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EPIGRAFE

QUANTO MAIS

Quanto mais alto estejas,
Mais apto a prestar.

De quanto mais disponhas,
Mais poder de servir.
Quem possui mais cultura,
Pode ensinar melhor.

N&o recuses doar

Do que tenhas ou sejas.
Virtude sem trabalho,
Lembra riqueza morta.
Recorda: Deus te da,

Para que também dés.

(Emmanuel)
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RESUMO

Grande parte da populacdo de paises em desenvolvimento possui caréncias
nutricionais, principalmente em decorréncia a dificuldade de acesso a dietas ricas
em lipideos saudaveis. Estudos em torno das microalgas buscam o aproveitamento
nutricional de diversas espécies, principalmente para extracdo de matéria graxa
visando a utilizagdo como ingrediente em alimentos. O trabalho objetivou analisar a
viabilidade de producao lipidica da microalga Coelastrum cambricum através da
otimizacdo de cultivo com meio de cultura alternativo (Biocomposto Hortifrati) e
estresse nutricional com deprivacdo de nitrogénio. A pesquisa foi desenvolvida com
a espécie Coelastrum cambricum, selecionada do banco de cultura do Laboratorio
de Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIM/UFPB). A espécie
foi isolada do Riacho da Bica localizado no Parque Arruda Camara da cidade de
Jodo Pessoa-PB. Os cultivos sem aplicacao de estresse nutricional alcancaram valor
de 218,75 UF para o cultivo em meio controle e 232,66 UF em meio alternativo
durante sete dias e 299,0 UF para o cultivo em meio controle e 465,0 UF para o
cultivo em meio alternativo com aplicacdo de estresse, 0s quais também
apresentaram maior velocidade de crescimento (k). O rendimento maximo celular foi
de 9,25 céls.mL1x10° e 14,4 céls.mL1x10° em meio alternativo sem e com estresse
nutricional respectivamente. Os valores lipidicos foram maiores para os cultivos com
estresse nutricional. Os teores lipidicos encontrados pelas metodologias
gravimétricas foram maiores em relacdo a analise por espectrofotometria. Conclui-se
gue a aplicacdo de meios de cultivo alternativos aos meios sintéticos e estresse
nutricional com deprivacdo de nitrogénio, sao satisfatérios para o desenvolvimento
fisioldégico e bioquimico celular da C. cambricum, além de otimizar o rendimento em
biomassa microalgal desta espécie. A produtividade lipidica da espécie em situacdes
normais de cultivo é pequena, porém, o aumento nos teores lipidicos foi possivel
através da aplicacdo de meios de cultivo naturais e estresse nutricional com
deprivacdo de nitrogénio. Sendo assim, dois métodos promissores para a redugao
de custos e producado sustentavel de biomassa microalgal e matéria graxa através

da cloroficea C. cambricum.

Palavras-chave: Cloroficeas. Lipidios. Estresse nutricional.



ABSTRACT

A large proportion of the population of developing countries with nutritional
deficiencies, mainly in difficulty of access to diets rich in healthy lipids. Studies on
microalgae seek the nutritional utilization of several species, mainly for the extraction
of grease to be used as an ingredient in food. The objective of this work is to analyze
the viability of biomass and coagulation production through optimization of the culture
with the alternative culture medium (Biocomposto Hortifrati) and nutritional stress with
nitrogen deprivation. Coelastrum cambricum, selected from the Culture Bank of the
Laboratory of Environments Recife and Biotechnology with Microalgae (LARBIM /
UFPB). Nature was isolated from the Riacho da Bica located in Parque Arruda
Camara of the city of Jodo Pessoa-PB. UF for cultivation in the control medium and
232.66 UF in the alternative medium for seven days 299.0 UF for the cultivation in
the control medium and 465.0 UF for the cultivation. In alternative medium with stress
application, which also presented higher of Growth (k). The maximum cell yield was
9.25 cells.L-1x105 and 14.4 cells.L-1x105 in alternative medium without and with
nutritional stress, respectively. Lipid values were higher for cultures with nutritional
stress. The lipid contents found in the gravimetric methodologies were higher in
relation to the spectrophotometric analysis. It is concluded that an application of
alternative culture media for synthetic media and nutritional stress with nitrogen
deprivation are satisfactory for the cellular physiological and biochemical
development of C. cambricum, besides optimizing the yield in microalgal biomass of
this species. The lipid yield of the species under normal conditions of cultivation is
small, however, the increase in lipid contents was approved by the application of
culture media and nutritional stress with nitrogen deprivation. Thus, two promising
methods for a reduction of costs and production of microalgae biomass and grease
matter through chlorophyll C. cambricum.

Keywords: Chlorophyceae. Lipids. Nutritional stress.
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1 INTRODUCAO

Consideravel parte da populacdo mundial, principalmente de paises
subdesenvolvidos, enfrenta grande dificuldade de acesso a uma alimentacéo rica em
nutrientes essenciais, aumentando cada vez mais o0s indices de doencas e
desnutricdo. Um exemplo recorrente € a dificuldade de acesso a dietas ricas em
acidos graxos poli-insaturados, 6mega-3 e 6mega-6 (GAROFOLO et al., MARTIN et
al., 2006; PERINI et. al., 2010; SUAREZ et. al., 2002). Diante disto, pesquisas vém
sendo realizadas com o intuito de viabilizar a utilizacdo de nutrientes de matérias
primas com potenciais biotecnolégicos.

Microalgas sédo capazes de incrementar o contetdo nutricional de alimentos
convencionais, podendo contribuir positivamente a salde humana. A utilizacdo de
microalgas na alimentacdo humana ocorre ha séculos, tendo sido usadas por tribos
indigenas do Chaad e pelos Astecas, que as secavam em lamelas para serem
ingeridas como fonte de nutrientes (DERNER et. al., 2006; DRUZIAN; MENDONCA;
NUNES, 2012). Quando cultivadas em meios adequados certas espécies de
microalgas podem duplicar a sua biomassa diariamente e alcancar produtividades
de 30 a 50 g.m?.dia! em peso seco. Esta caracteristica, aliada a simplicidade nas
técnicas de cultivo, torna as microalgas um dos objetos de pesquisa prioritarios das
mais modernas areas de investigacdo (BENEMANN et. al., 1987; GOLDMAN, 1980;
NAVALHO, 1998).

Os cultivos podem ser desenvolvidos com meios alternativos preparados a
partir de residuos de processos industriais e adicdo de CO2 (cultivos autotréficos) ou
residuos organicos (cultivos heterotroficos) (PITTMAN et. al. 2011). Quando se trata
de meio de cultura sintético, o alto custo dos nutrientes pode representar fator
limitante para a producéo (DUARTE, 2001).

Tanto no ambiente natural quanto nos cultivos, o crescimento de uma
populacdo de microalgas é resultado da interacdo entre fatores biolégicos, fisicos e
guimicos (MOHEINMANI, 2005). Em condi¢cdes ambientais extremas ou estresse
induzido durante o cultivo, as microalgas podem potencializar a sintese de alguns
compostos. As respostas das células a essas condicdes ambientais definem esses

fatores como limitantes ou otimizantes (MOHEIMANI, 2005; PELIZER et. al., 2006).
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Nos fatores fisico-quimicos os mais observados sdo a luz (DARLEY, 1982), a
temperatura (COLLA et. al., 2007), a quantidade e o tipo de aeracdo (CONVERTI et.
al.,, 2006; ONCEL; SUKAN, 2007), a disponibilidade de nutrientes (GUILLARD,
1975), a salinidade (LOURENCO; MARQUES JUNIOR, 2002) e o pH (LOURENCO,
2006). A manipulagdo de nutrientes como 0 nitrogénio no meio de cultura, por
exemplo, exerce uma forte influéncia no metabolismo de lipidios e acidos graxos em
espécies de microalgas (TAKAGI et. al., 2006).

O aumento da produtividade da biomassa para obtencdo de &cidos graxos
insaturados vem despertando o interesse dos produtores, principalmente como fonte
de w-3 (COHEN, NORMAN e HEIMER, 1995). O teor de acidos graxos poli-
insaturados produzidos pela microalga pode ser determinado pela espécie cultivada,
concentragcdo dos nutrientes do meio de cultura, fluxo de aeragéo, luminosidade,
tempo do fotoperiodo e a temperatura do cultivo (LOURENCO, 1996; TORRES,
1994). As microalgas podem produzir até 30 vezes mais Oleo do que a soja por
unidade de area com destaque para a composi¢cdo dos acidos graxos presentes
nesses microrganismos, na sua maioria insaturados (SKJAK-BRAEK, 1992).

O cultivo de microalgas para extracdo de Oleo € vantajoso por apresentar
elevada taxa de crescimento, facil adaptacdo em meios alternativos a base de
residuos agroindustriais, além de possibilitar produc¢éo o ano inteiro e um curto ciclo
de vida (BERTOLDI, 2008). Usualmente, os teores de lipidios em microalgas séo
determinados por métodos gravimétricos apos extracdo com solvente, o que requer
tempo consideravel e grande quantidade de biomassa seca. Um método que vem se
mostrando promissor em relacdo a economia de biomassa e reagentes, é através de
técnicas de marcacdo empregando espectrofluorescéncia (GOVENDER et. al.,
2012).

Entretanto, ainda ndo estd bem definido na literatura, os parametros que
comprovam a eficacia das espécies de microalgas em questdo. O presente trabalho
partiu da hipétese de que a microalga Coelastrum cambricum € uma matéria prima
com grande potencial de producdo de Oleo para utilizacdo em alimentos com
técnicas menos impactantes para o meio ambiente e elevada eficiéncia de producao,

além de possuir naturalmente lipidios com elevado padrédo de qualidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a viabilidade de producdo lipidica da microalga Coelastrum
cambricum através da otimizacdo de cultivo com meio de cultura alternativo

utilizando biocomposto hortifriti e estresse nutricional com deprivacéo de nitrogénio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a cinética de crescimento celular e producdo de biomassa unialgal da
espécie Coelastrum cambricum cultivada em meio sintético e em meio
alternativo utilizando biocomposto hortifruti.

b) Avaliar a produtividade lipidica dos cultivos antes e apds aplicagcdo de
estresse nutricional com deprivagédo de nitrogénio, comparando 0s principais

métodos de determinacédo de lipidios totais em microalgas.

15



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 MICROALGAS

As microalgas sao organismos unicelulares, coloniais ou filamentosos que estao
presentes principalmente nos ambientes aquaticos. Possuem uma composicao
bioquimica diversificada, relacionada a natureza de cada espécie, aos fatores
ambientais de acordo com a regido onde o cultivo esta sendo realizado, as
condicBes de cultivo e ao meio de cultura utilizado (LEE, 2008; MATA et. al., 2010).

Esses microrganismos sdo algumas das mais antigas formas de vida na terra,
mas s recentemente foram reconhecidos como uma fonte muito promissora de
biomassa. Elas produzem mais biomassa do que plantas terrestres por unidade de
area, pois possuem uma maior eficiéncia fotossintética (LARDON et. al., 2009). Tém
a capacidade de produzir mais oxigénio do que todas as plantas do mundo
(RODOLFI et. al., 2009).

Os relatos mais antigos de usos de microalgas pelo homem remetem a China,
guando h&a 2000 anos, em tempos de alimento escasso, alguns grupos consumiam a
cianobactéria filamentosa Nostoc (SPOLAORE et. al., 2006). Sabe-se também do
uso, ha muitos séculos, de diferentes espécies de Spirulina como alimento,
consistindo na coleta em lagos de massas flutuantes de filamentos que apds a
secagem assumiam consisténcia endurecida; essas preparagdes eram chamadas de
tecuitlatl, por indigenas nativos do México, e de dihé, por populacées do noroeste da
Africa (DERNER et. al., 2006; DRUZIAN; MENDONCA; NUNES, 2012; LOURENCO,
2006; NORTON et. al., 1996). Contudo, esses exemplos sdo exce¢cbes quanto ao
uso de microalgas pelo homem. A producédo comercial de microalgas intensificou-se
somente apdés a Segunda Guerra Mundial e, em especial, apos a grande crise do
petréleo nos anos 1970 (LOURENCO, 2006).

As microalgas destacam-se principalmente por apresentarem elevado valor
proteico (50-70%), aminoacidos essenciais, vitaminas (especialmente B12), sais
minerais, além de pigmentos (carotenoides, ficocianinas e clorofilas), acidos graxos
poli-insaturados, incluindo os &cidos graxos 6mega-3 e outros compostos
biologicamente ativos (AARONSON; BERNER; DUBINSKY,1980; BOROWITZKA,

1999a, 1999b; COLLA et. al., 2007). Por causa dessas propriedades nutricionais,
16



esses microrganismos podem ser empregados especialmente no desenvolvimento
de alimentos funcionais (AMBROSI et. al., 2008).

Ha algumas décadas, as caracteristicas de crescimento rapido e de elevada
produtividade vém estimulando pesquisas sobre o aproveitamento de biomassa
microalgacea como recurso renovavel valioso de geracao de produtos e renda, além
de viabilizarem a implantacao de diversos empreendimentos comerciais (ANDRADE;
COSTA, 2008; CHAUMONT, 1993; LOURENCO, 2006).

A utilizagdo de microalgas compreende formas mais simples e convencionais
de producdo de biomassa algdcea em certas aplicacdes, mas outros usos podem
envolver processos e equipamentos bem mais complexos, caracterizando a
atividade como uma forma moderna de producédo biotecnolégica (CHISTI, 2007).
Atualmente, numerosas aplicacbes comerciais sao reconhecidas para microalgas, as
guais podem ser classificadas em trés categorias basicas (i) uso de microalgas para
aumentar o valor nutricional de alimentos para o homem e para animais, agregando
propriedades a sua composicdo quimica; (i) uso de microalgas in natura ou
parcialmente processadas como alimento de animais, em aquicultura, (iii) utilizacao
de moléculas de alto valor agregado (por exemplo, pigmentos e &cidos graxos),
produzidas por microalgas, em alimentos industrializados, produtos farmacéuticos e
cosmeéticos, por exemplo (LOURENCO, 2006).

3.2 Coelastrum cambricum

As algas do filo Chlorophyta, também conhecidas como algas verdes, séo
eucariontes fotoautotroficas, podendo ser encontradas em todos o0s niveis de
organizacdo, desde formas flageladas, cocdides até espécies de estrutura talosa.
Alguns organismos apresentam flagelos, em namero variavel, os quais permitem o
movimento ativo destes no meio. Nas células flageladas encontram-se ainda
manchas oculares (estigma) as quais se apresentam como organelas de coloracao
vermelha ou parda, que conferem a capacidade de perceber a intensidade e dire¢céo
luminosa (ALGAEBASE, 2017).

A espécie Coelastrum cambricum caracteriza-se como um cendbio esférico

com 16 células, cada célula se une a célula vizinha por seus lados; possuindo
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projecdes curtas, truncadas nos apices das células; cloroplasto com um pirenoide e
células de 5,22-10,44 um de didametro (FELISBERTO et. al., 2008).

D316WC_630X

. - D316WC_630X

Figura 1: Fotografias da espécie Coelastrum cambricum selecionada para
desenvolvimento do estudo. Fonte: LARBIM, 2017.
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3.3. CULTIVO DE MICROALGAS

As primeiras pesquisas a respeito do cultivo de microalgas foram
influenciadas pelas descobertas no campo da fisiologia vegetal, os quais
demonstraram que 0s vegetais adquirem seus nutrientes a partir de uma mistura de
componentes minerais. Além disso, as condicbes de cultivo de microalgas podem
ser alteradas para induzir a producdo de maiores concentracdes de substancias de
interesse para uma determinada finalidade, como A&cidos graxos e outros
componentes (MARTINS, 2014).

Um dos principais problemas relativos a producédo de biomassa algacea em
sistemas grandes é o custo do meio de cultura. Assim, estudos de meio de culturas
gue conciliem baixo custo e respostas adequadas de crescimento e composi¢cao
guimica sao sempre desenvolvidos, pois muitas vezes é necesséario obter dados
especificos e locais (NASCIMENTO et. al., 2013; SILVA et. al., 2014).

Os sistemas abertos sdo os mais utilizados devido a sua facil acessibilidade.
Séo sistemas formados por lagoas rasas expostas ao sol ou em estufas, com dois

formatos:

e Tipo raceway: Normalmente utilizados nos cultivos comerciais, possuindo
boa capacidade de mistura pois contém pas circulares, bombas ou defletores para
circulacdo de nutrientes, gases e da cultura algal, garantindo boas taxas de
crescimento das microalgas, (Figura 2);

Extrag@io das microalgas

Borbulhador de CO2

Entrada de agua
e nutrientes

A 80 com
rgaosq de pas

Figura 2: Tanques de cultivo de microalgas do tipo “raceway”. Fonte: PEREZ, 2007.
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e Tipo fotobiorreator: Um fotobiorreator (Figura 2) é basicamente um biorreator
gue incorpora alguma fonte de luz podendo ser construidos de diferentes
formatos, como por exemplo, tubular, em placa, cénico, em placas horizontais
ou verticais, em coluna de bolhas, tanques com agitacdo e agitacao
pneumatica (DASGUPTA et. al., 2010). Entretanto, cada tipo de fotobiorreator
apresenta vantagens e desvantagens que precisam ser levadas em

consideragdo no momento de sua construcao e utilizagao.

agua limpa e
nutrientes

1 fotobloreator

tanque de recircul

wolheita de
microalgas ‘

bomba de circulacao

Figura 3: Exemplo de um fotobiorreator tubular utilizado em cultivos e
microalgas. Fonte: PEREZ, 2007.

m massa de

3.4. APLICACOES BIOTECNOLOGICAS DAS MICROALGAS

O cultivo de microalgas permite a obtencdo de diversos compostos de
interesse biotecnoldgico para industria alimenticia, farmacéutica, e cosmética, além
disso, as condi¢des de cultivo podem ser alteradas induzindo um maior acumulo do
produto de interesse, por exemplo: pigmento, proteina, carboidrato ou acidos graxos.
Vale ressaltar que uma mesma espécie pode apresentar diferentes perfis quimicos
de acordo com as condicbes em que foi cultivada, devido a flexibilidade que as
microalgas possuem diante dos substratos que conseguem assimilar, variando
consideravelmente os diversos produtos resultantes do seu metabolismo
(CAETANO, 2010; LOURENCO, 2006; MATA; MARTINS).

A utilizacdo mais comum das microalgas € voltada para suplementacdo

humana e animal, sendo o Unico uso até os anos 1940. As microalgas séo utilizadas
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na alimentacdo direta ou indireta de espécies de peixes, crustdceos e outros
organismos de interesse econdmico, podendo se destacar o uso dos géneros de
microalgas Arthrospira, Chlorella, Scenedesmus e Dunaliella (DERNER et. al., 2006;
LOURENCO, 2006; YAAKOB et. al., 2014).

Algumas algas podem ser utilizadas na recuperagcdo de sistemas aquéticos,
principalmente quando envolve ions metalicos e alguns compostos organicos, ja que
conseguem retirar esses elementos quimicos do meio aquoso (VIDOTTI e
ROLLEMBERG, 2004). H4& também a possibilidade de uso das microalgas como
bioindicadores de poluigdo organica em corpos d'agua, pelo estudo da abundancia
relativa e riqueza das espécies, assim como pela formacao de floragcbes (YUCRA E
TAPIA, 2008).

Ja foi confirmado que aves que foram suplementadas nutricionalmente com
microalgas, produziram ovos com casca mais forte, diminuindo as perdas durante o
seu transporte. Porém, a utilizacdo de microalgas como enriquecimento nutricional
esbarra no obstaculo do custo envolvido na obtencdo da biomassa seca, mesmo
gue o produtor aumente seus lucros no produto final vendido, devendo-se procurar
maneiras de baratear tal custo (VITTA, 2014).

A producdo comercial de microalgas teve inicio na década de 60 com
espécies de Chlorella e Spirulina, como suplementos dietéticos, Dunaliella salina
para obtencdo de B-caroteno, Haematococcus pluvialis para producdo de
astaxantina e diversas outras espécies para aplicacdo na aquicultura. Nessa mesma
década, as pesquisas em biotecnologia de microalgas concentravam-se na
reciclagem de aguas residuais, sua aplicacdo em programas espaciais de renovacgao
atmosférica e fonte de alimento (BENEMAN, 1990; LOURENCO, 2006).

As microalgas também sao estudadas para a producdo de biocombustiveis,
como o biodiesel, o bioetanol, biogas, bioguerosene e Bio-hidrogénio e ultimamente
a maioria das pesquisas tém sido orientadas ao desenvolvimento de métodos de
cultivo e engenharia de sistemas de cultivo, engenharia genética e metabdlica, a fim
de aumentar a producdo lipidica, medidas eficientes de colheita de biomassa,
avaliacdo de custo-eficacia e avaliacdo do ciclo de vida (GHOSH et. al.,, 2016;
GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2016; SAWAENGSAK et. al., 2014; TERCERO;
DOMENICALI; BERTUCCO, 2014; ZHU, 2015).
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As microalgas, sob o ponto de vista biotecnoldgico, ndo constituem grupo de
microrganismos muito estudado. Dentre as dez mil espécies de microalgas que se
acredita existirem, pouco mais de mil linhagens sdo mantidas em cole¢des ao redor
do mundo, apenas algumas centenas foram investigadas por seu conteudo quimico
e somente pequena quantidade tem sido cultivada em escala industrial. Por serem
pouco exploradas, representam rica oportunidade para novas descobertas
(OLAIZOLA, 2003; ZAHNER e FIEDLER, 1995).

3.5. MICROALGAS NA ALIMENTACAO HUMANA E ANIMAL

A dieta esta diretamente ligada com a saude dos seres humanos, e sabe-se
gue os alimentos contém alguns componentes (vitaminas, minerais, polifendis e
micronutrientes tais como acidos graxos w-3) que sdo o0s 18 responsaveis pela
manutencdo ou promocao da saude e bem-estar (OLIVEIRA, 2008). A procura por
novas fontes destes compostos impulsionou a pesquisa para o aprofundamento na
area de caracterizacdo e extracdo destes compostos bioativos (antioxidantes,
antitumorais, antivirais, etc.). As algas apresentam-se como uma nova fonte
praticamente ilimitada de ingredientes funcionais n&o pela presenca de um composto
em particular, mas pela sua ampla diversidade e possibilidade de cultivo em
diferentes condicbes o que pode levar ao enriqguecimento de alguns compostos
bioativos (PLAZA et. al., 2010).

Estes ingredientes bioativos, ou nutracéuticos, capazes de melhorar a saude
do individuo sédo conhecidos como ingredientes funcionais, e podem de acordo com
as ultimas pesquisas, estarem presentes em micro e macroalgas, o0 que as tornaria,
novas fontes naturais destes compostos podendo seus compostos serem extraidos
para formulacdo de alimentos funcionais ou suplementos (HERRERO et. al., 2006;
PLAZA et. al., 2008; ZUBIA et. al., 2009).

Por definicdo, alimento funcional é aquele que contém um ou mais
ingredientes funcionais que estdo ausentes no alimento similar convencional, ou em
concentracbes mais baixas. Suplementos alimentares sdo aqueles comercializados
em pilulas ou tabletes, que contém esses ingredientes capazes de melhorar a

saude. No contexto de formulacdo de alimentos funcionais ou suplementos,
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preferem-se fontes naturais, como plantas e algas, aos compostos sintéticos
(PLAZA, et. al., 2008; ZUBIA et. al., 2009).

Além da consolidada producdo para a obtencdo de biomassa, diversas
microalgas tém sido cultivadas por sua capacidade de sintetizar compostos
considerados nutracéuticos, tais como os acidos graxos poli-insaturados (acido
araquidbnico - ARA, acido eicosapentaenoico — EPA e acido docosahexaendico -
DHA, por exemplo) e pigmentos carotenoides (astaxantina, betacaroteno, luteina,
cantaxantina etc.), que apresentam propriedades terapéuticas (DERNER et. al.,
2006).

As principais formas de insercdo das microalgas na alimentacdo humana
sdo os suplementos alimentares (formulacbes em poé, tabletes, capsulas ou
extratos), podendo também ser incorporadas em massas, snacks, chocolates ou
gomas e bebidas. As principais espécies utilizadas para estes fins sdo Arthrospira,
Chlorella sp., Dunaliella salina e Aphanizomenon flos-aquae (DERNER et. al., 2006;
PULZ e GROSS, 2004).

3.5.1 Lipideos de microalgas na alimenta¢cdo humana e animal

Os lipideos presentes nas microalgas sdo compostos de glicerol, agclcares ou
bases esterificadas em &cidos graxos saturados e insaturados (LOURENCO, 2006;
VIDOTTI E ROLLEMBERG, 2004).

Algumas espécies de microalgas se destacam por produzirem altas
concentracdes de 6leo que podem chegar até 75% em peso em relacdo a biomassa
seca, a exemplo da cloroficea Botryococcus braunii (MATA et. al., 2009). A soja,
uma das plantas oleaginosas muito utilizada na produgao de alimentos e energia,
contém cerca de 18% de 6leo no gréo. Algumas espécies de microalgas que
produzem quantidades de Oleo proximo ou superior a soja, incluem Scenedesmus
obliquus (12-14%), Scenedesmus dimorphus (16-40%), Prymnesium parvum (22-
38%), Chlamydomonas rheinhardii (21%), Chlorella vulgaris (14-22%), Spirogyra sp.
(11-21%), e Dunaliella tertiolecta (64-71%) (TEIXEIRA; MORAES, 2007).

A producdo de biomassa a partir de microalgas pode atingir de 15-25
toneladas/hd/ano e a estimativa para a producdo de lipidios é de 4,5-7,5

toneladas/h&/ano. Em comparacdo com as oleaginosas geralmente utilizadas para
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extracdo de 6leo, claramente vé-se um potencial na producdo de 6leo para 0 ramo
alimentar a partir de microalgas, uma vez que a soja produz 0,4 tonelada/h&/ano
(CHISTI, 2007; LAM; LEE, 2011, 2012).

Chisti (2008), entretanto, ressalta que o conteldo de 6leo nas microalgas
pode exceder 80% da biomassa seca, contrastando com muitas plantas oleaginosas
gue contém quantidade de 6leo reduzida quando comparada as microalgas, sendo a
producao atual de 6leo das oleaginosas insuficiente para atender a demanda.

Microalgas tém recebido maior atencdo nos Uultimos anos principalmente
pelo seu conteddo de acidos graxos poli-insaturados e outros compostos de alto
valor biotecnolégico (GARDEVA et. al., 2009; HERRERO et. al., 2006; MATSUI et.
al., 2003; PLAZA et. al., 2010).

Dentre os acidos graxos presentes nas microalgas, os da familia 6émega 3 (w-
6) sdo particularmente importantes, ja que estdo relacionados com a diminuicdo dos
teores de colesterol e ndo sdo produzidos pelo organismo humano, sendo
considerados é&cidos graxos essenciais (COQUEIRO, BUENO E SIMOES, 2011;
SILVA, 2008).

Os acidos graxos de cadeia longa, eicosapentandico (EPA),
docosahexaenoico (DHA) e araquidbnico (AA) sdo de especial interesse por
apresentarem alto valor nutricional. O DHA é um componente estrutural abundante
na massa do cérebro e na retina dos olhos, além de compor o tecido cardiaco, e ser
considerado eficiente no tratamento da infertilidade masculina associada ao dano de
membrana e do DNA espermaético, logo ja esta sendo produzido comercialmente em
grandes quantidades (ALVAREZ, 2011; LOURENCO, 2006).

Os é&cidos graxos poli-insaturados (PUFA) w-3 e w-6 sdo amplamente
estudados, principalmente no que se refere ao enriquecimento nutricional (LEMALE;
PALACIOS, et. al, 2014) visando a prevencao e tratamento de diversas doencas
(ALVAREZ, 2011; FERNANDEZ et. al, 2011). Estas duas familias de acidos devem
estar em equilibrio na dieta, ja que os teores de w-6 sao influenciados pelos teores
de w-3. Ja se tem relatado que a ingestdo de Omega-3 beneficia 0 organismo
humano devido sua acdo anti-inflamatéria em processos degenerativos (ex. artrite
reumatica) e nos quadros inflamatorios apds atividades fisicas intensas
(COQUEIRO, BUENO E SIMOES, 2011).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DA PESQUISA

A pesquisa foi desenvolvida com a espécie Coelastrum cambricum,
selecionada do banco de cultura do Laboratério de Ambientes Recifais e
Biotecnologia com Microalgas (LARBIM/UFPB). Ensaios prévios evidenciaram que a
espécie apresenta excelente crescimento em meio alternativo formulado a partir de
biocomposto hortifrati, razéo pela qual foi selecionada para este estudo. A espécie
foi isolada do Riacho da Bica localizado no Parque Arruda Camara da cidade de
Joéo Pessoa-PB, codificada no banco de cultura do LARBIM/UFPB como D316 e
mantida em meio WC.

4.2 CULTIVO DA Coelastrum cambricum

Os cultivos foram realizados em bancada, em sala de cultura climatizada, com
temperatura mantida em 25+1°C, sistema de iluminacao fornecido por lampadas
fluorescentes tipo luz-do-dia, e fotoperiodo de 12 horas, com aeracdo por injecao
continua de ar atmosférico (2mL.mint) usando um minicompressor de membrana
Resun AOC2. Os meios de cultura utilizados foram o sintético e alternativo em
baldes com capacidade para 6 litros e em triplicata. O desenvolvimento dos cultivos
foi acompanhado por contagens celulares em camaras Fuchs-Rosenthal em
microscopio binocular Leica e através de analises da fluorescéncia in vivo das
amostras utilizando um fluorémetro Turner Design 10005R para a determinacéo das
curvas de crescimento. Metade do cultivo de cada baléo foi interrompido na fase
estacionaria e a outra metade foram reconstituidos os meios sintético e alternativo,
mas com deprivacdo de nitrogénio sofrendo estresse nutricional durante trés dias
adicionais ao cultivo. A biomassa produzida, apoés interrupcao, foi concentrada em
centrifuga refrigerada a 18°C, congelada em ultra freezer (-30°C), liofilizada e
pesada. O mesmo processo de concentragdo e secagem de biomassa unialgal foi
repetido para a outra metade do cultivo de cada baldo apds os trés dias de aplicacéo
de estresse nutricional. Trés analises quantitativas foram realizadas para

determinacao dos lipidios totais, a analise de Mishra et. al. (2014) por Fosfo-Vanilina
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determinou os lipidios totais por espectrofotometria utilizando 1 mg de biomassa
liofilizada e os métodos de Folch et. al. (1957) e Bligh e Dyer (1959) por gravimetria
utilizando 50 mg de biomassa como amostra. Os resultados foram submetidos a
andlise de variancia Two Way (ANOVA), seguido de comparac¢des mdultiplas de
Tukey (p<0,05) com o auxilio do software estatistico GraphPad Prism 7.03.

Figura 4: Cultivo da microalga Coelastrum cambricum em fotobiorreatores de escala

laboratorial no inicio da fase de crescimento celular. Fonte: LARBIM, 2017.

As curvas de crescimento celular por fluorescéncia foram tracadas para as
duas condi¢Bes experimentais, comparando-se o rendimento maximo em biomassa.
Dados das contagens celulares por meio de camara Fuchs-Rosenthal em
microscépio binocular Leica foram analisados e utilizados para célculo e
determinacdo do rendimento maximo em numero de células e a produtividade diaria
de biomassa (g.L. Dial) que se refere ao nimero de divisdes celulares da espécie
por unidade de tempo (k), conforme proposto por Stein (1973).
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Figura 5: Cultivo da microalga Coelastrum cambricum em

fotobiorreatores de

escala

laboratorial proximo a fase final de cultivo em condi¢cdes de estresse nutricional. Fonte:

LARBIM, 2017.

4.3. MEIOS DE CULTIVO

4.3.1 Meio Alternativo Biocomposto Hortifrati

O substrato utilizado como meio de cultivo alternativo foi obtido a partir da

compostagem de hortifrati realizada na Empresa Paraibana de Abastecimento e

Servicos Agricolas - EMPASA, localizada na cidade de Jodo Pessoa — PB. O

material foi transportado ao Laboratério de Ambientes Recifais e Biotecnologia com
Microalgas da Universidade Federal da Paraiba (LARBIM/UFPB), onde o substrato

foi diluido em agua, autoclavado e filtrado. O residuo soélido foi descartado e o

filtrado foi novamente autoclavado para utilizacdo na composicdo do meio de cultivo

(Quadro 1).

Quadro 1: Composicao do meio alternativo com biocomposto hortifruti

Solugédo estoque Formula Quantidade
Nitrato de sodio NaNO3.5H20 200 g/L
Fosfato de sodio Na2HPO4 4 g/L
Extrato de solo --- 1 kg/L

Agua — 950 mL
Extrato de solo — 30 mL/L

Solucdo Estoque Nitrato—1 mL/L
Solugéo Estoque Fosfato—1 mL/L
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4.3.2. Meio Sintético WC (GUILLLARD, 1972)

O meio WC sintético foi composto por reagentes préprios do Laboratério de
Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas — LARBIM/UFPB, a partir da

formulacdo do Quadro 2.

Quadro 2: Composi¢ao do meio sintético WC (GUILLARD, 1972)

SOLUCAO ESTOQUE FORMULA QUANTIDADE
Cloreto de célcio 2.H20 CaCl. 2H20 36.8¢g
Sulfato de magnésio 7.H20 MgSOa. 7H20 379
Bicarbonato de sédio NaHCOs 1269
Fosfato de potéssio 3.H20 K2HPO4.3H20 114¢g
Nitrato de sddio NaNOs 85¢g
Agua destilada 1L
Solucao de silicato Formula Quantidade
Metasilicato de sédio 9.H20 Na2Si03.9H20 21.2 g
Agua destilada 1L
Solucdo de micronutrients Formula Quantidade
Sal dissddico Na2EDTA 4369
Cloreto férrico 6.H20 FeCls. 6H20 3.15¢g
Sulfato de cobre 5.H20 CuSO0a. 5H20 0.01g
Sulfato de zinco 7.H20 ZnS04.7H20 0.022 g
Cloreto de cobalto 6.H20 CoClz. 6H20 0.01g
Cloreto de manganés 4.H20 MnClz. 4H20 0.18g
Molibdato de sédio 2.H20 Na2Mo0a4.2H20 0.006 g
Acido borico H3BOs 1g
Agua destilada 1L Solucéo estoque,
Solucéo de vitaminas Quantidade Solucéo de silicato,
Tiamina HCI 0.1 _ Solugﬁo de
Biotina 0.0005 micronutrientes e
Agua destilada 1L ~ Solugao de
o . . . _ vitaminas: usar 1mL
Tri(hidroximetil)-amino metano 0.115 g a cada litro de meio a cada litro de meio.

4.4 ESTRESSE NUTRICIONAL

Metade do cultivo em cada balédo foi interrompido no sétimo dia de cultivo,
apos a interrupcdo, os baldes com o cultivo foram mantidos sob refrigeracdo. A
obtencdo da biomassa unialgal foi realizada através de processo de centrifugacao,
congelamento da biomassa fresca e liofilizagdo. A outra metade dos cultivos de cada

baldo continuou sob condi¢cdes de crescimento, sendo imediatamente submetidas a
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estresse nutricional através da reconstituicdo dos meios sintético e alternativo nos
respectivos cultivos, mas sem adicdo de nitrogénio.

O processo de estresse nutricional foi realizado em camara de cultura com
fotoperiodo de 12 horas e iluminagdo de 391,89 pymol foténs.m?2.s*, a partir do
primeiro ponto da fase estacionaria com adi¢cdo de todos os nutrientes do meio com
biocomposto sem o nitrato (deprivagdo N2). A interrup¢éo dos ensaios ocorreu 3 dias
apos essas adi¢cbes seguindo o mesmo processo de concentracdo da biomassa

algacea.

4.5 ANALISE DE LIPIDIOS POR METODOS GRAVIMETRICOS

Lipidios sdo substancias estruturalmente muito diversas, compreendendo
acidos graxos e esterois, por exemplo. Ndo ha uma reacdo quimica universal que
possa ser aplicada a todos os lipidios (o que viabilizaria sua determinacdo por
espectrofotometria). Assim, a obtencdo da fracdo de lipidios é feita por métodos de
extracao fisica e quimica, com consequente pesagem do material. Isso € viavel pela
existéncia de uma caracteristica comum a todos os lipidios: seu caréater hidrofébico.
Uma das metodologias mais utilizadas no mundo para determinacdo dos lipidios
totais em microalgas foi desenvolvida por Folch et. al. (1957), outra metodologia
mais simplificada e com menor demanda de solventes foi adaptada por Bligh e Dyer
(1959) a partir da metodologia de Folch et. al. (1957).

4.6 ANALISE DE LIPIDIOS POR ESPECTROFOTOMETRIA

Mishra et. al. (2014) utilizou com sucesso o método colorimétrico de Fosfo-
vanilina (SPV) para a medi¢do quantitativa direta de lipidios dentro da cultura liquida
de microalgas. A SPV reage com os lipidios para produzir uma cor rosa distinta, e
sua intensidade pode ser quantificada usando métodos espectrofotométricos
medindo a absorbancia a 530 nm. Este método foi utilizado para uma rapida
guantificacdo do conteudo de lipidios intracelulares em Chlorella sp., Monoraphidium

sp., Ettlia sp. E Nannochloropsis sp., Todos os quais apresentaram teores lipidicos
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variando entre 10% e 30%. A analise subsequente da biomassa usando a

cromatografia em fase gasosa confirmou que o protocolo € muito exato (R2 = 0.99).

4.7 ANALISE DE DADOS

Todos os dados obtidos para cada analise foram submetidos a tratamento
estatistico utilizando o programa GraphPad Prism 7.03, os resultados foram
expressos na forma de média + desvio padrao utilizando-se analise de variancia Two
Way (ANOVA) e teste de Tukey para identificar diferencas significativas entre as

médias (p > 0.50).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CURVA DE CRESCIMENTO CELULAR POR ANALISE DE FLUORESCENCIA

Os cultivos sem aplicacdo de estresse nutricional tiveram duracdo de sete
dias, alcangando valor de 218,75 UF para o cultivo em meio controle e 232,66 UF
em meio alternativo. Os cultivos com aplicagdo de estresse nutricional foram
iniciados no sétimo dia e interrompidos no primeiro ponto da fase estacionaria dos
cultivos em meio controle, obtendo valores de 299,0 UF para o cultivo em meio
controle e 465,0 UF para o cultivo em meio alternativo.

Como pode ser observado na curva de fluorescéncia (Figura 6), os cultivos
sem aplicacdo de estresse apresentaram crescimento satisfatorio, sendo o maior
crescimento apresentado pelo cultivo em meio alternativo. Apés a aplicacdo do
estresse nutricional, o cultivo em meio alternativo apresentou 65% a mais de
crescimento em relagdo ao cultivo em meio controle. Como o intuito foi avaliar o
experimento nas quatro condi¢des, os cultivos foram interrompidos simultaneamente

no décimo dia como especificado no item 4.2
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Figura 6: Curvas de crescimento celular da espécie estudada em biocomposto

hortifrati e meio controle.
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No dia da interrupcdo observou-se que os cultivos em meio sintético estavam
na fase estacionaria de crescimento celular e provavelmente atingindo o
desenvolvimento metabdlico de nutrientes e possivel producdo de matéria graxa
como nutriente de reserva, ja que houve a deprivacdo do substrato utilizado para
sintese e producdo de nutrientes estruturais (nitrogénio). Neste mesmo dia também
observou-se que a curva de crescimento celular dos cultivos em meio alternativo
estava na fase log, tendo sua interrupcdo em um estagio de desenvolvimento
fisiologico e bioquimico, onde nutrientes de reserva como lipidios apresentam

acréscimo em decorréncia do estresse nutricional com deprivagéo de nitrogénio.

5.2 CINETICA DE CRESCIMENTO CELULAR E VIABILIDADE LIPIDICA

5.2.1. Parametros cinéticos de crescimento

Os cultivos expostos ao estresse nutricional (Tabela 1) foram os que
apresentaram maior velocidade de crescimento (k). Destes, o cultivo em meio
alternativo foi o que obteve maior aumento na velocidade de crescimento, obtendo
22,5% a mais no valor de k em relagcdo ao cultivo em meio controle que obteve
18,7%.

O rendimento maximo celular alcangou valores significativos nos
experimentos em meio alternativo sem estresse nutricional (9,25 céls.mLx10°) e
com estresse nutricional (14,4 céls.mL*x10°).

Um estudo realizado por Ubeda et al. (2017), com uma espécie do mesmo
género, Coelastrum cf. pseudomicroporum cultivada em aguas residuais com
duracdo de cultivo de 18 dias, registrou um rendimento celular de 3,65 céls.mL"
1x10°, o que nos possibilita inferir que os cultivos em meio alternativo com aplicacéo
de estresse nutricional favorecem uma maior produtividade em nudmero de
células/mL.

O experimento em meio sintético sem aplicacdo de estresse nutricional
obteve baixo valor de rendimento méaximo celular em relagdo ao experimento em
meio alternativo com aplicagdo de estresse nutricional, assim como o valor obtido
pelo experimento em meio sintético com aplicacdo de estresse nutricional (Tabela

1). J4 o cultivo em meio sintético com aplicacao de estresse nutricional foi o que
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obteve o maior rendimento em biomassa dentre os tratamentos

0,316g/L.

Tabela 1: Parametros cinéticos de crescimento celular

testados com

Experimentos
Parametros
1 2 3 4
Rmax (g/L) 0,077 0,316 0,142 0,222
k 20,8 +2,0 256+1,1 18,6 £ 0,9 24,0+ 3,2
Rmax (céls.mL1x10%) 4,38 £ 0,50 6,18 £ 0,58 9,25+1,13 14,40+ 2,34

Parametros: k: velocidade de crescimento/dia. Rmax (céls.mL™x10°): Rendimento maximo celular.
Rmax (g/L): Rendimento maximo em biomassa. Experimentos: 1. Cultivo em meio sintético sem
aplicacédo de estresse nutricional; 2. Cultivo em meio sintético com aplicagao de estresse nutricional;
3. Cultivo em meio alternativo sem aplicagdo de estresse; 4. Cultivo em meio alternativo com
aplicacdo de estresse.

Valores maiores em outras condicbes de cultivo de forma alternativa foram
encontrados por Vidyashankar et al. (2013), que registrou 0,71g/L para Coelastrum
asteroidum cultivada com uma tolerancia de até 2% de CO..

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam a importancia da busca por
meios de cultivo alternativos, de forma a baratear o processo da obtencédo da
biomassa microalgal a ser direcionado para futuras aplicagcdes de acordo com suas
potencialidades.

Considerando-se a fase metabdlica de desenvolvimento estrutural e
bioguimico em que o experimento em biocomposto com aplicagcdo de estresse
nutricional foi interrompido, supde-se que até a fase estacionaria de crescimento

celular o cultivo alcangaria rendimentos maiores em biomassa.
5.2.2 Produtividade lipidica

Como se observa na Tabela 2, as metodologias utilizadas nao diferiram
significativamente entre si em relacdo as quatro condicdes de cultivo apos aplicacao

de tratamento estatistico (Tukey, f= 51.9 e p= 0,0113). J& em relacdo ao tratamento

estatistico Two Way entre as metodologias foi possivel observar uma diferenca
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significativa entre Mishra et. al. (2014) (p= 0,0474) e Bligh e Dyer (1959) (p= 0,7129)
no cultivo em meio sintético sem aplicacao de estresse nutricional.

Os valores encontrados pelas metodologias gravimétricas de Folch et. al.
(1957) e Bligh e Dyer (1959) foram maiores em relacdo a analise por
espectrofotometria Mishra et al. (2014). As andlises gravimétricas apresentaram
valores maiores de desvio padrdao em relacdo a analise espectrofotométrica. Estas
observacbes evidenciam uma maior exatiddo para a determinacao de lipidios de
microalgas por meio de espectrofotometria.

Considerando o rendimento lipidico a metodologia de Folch et al. (1957)
apresentou um aumento médio de 49/100g de lipidios e a metodologia de Bligh e
Dyer (1959) um aumento médio de 5g/100g para os cultivos em meio alternativo e
39/100g para os cultivos em situacao de estresse nutricional.

Sabe-se que as metodologias gravimétricas de determinacéo de lipidios em
microalgas quantificam juntamente a matéria graxa outros constituintes sollveis em
solventes cloroformio:metanol (2:1) como a clorofila, componente presente em
guantidades relativamente altas para a espécie em estudo por pertencer ao filo
Chlorophyta. Estes fatos atentam para a possibilidade de aumentos substanciais nos

valores obtidos por andlises gravimétricas.

Tabela 2: Produtividade lipidica da microalga Coelastrum cambricum através dos
meétodos de Folch et al. (1957); Bligh e Dyer (1959) e Mishra et al. (2014)

_ Experimentos
Metodologias
1 2 3 4
Folch et al. (1957) 7,715 11,7 £ 3,1 9,3+5,5 9,0+£3,5
Bligh & Dyer (1959) 9,1+3,0 12,0+0,8 6,8+1,9 8,5+0,0
Mishra et al. (2014) 3,7+1,4* 7,0+0,7 6,1+1,1 6,6 +£0,1

Parametros: k: n® de duplicacdes celulares/dia. Rmax: Rendimento méaximo. Experimentos: 1. Cultivo
em meio sintético sem aplicacédo de estresse nutricional; 2. Cultivo em meio sintético com aplicacéo
de estresse nutricional; 3. Cultivo em meio alternativo sem aplicacédo de estresse; 4. Cultivo em meio
alternativo com aplicacéo de estresse. *diferenca significativa entre Bligh e Dyer (1959) e Mishra et al.
(2014) para p<0,05, considerando o teste ANOVA two-way.

Dados similares foram reportados por Vidyashankar et al. (2013), obteve
15,27% de lipidios para a Coelastrum asteroidum com uma tolerancia de até 2% de
CO2 utilizando metodologia de Folch et al. (1957).
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Comparando com a soja, Teixeira e Morais (2007) encontraram quantidades
de 6leo proximas ou superiores em Cloroficeas como a Scenedesmus obliquus (12-
14%), Scenedesmus dimorphus (16-40%), Chlamydomonas rheinhardii (21%),
Chlorella vulgaris (14-22%), Spirogyra sp. (11-21%).

6 CONCLUSOES

A utilizacdo de meios de cultivo alternativos aos meios sintéticos
tradicionalmente aplicados na producdo de microalgas, como o biocomposto vegetal
obtido na EMPASA-PB com grande demanda de residuos fruticolas e horticolas, é
satisfatoria para o desenvolvimento fisiolégico e bioquimico celular da C. cambricum,
além de otimizar o rendimento em biomassa microalgal do cultivo desta espécie.

A aplicacdo de estresse nutricional no cultivo da C. cambricum foi um
processo satisfatério para otimizacdo do rendimento em biomassa e velocidade de
crescimento celular, sendo um método de grande importancia para a otimizacdo de
tempo em cultivos da C. cambricum.

A produtividade lipidica da espécie citada em situacdes normais de cultivo é
pequena, porém, o aumento nos teores lipidicos dessa espécie foi possivel através
da aplicacdo de meios de cultivo alternativo e em estresse nutricional com
deprivacdo de nitrogénio. Sendo assim, dois métodos promissores para a reducao
de custos e producédo sustentavel de biomassa microalgal e matéria graxa através
da cloroficea C. cambricum.

Os trés métodos de extragdo lipidica analisados sao viaveis para a analise e
acompanhamento de cultivos. Os valores substancialmente maiores encontrados
através das metodologias gravimétricas indicam a necessidade de estudos mais
detalhados quanto a quantificacdo de compostos além de matéria graxa, como a

clorofila.
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