mantidos, permanecendo
nessa condi¢do de estresse fotico por mais quatro dias. A fase exponencial durou do 6° e

ao 21° dia (16 dias).
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Figura 5. Respostas de crescimento da microalga D121WC (Pediastrum tetras) umol.fotons.m”.s-'até
0 23° dia (Ponto a) e com estresse fético positivo de aproximadamente o dobro (y umols. Fétons), o
24° ao 27° dias.

Os dados evidenciam uma fase log do 6° ao 13° dias (16 dias de duragdo),
sendo que o rendimento maximo celular no 23° dia chegou a 6,22 x10° células.ml” e
no 27° dia (apds estresse fotico positivo de aproximadamente o dobra intensidade
luminosa) o rendimento maximo chegou a 7,68 x10° células.ml'l, indicando, para
esta espécie, que o aumento da intensidade luminosa ainda promove a reprodugdo
celular. O estresse fético submetido nesta espécie no inicio da fase estacionaria
propiciou também um aumento no rendimento maximo da biomassa total e do teor de

FAME:s e, por conseguinte, na estimativa de FAMEs em mg.L'1 (Tabela 9).
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Tabela 9. Dados do cultivo sob estresse fético obtidos para a cepa D121WC (Pediastrum tetras) em

condig¢des de laboratdrio.

Variaveis consideradas Resultados

k (média e desvio padrio) 0,22+0,16

Duaracio da fase log (dias) 16

Rendimento antes e apés estresse fético 182,45 pmol 391,89 pmol foténs .m>s™
foténs .m™>s! (no 27° dia de cultivo, com o
(no 23° dia de dobro da intensidade

cultivo) luminosa)

Rendimento celular (células.mL™.10°) 6,22x10° 7,68x10°

Biomassa (mg L™) 53 217

Teor de FAMEs (mg.g™) 575 650

Estimativa de FAMEs (mg.L™") 30,5 140,1

Fonte: Propria.

As microalgas possuem uma composicao bioquimica bem diversificada sendo
a mesma relacionada com os diferentes grupos taxondmicos, com as condicoes de
cultivo de cada espécie e com fatores ambientais (CARDOSO, 2010), sendo
considerado, segundo Chagas (2010), que ao se alterar algumas condicdes de cultivos
ocorrerd um estimulo para a producdo de alguns componentes quimicos presentes na
estrutura microalgal.

A luminosidade influencia na formag¢do de compostos organicos pelo
processo fotossintético e, portanto, na densidade e na composicdo bioquimica e
celular (MILITAO et al., 2013). No presente estudo, foi possivel constatar que um
aumento de aproximadamente 100% da intensidade luminosa (de 182,45 umol.
fétons. m*> .s” para y 391,89.umol. fétons. m® .' no inicio da fase estaciondria
resultava num aumento geral nos teores de proteina, lipideos e carboidratos, sendo

que para lipideos o aumento chegou a 160,7 %) (Tabela 10).

Tabela 10. Composi¢do bioquimica de Pediastrum tetras em cultivo sob estresse fético.

Condicoes de cultivos Proteina Lipideos Carboidratos
(%) (%) (%)
Até o inicio da fase estacionaria 21,33 £5,22 5,6%
12,23 £0,71
Na fase estacionaria, com o dobro 35,60 +4,70 14,6% 19,07 + 3,86
da intensidade luminosa.
% variagao +66,90 +160,7% +55,92%

Fonte: Propria.

A literatura € pobre no que concerne a estudos de estresse fotico com culturas da

cloroficea Pediastrum tetras. Mas ao que parece nem todas as espécies deste grupo de
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microalgas respondem igualmente a este tipo de estresse. Militdo (2013), por exemplo,
constatou que aumentando a intensidade luminosa de 1200 lux para 7300 lux e para
3800 lux em cultivos da cloroficea Tetrastrum heteracanthum havia reducdo de lipideos
totais. Por outro lado, Solovchenko (2007) em trabalho realizado com a espécie
Parietochloris incisa.verificou que em alta intensidade luminosa também ocorria
aumento no teor lipidico. Estes dados indicam que as respostas fisiologicas das
microalgas nas diferentes condi¢des de cultivo mnao ocorrem da mesma maneira para

todas as espécies.

5.4.Crescimento e andlise bioquimica das microalgas D115WC (Scenedesmus

acuminatus) e DI2IWC (Pediastrum tetras) submetidas a estresse térmico.

5.4.1 Scenedesmus acuminatus
Esse experimento apresentou curvas de crescimento semelhantes nos dois baldes

mantidos a 25°C e no baldo mantido a 30°C. Quanto as respostas, foram avaliadas por
fluorescéncia in vivo, evidenciando uma fase log do 2° ao 9° dia (Figura 6). As medidas
de contagens celulares demonstraram, no entanto que, a densidade de microalgas foi
ligeiramente inferior no baldo mantido a 30°C com a duracdo da fase exponencial
terminando no 8° dia. Os rendimentos maximos chegaram a 20,48 células.L”! x10° no
cultivo a 25°C interrompido no 14° dia, 20,43 células.L”! x10° no baldo que estava a
25°C e foi transferido para 30°C, e 15,12 células.L™' x10° no baldo a 30°C interrompido
no 14° dia (Figura 7).
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Figura 6. Crescimento da microalga D115WC (Scenedesmus acuminatus) a 25°C e a 30°C até o 14° dia

de cultivo e transferéncia de um dos frascos de 25°C para 30°C a partir do 14° dia (estresse positivo de
5°C).
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Figura 7. Crescimento da microalga D115WC (Scenedesmus acuminatus) em células por ml.10° a 25°C e
a 30°C até o 14° dia de cultivo e transferéncia de um dos frascos de 25°C para 30°C a partir do 14° dia
(estresse positivo de 5°C).

Os valores de proteinas foram maiores nos cultivos efetuados a 25°C e menores
a 30°C ap6s 14 dias de cultivo, quando as culturas entraram na fase estaciondria. No
entanto, quando o baldo que vinha sendo cultivado a 25°C foi transferido para 30°C
(estresse térmico positivo de 5°C) constatou-se uma reducdo substancial nos teores de
proteinas em cerca de 36%. Os valores de lipideos ndo foram altos nos cultivos
realizados a 25°C e a 30°C, mas em situag¢do de estresse, quando o baldo a 25°C foi
transferido para 30°C, esses valores aumentaram 444,38%, chegando a 35,30%. Os
carboidratos por sua vez, mostraram valores mais elevados a 25°C (18,06%) e redugio
substancial de 38,72% quando o cultivo mantido a 25°C foi transferido para 30°C

(Tabela 11).

Tabela 11. Valores de proteinas, lipideos e carboidratos obtidos para a microalga D115WC (Scenedesmus
acuminatus) nas duas condi¢des de temperatura testadas.

Condicao térmica Proteinas Lipideos Carboidratos
(%) (%) (%)

25°C 18,35+2,43 7,94 18,08+2,14
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30°C 11,78+0,75 8,73 10,35+0,57
de 25 para 30° C 13,27£2,08 35,30 11,08+2,36
% de variacdo 36% a menos 444.38% a mais 38,72% a menos

Fonte: Propria.
Esses dados demonstram que para esta espécie estresses térmicos podem promover
mudancas nas taxas metabdlicas incrementando a sintese de lipideos o que € relevante

para sua utiliza¢do na produgdo de biodiesel.

5.4.2 Pediastrum tetras
Esse experimento apresentou curvas de crescimento semelhantes nos dois baldes

mantidos a 25°C até o 24° dia, quando a cultura atingiu o final da fase exponencial.
Neste momento o cultivo foi interrompido em dois baldes e a biomassa obtida foi usada
para nas andlises quimicas. Os outros dois baldes foram transferidos para 30° C (estresse
térmico positivo de 5° C), permanecendo nesta condicdo por mais 4 dias. A duracdo da

fase exponencial foi de 8 dias (do 2° ao 9° dia) em todos os baldes (Figura 8).
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Figura 8. Crescimento da microalga D121WC (Pediastrum tetras) a 25°C e transferéncia de dois frascos

de 25°C para 30°C no 24° dia (estresse positivo de 5°C).

Todos os baldes apresentaram semelhangas na forma geral da curva de
crescimento e semelhangas na fase log. Contagens celulares efetuadas nos momentos de

interrupg¢do dos cultivos indicaram reducdo de 35,59% das densidades celulares quando
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os cultivos foram submetidos a um estresse térmico positivo de 5° C. A biomassa total
entretanto aumentou cerca de 30%, o total de FAMEs diminuiu muito levemente
enquanto a estimativa de FAMEs em mg.L'1 aumentou (Tabela 12). Esses achados
corroboram com os dados de Renaud et al., (2007) que também obtiveram maiores
percentuais de dcidos graxos em estresse térmico de 5°C positivo (de 25° C para 30° C)
nas espécies Cryptomonas sp., Rhodomonas sp. (Criptoficeas) e Chaetoceros sp
(diatomacea).

Tabela 12. Dados de cultivo em laboratério da cepa D121WC (Pediastrum tetras) em diferentes
condigdes térmicas

Condicao térmica Rendimento FAMEs Estimativa de
celular (céls.amL”~  Biomassa (mg (mg.g')  FAMEs - (mg.L™")
1.106) L-l)
25°C 8,54 156 600 93,6
25°C a 30°C 5,50 204 562 114,7
% de variagdo - 35,59% 30,76% -6,33% +22,54%

Fonte: Propria.

A Tabela 13 apresenta os resultados das andlises bioquimicas efetuadas nos
baldes cultivados a 25° C e nos baldes transferidos de 25° C para 30° C (estresse
positivo de 5° C) no final da fase exponencial. Os dados evidenciam uma diminuicao
nos teores de carboidratos e proteinas, mas um expressivo aumento nos teores de
lipidios em mais de 100% nos frascos submetidos a um estresse positivo de 5° C.

Tabela 13. Valores de proteinas, lipideos e carboidratos obtidos para a microalga D121WC (Pediastrum
tetras) nas duas condi¢des de temperatura testadas.

Condicoes térmica

Proteinas (%)

Lipideos (%)

Carboidratos (%)

25°C 32,53 £10,69 5,6% 16,52 £ 0,04
de 25 para 30° C 25,00 £7,19 11,6% 11,34 £ 0,73
% de varia¢do -23,14% +107,14% -31,35%

~ Fonte: Propria.

Os dados obtidos nesses ensaios chamam a aten¢do ao fato de que tanto a
espécie Scenedesmus acuminatus como a espécie Pediastrum tetras sao susceptiveis a
terem seus valores de lipideos aumentados em situacdes de estresses térmicos, o que €
extremamente relevante para sua utilizagdo na producdo de biodiesel. Entretanto, para
outros propositos biotecnoldgicos hd necessidades de mais estudos visto que os teores
de proteinas e de carboidratos diminuiram nas duas espécies, sugerindo que outros

compostos resultantes do metabolismo celular a exemplo dos corantes e antioxidantes
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também possam sofrer alteracdes com variagdes da temperatura. Ao que parece, nem
todas as espécies respondem positivamente quando submetidas a estresses crescentes de
temperatura. Mendes (1992), por exemplo, constatou que a diminui¢do da temperatura
influenciava no aumento do teor lipidico na espécie. Spirulina maxima. Roush (2003),
trabalhando com a diatomdcea marinha Phaoedactylum tricornotum constatou que a

temperatura ndo influenciava diretamente a reserva lipidica.

5.5 Avaliacdo do indicativo de dcido graxo por FTIR (transformada de Fourier)
para a espécie DI2IWC (Pediastrum tetras) nas trés condigbes de cultivo sob
estresse que foram estudadas.

Através da técnica do FTIR € possivel estudar os efeitos da variagdo da
composi¢do quimica das células em funcio do tempo de cultivo (VANINI, 1996). Para
a avaliacdo do indicativo de dcido graxo na espécie D121WC (Pediastrum tetras) por
esta técnica utilizou-se a relagdo das bandas de 2930/1550 e 1745/1550 para 4cido
graxo. Muitos trabalhos encontrados na literatura utilizam a andlise de cromatografia ou
a mancha fluorescente do Vermelho Nilo (Nile Red) para verificar a concentragao de
lipideo, mas esse método possui desvantagens, como baixa efici€éncia e pequena

sensibilidade ou simplesmente por serem analises demoradas (DEAN et al., 2010).

Tabela 14. Indicativo de 4dcido graxo (por FTIR) da espécie D121WC (Pediastrum tetras) para o cultivo
em condi¢do de estresse nutricional.

Relacao das bandas Em meio completo Com deprivacao de N> no
(com N,) final da fase exponencial
1745/1550 cm™ 2,65 +0,24 1,43 +0,60
2930/1550 cm™ 0,85 +0,03 0,35 +0,16

" Fonte: Propria.

e 1745 =ligacdoes C=0 de ésteres

e 2030 = ligacdes C-H e CH; de 4cidos graxos

e 1550 = ligacdes Amida II de proteinas: usada para normalizar as demais
bandas (Neumann 2000).

Os resultados mostraram que houve uma diminui¢do na concentracdo tanto

para relacdo que indica presenga do radical carbonila quanto para relacdo que indica
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presenca de dcido graxo (Tabela 15). Estes resultados sdo similares aos de lipideo

apresentados na tabela 9, obtidos por métodos gravimétricos.

Tabela 15. Indicativo de 4dcido graxo (por FTIR) da espécie D121WC (Pediastrum tetras) para
o cultivo em condicao de estresse luminoso.

Relac¢io das bandas 182,45 pmol.fétons.m*s™ 391,89 pmol.fotons.m2.s™
1745/1550 1,89 £0, 02 0,99 +£0,03
2930/1550 0,57 £0,01 0,46 £0,34

~ Fonte: Propria.

e 1745 =ligacdes C=0 de ésteres

e 2030 = ligacdes C-H e CH2 de 4cidos graxos

e 1550 = ligacdes Amida II de proteinas: usada para normalizar as demais
bandas (Neumann 2000).

Nos cultivos em estresse fotico também e constatou redugao nos dados de FTIR
nas duas relagdes de bandas (1745/1550 e 2930/1550), indicando que o aumento da
intensidade luminosa promove reducdo em ésteres em geral e nos dcidos graxos em
particular. De acordo com Azeredo (2010), espécies de microalgas submetidas a
condicdes de estresses mostram usualmente uma maior quantidade de matéria graxa.
Nossos achados com a espécie D121WC (Pediastrum tetras) parecem contrapor-se a
isso, porém deve-se levar em conta que diferentes espécies de microalgas nao se
apresentarem da mesma forma quanto ao indicativo de dcido em diferentes condicdes de
estudo.

Ja para os resultados de estresse térmico foi possivel constatar um aumento para
o indicativo de 4cido graxo nas duas relacdes de bandas analisadas, e de forma muito
mais expressiva na relagdo 2930/1500 (Tabela 16), indicando esses dados que ao se
cultivar a microalga Pediastrum tetras em condi¢do de estresse térmico ocorre

efetivamente aumento na sintese de acidos graxos.

Tabela 16. Indicativo de 4cido graxo (por FTIR) da espécie D121WC (Pediastrum tetras) para
o cultivo em condic¢do de estresse térmico.

Relacao das bandas 25°C de 25°C para 30°C no final da fase
exponencial
1745/1550 1,52 +0,24 1,16 £ 0,82

2930/1550 0,26 £ 0,02 1,04 £ 1,00
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Fonte: Propria.

e 1745 =ligacdes C=0 de ésteres

e 2030 = ligacdes C-H e CH; de 4cidos graxos

e 1550 = ligacdes Amida II de proteinas: usada para
normalizar as demais bandas (Neumann 2000).

Ressalta-se que hd caréncia de informacgdes publicadas a respeito dessa espécie
com esta técnica de andlise, mas Converti et al.,, (2009) mostraram em Cholorella
vulgaris (também cloroficea) ocorria um grande aumento do indicativo de dcidos graxos
ao diminuir a temperatura de 30°C para 25°C enquanto que Rousch et. al., (2003)
demonstrou que Chlorella muelleri (também cloroficea) os indicativos de dcidos graxos
aumentavam ao aumentar a temperatura de 24°C para 30°C. Nossos dados corroboram
os achados de Rousch et al. (2003), mas considerando as divergéncias entre esses
estudos pode-se inferir que ao menos para as cloroficeas, cada espécie responde de
forma diferente aos estresses térmicos as quais foram submetidas, sugerindo que tanto
mudancas positivas como negativas da temperatura podem promover alteracdes no
metabolismo celular a ponto de incrementar a producdo de dcidos graxos.

A andlise do potencial energético da cepa D121WC (Pediastrum tetras) mostra
que aumentos nos teores de ésteres de dcidos graxos ocorreram de forma expressiva
apenas nos cultivos em estresse fotico, cujo teor de FAMEs chegou a 650mg/g com o
aumento da intensidade luminosa, enquanto que em estresses térmico e nutricional
houve redugao nos teores de FAMES (Figura 9). Esses dados contrastam com os
resultados de FTIR que mostraram aumento na concentra¢do de 4cidos graxos no
estresse térmico de 5° C positivo. Também contrastam com os dados de FTIR obtidos
no estresse fotico que mostraram reducdo nos teores de dcidos graxos por esta técnica,

nesta condi¢cao de cultivo.
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Figura 9. Teores de dcidos graxos nas trés condi¢des de cultivo em estresse (nutricional, fético e

térmico) para a espécie D121WC (Pediastrum tetras).

Ressalta-se, com esta andlise, que a utilizacdo do FTIR teve o intuito de
detectar um indicativo da existéncia de éster em organismo microalgal. Contudo
comparando-se a composicao energética da soja que é de 196,9 mg de ésteres por
grama de biomassa seca e que hoje é oleaginosa mais empregada producdo de
biodiesel no Brasil (MENEZES et al.,2013), com o teor de éster encontrado na cepa
Pediastrum tetras que quando submetida ao estresse luminosos verifica-se uma
concentragdo de dcidos graxos 2,5 vezes maior que a soja. Menezes et al. (2013), ao
avaliar o potencial da matéria graxa da espécie Choricystis sp também constatou um
rendimento de a 422,9 mg de ésteres por grama de biomassa seca, o que é 115%
maior do que o encontrado na soja. Quanto a espécie D11SWC (Scenedesmus

acuminatus) ao ser submetida a um estresse térmico obteve-se um rendi

relativo em ésteres de dcido graxo em relacdo a soja de 590%.
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6 CONCLUSOES

a)

b)

d)

g)

A bioprospeccdo de 4cidos graxos efetuada em 12 espécies de microalgas
isoladas da regido semidrida da Paraiba, todas cultivadas nas mesmas
condi¢cdes de laboratério, mostrou diferentes respostas nos parametros de
crescimento e nos teores de dcidos graxos entre elas.

Todas as cepas cultivadas apresentaram rendimento em biomassa inferior a
1,0 gL', sendo que nem todas as que tiveram os maiores rendimentos
apresentaram as maiores concentragdes de dcidos graxos.

As espécies com maiores rendimentos em &4cidos graxos e que, portanto
apresentam potencial para serem utilizadas na producdo de biodiesel foram
Pediastrum tetras (cepa D121WC, com 802,1% em relacio a soja) e
Scenedesmus acuminatos (cepa D115SWC, com 211,1% em relagdo a soja),
razdo pela qual foram selecionadas para serem cultivadas em diferentes
condicdes de estresse (nutricional, fético e térmico).

Ressalta-se, entretanto, que os rendimentos em biomassa nos cultivos com
essas duas espécies foram baixos (maximo de 0,49 g.L™!).

Para a espécie D121WC (Pediastrum tetras) submetida as trés condi¢cdes de
estresse (nutricional, luminoso e térmico) foi possivel observar respostas
significativas para os resultados das andlises bioquimicas, destacando-se o
ensaio com estresse fotico cujo aumento no teor de lipideo chegou a
+160,7%.

A espécie DI15SWC (Scenedesmus acuminatus) ao ser submetida a uma
estresse térmico apresentou um aumento no rendimento relativo de ésteres de
acido graxo em relacdo a soja de 590% em termos de biomassa seca.

A utilizagdo da técnica de FTIR como indicativo do teor lipidico mostrou

resultados satisfatorios para a maioria dos tratamentos de estresse utilizados.
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