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RESUMO

JESUS, Priscila da Costa Carvalho. Uso de microalgas tolerantes a altas concentragdes de CO,
na conversdo de CO, em bioprodutos de alto valor agregado. 2020. Tese (Doutorado em
Engenharia Quimica) — Escola Politécnica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2020.

A fixacdo de CO, utilizando microrganismos fototroficos de rapido crescimento fornece uma
alternativa promissora para a mitigacdo das mudancas climaticas. Além disso, ela é
potencialmente rentdvel quando associada a producdo de bioprodutos de alto valor, como
acidos graxos e carotenoides, considerando a crescente demanda do mercado por produtos
naturais. Durante o cultivo de microalgas, o enriquecimento com CO, é um dos requisitos
para alcancar altas produtividades, porém altos niveis desse gas sdo normalmente estressantes
para as células, podendo inibir o crescimento. Apesar disso, 0 estresse celular é estratégia para
induzir a producdo de lipideos intracelulares e carotenoides. O objetivo deste trabalho foi a
bioprospeccdo de microalgas tolerantes a CO, e a avaliacdo das cinéticas de crescimento,
parametros fisiologicos e producdo de bioprodutos em cultivos sob concentraces de CO, até
30%, como potencial estratégia para induzir a formacdo desses bioprodutos. Amostras de
agua e sedimentos coletadas em mangues foram enriquecidas em meio de cultura sob
temperatura e luminosidade controladas e atmosfera de 30% de CO,, obtendo-se consorcios
de microalgas, a partir dos quais quatro espécies diferentes foram isoladas, trés delas
identificadas como Parachlorella kessleri, Scenedesmus sp. e Chlorella vulgaris. Os ensaios
cinéticos em frascos agitados sob diferentes concentracbes de CO, (0,04, 5, 15 e 30%)
mostraram que, de forma geral, a suplementacdo com CO, (de 5 a 15 %) foi necessaria para
aumentar o crescimento. Dentre as cepas, P. kessleri e Scenedesmus sp. apresentaram 0s
melhores resultados de crescimento e producdo de biomassa (aproximadamente 1 g L™) e
foram avaliadas em ensaios em fotobiorreatores. Particularmente, P. kessleri produziu um
pigmento extracelular avermelhado ao final do cultivo (14° dia) quando a suprimento de CO,
foi interrompido no 10° dia, uma condicdo de estresse imperativa para as células liberarem o
pigmento, a qual foi reprodutivel em fotobiorreator. O pigmento apresentou atividade
antioxidante e caracteristicas de carotenoides confirmadas pelos espectros de UV-Vis e perfis
de fragmentacdo em espectrometro de massas. Ainda, foi proposto um método de purificacdo
em HPLC semi-preparativo, no qual duas fragdes (amarela e vermelha) foram separadas.

As concentragdes de carotenoides totais ao final dos cultivos de P. kessleri em
fotobiorreatores foram significativamente diferentes (p<0,01) entre as condigdes de CO; (5,
15 e 30%), com o maior valor de 0,030 pg mL™ obtido sob 5% de CO,. J4 as cinéticas de
crescimento foram semelhantes em todas as condigdes de CO, avaliadas (p>0,05), com o0s
maiores valores de Pmax, concentragdo de biomassa, teor lipidico e taxa de fixacdo de CO, de
0,77 dia®, 1,24 g L™, 241 mg g* (massa seca) e 165 mg L™ d™, respectivamente. Os perfis de
acidos graxos na biomassa variaram em resposta as condi¢cGes de CO,. Em geral, maiores
concentragfes de CO, (15 e 30%) favoreceram a produgdo de &cidos graxos saturados e
mono-insaturados enquanto diminuiram drasticamente a producao dos poli-insaturados.

Palavras-chave: microalgas, fotobiorreatores, acidos graxos, carotenoides.



ABSTRACT

JESUS, Priscila da Costa Carvalho. Use of CO,-tolerant microalgae in the conversion of CO, to
high value bioproducts. 2020. Thesis (Ph.D. in Science, Chemical Engineering) — Escola Politécnica,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2020.

Carbon dioxide fixation using fast-growing photoautotrophic microorganisms provides a very
promising alternative for climate change mitigation. Besides, it is potentially cost-effective
when associated to the production of high value bioproducts, such as fatty acids and
carotenoids, considering the growing demand for natural products. During microalgae
cultivation, CO, enrichment is a requirement to reach high productivities, although high CO,
levels are normally stressful to the cells, which can lower their growth. On the other hand,
cellular stress is strategy to induce the production of intracellular lipids and carotenoids. The
aim of this work was the bioprospection of CO,-tolerant microalgae and evaluation of their
growth Kkinetics, physiological parameters and bioproducts production in cultivations under
CO, concentrations up to 30%, as a potential strategy to induce bioproducts formation. Water
and sediment samples collected from mangroves were enriched in culture medium under
controlled temperature, luminosity and atmosphere of 30% CO,, obtaining microalgae
consortia, from which four different species were isolated, three of them identified as
Parachlorella kessleri, Scenedesmus sp. and Chlorella vulgaris. The kinetic assays under
different CO, concentrations (0.04, 5, 15 and 30%) conducted in shake flasks showed that
CO, supplementation (from 5 to 15%) were, in general, necessary to increase the growth of
the evaluated microalgae. Among the isolates, P. kessleri and Scenedesmus sp. presented the
highest growth rates and biomass productions (approximately 1 g L™), so they were evaluated
in photobioreactor assays. Particularly, P. kessleri produced an extracellular reddish pigment
in the end of the cultivation (14™ day) when CO, supply was interrupted in the 10" day, a
stressful and imperative condition for the cells to release the pigment, which was reproducible
in photobioreactors. The pigment presented antioxidant activity and characteristics of
carotenoids confirmed by UV-Vis spectra and mass spectrometry fragmentation profiles. A
purification method was also proposed using a semi-preparative HPLC, in which two
fractions (yellow and red) were separated. Total carotenoid concentrations by the end of P.
kessleri cultivations in photobioreactors were significantly different (p<0.01) among the CO,
conditions, with the highest value of 0.030 ug mL™ obtained under 5% CO,. In contrast,
growth Kkinetics were similar (p>0.05) under all tested conditions, with the highest values of
Hmax, biomass concentration, lipid content and CO, fixation rate of 0.77 day™*, 1.24 g L™, 241
mg g™ (d.w) and 165 mg L™ d™*, respectively. The fatty acid profiles in the biomass varied in
response to CO; levels in the cultivations. In general, higher CO, concentrations (15 and
30%) favored the production of saturated and mono-unsaturated fatty acids, while drastically
decreased the production of the poly-unsaturated.

Keywords: microalgae, photobioreactors, fatty acids, carotenoids.
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CAPITULO 1

1.1 INTRODUCAO
1.1.1 Contextualizacao e justificativa

Mudancas climaticas recentes tém provocado uma comocdo global para o
desenvolvimento de pesquisas no intuito de observar, entender, predizer e, se possivel, mitigar
0s impactos dessas alteracdes. Emissfes de gases do efeito estufa (GEE) antropogénicas, ou
seja, pela acdo humana, e sem precedentes, sdo provavelmente as causas das recentes
mudancas climaticas. Em 1996, o Painel Intergovernamental sobre Mudangas Climaticas
(IPCC - Intergovernmental Panel on Climate Change,) deu inicio a uma importante iniciativa
para estudar o efeito de futuras emissdes de GEE, através de modelos. Os modelos
consideraram diferentes cenarios até o ano de 2100, incluindo na auséncia de qualquer
politica especifica para mitigar as mudancas climaticas. Para 2100, a concentracdo de CO;
atmosférico mais baixa considerada foi 450 ppm, a qual é 80 ppm maior do que a do ano
2000, que por sua vez é um valor que muito provavelmente ndo foi excedido nos ultimos 20
milhdes de anos (HUNTLEY; REDALJE, 2007).

Em setembro de 2015, a COP21 (Conference of the Parties) em Paris alcangcou um
acordo universal no ambito das mudancas climaticas com a ambicao de limitar o aquecimento
global entre 1,5 e 2°C acima dos niveis pré-industriais. A fim de cumprir este acordo, a
quantidade total de CO, emitida, ou "or¢camento de carbono", deveria ser menor do que 1000
gigatoneladas (Gt). Em 2016, as emissdes de CO, por fontes fosseis foram de
aproximadamente 36 Gt. Seguindo essa taxa de emissdo média de 36 GtCOj/ano, esse
orcamento seria ultrapassado nos proximos 30 anos (BUDINIS et al., 2016).

Algumas das propostas de acOes diretas para reduzir as emissdes de CO, incluem
conservacao e uso eficiente de energia, adogcdo de tecnologias para o uso mais eficiente do
carvao e substituicdo do carvdo por gas natural (KENARSARI et al., 2013; LEUNG,;
CARAMANNA; MAROTO-VALER, 2014). O géas natural pode ter um papel importante nos
futuros sistemas energéticos com baixas emissdes de carbono, porém ainda ha um debate e

muitas incertezas sobre a sua contribuicdo. Enquanto gas natural pode representar uma
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melhora nas emissdes de carbono, quando comparado ao carvdo, estas podem ndo ser
suficientemente baixas para atender as exigéncias globais. Adicionalmente, metano (principal
componente do gas natural) € um gas com potencial de no minimo 20 vezes o do CO, para 0
efeito estufa. Portanto, se as emissdes de metano aumentarem, ele devera ser considerado em
escala semelhante a do CO, (BALCOMBE et al., 2015; SCHADEL et al., 2016).

O cenério atual de emissbes de CO, e os acordos globais levaram ao conceito de
"emissdes negativas", ou seja, além da necessidade de acdes rapidas e efetivas, principalmente
de politicas publicas e novas tecnologias para atingir "emissdes zero™, € preciso também
utilizar tecnologias para capturar, utilizar e estocar carbono (CCUS - Carbon capture, usage
and storage) (HERZOG; GOLOMB, 2004; KURAMOCHI et al., 2012). Tecnologias de
CCUS sdo necessarias e podem contribuir positivamente para se atingir solucdes de
descarbonizacdo dos sistemas energéticos. A injecdo direta em formacgdes geologicas, por
exemplo, é uma das estratégias consideradas (YANG et al., 2008). No entanto, é dificil
garantir que o CO, estocado nessas formacdes estard seguro em longo prazo, sabendo que o
seu escape pode ser catastrofico. No ambiente marinho, o vazamento de CO, de pogos para
armazenamento de carbono pode causar acidificagdo da &gua e afetar bactérias e,
consequentemente, todas as outras formas de vida desse habitat (BORRERO-SANTIAGO;
DELVALLS; RIBA, 2016). Por outro lado, em diversos estudos, assume-se que
aproximadamente de 85 a 90% das emissdes de CO, possam ser capturadas por tecnologias
do tipo CCUS, sendo que os 10 a 15% restantes podem ser determinantes para definir os
préximos cenarios globais (BUDINIS et al., 2016).

Uma estratégia potencialmente com menor risco para o sequestro de CO, é a sua
conversdo quimica em liquidos ou solidos estaveis. A producdo de sais de carbonato é uma
das abordagens, podendo estes sais serem utilizados em materiais de construcdo
(BUESSELER et al., 2004). A utilizacdo de determinados solventes para a captura de CO;
tem sido o método mais empregado, inclusive com demonstracGes em larga escala, utilizando
solventes aquosos de amina. Paralelamente, recentes estudos tém considerado outros
solventes alternativos, os quais incluem os liquidos ibnicos e materiais hibridos organicos de
nanoparticulas (PARK et al., 2015).

Algumas das acOes indiretas para mitigacdo das mudancas climaticas incluem o
desenvolvimento de mercado para energias renovaveis, florestacdo e reflorestamento
(KENARSARI et al., 2013; LEUNG; CARAMANNA; MAROTO-VALER, 2014). Os

biocombustiveis, quando comparados com outras formas de energia renovaveis, sdo mais
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compativeis com a atual infraestrutura energética, além de possuirem maior densidade
energética, o que fornece uma base para o seu uso prolongado. A primeira geragdo de
sistemas de producdo de biocombustiveis (etanol derivado do acgucar) demonstrou a
viabilidade de se gerar combustiveis liquidos a partir de fontes renovaveis. Porém, em termos
de emissdes de carbono, dois tercos do carbono do aglcar convertido em etanol ja sdo
emitidos como CO, durante a etapa de fermentacdo. Além disso, emissdes adicionais de CO,
associadas ao uso de fertilizantes, pesticidas, herbicidas, bem como na irrigagéo,
desmatamento, erosdo e transporte de matéria-prima, reduzem ainda mais a eficiéncia de
captura de CO, na producdo de combustiveis a partir de biomassa vegetal (HILL et al., 2006).

O ultimo relatério da IPCC (2019) enfatizou que a agricultura, a silvicultura e outros
usos da terra sdo fontes significativas de emissbes de GEE, contribuindo com
aproximadamente 22% das emissdes antropogénicas desses gases. A implementacdo de
medidas de mitigagdo de carbono em termos de uso da terra, em larga escala e em curto
periodo de tempo, requereria a conversdao de grandes areas de terra para florestacdo e
reflorestamento. Os beneficios dessas acBes, em curto periodo de tempo, seriam melhores do
gue o uso da terra para cultivos voltados a bioenergia a partir de biomassa vegetal, por
exemplo, o que poderia levar diversos ciclos de colheitas para "pagar” o carbono emitido
devido as préticas agricolas (IPCC, 2019).

Uma alternativa interessante seria obter biocombustiveis pela conversao direta de CO,
por microrganismos fototréficos, como as microalgas eucaridticas e cianobactérias. Dessa
forma, além da captura de CO, seria também produzido um combustivel, como o biodiesel,
por uma fonte renovavel. O desenvolvimento de pesquisas e tecnologias para essa finalidade
comegou intensivamente nos anos 1980 e continua nos dias atuais (HUNTLEY; REDALJE,
2007; SASSO et al., 2012). Dentre as vantagens de se produzir biodiesel a partir de
microalgas, comparado com o de plantas terrestres, € que os sistemas podem ser altamente
controlados e otimizados, elas produzem de duas a dez vezes mais biomassa por unidade de
terra do que plantas terrestres, a biomassa pode ser recuperada em qualquer época do ano, e
ndo sazonal, as células podem acumular até 70% de massa seca em lipideos, o que as tornam
0s sistemas mais eficientes, e 0s reatores podem ser de diversos tipos e formatos para obter
maior area superficial em pequeno espaco de terra (SAYRE, 2010).

Considerando o uso de microalgas para a fixacdo de CO,, uma estratégia hipotetica
seria a fertilizagdo dos oceanos com nutrientes, tais como ferro, nitrogénio e fésforo, que

normalmente s&o limitantes para o crescimento de algas, aumentando assim o seu crescimento
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e consequentemente a captura de carbono (BUESSELER et al., 2004). No entanto, os
impactos ambientais dessa abordagem ainda sdo desconhecidos, podendo ser catastroficos.
Uma alternativa viavel, e o que normalmente se faz, é controlar essa fertilizacdo em espacos
menores, como nas lagoas abertas, as quais podem ser implantadas proximas a instalacdes
industriais. Por exemplo, para uma tipica termoelétrica com producéo de 200 MWh, estima-se
que uma lagoa aberta de aproximadamente 15 km? seja suficiente para capturar 80% de suas
emissdes de CO, durante os periodos de luz, assumindo uma producédo de biomassa de alga de
20 g m?dia™ (massa seca) (HERZOG; GOLOMB, 2004).

Um possivel destino da biomassa algal numa forma geologicamente estavel é através
da sua conversao em biochar (HEILMANN et al., 2010). Biochar refere-se ao produto obtido
a partir da pirélise controlada de material organico sob altas temperaturas na presenca de um
catalisador sob condi¢des anaerobicas, sendo uma forma estavel de carbono que pode persistir
no solo por milhares de anos. O uso do biochar esta ligado as descobertas em &reas de solo
fértil na Amazonia, conhecidas por “Terras Pretas de indio”, com altas concentragdes de
nutrientes, matéria organica e carvao pirogénico (BROSSI et al., 2014). Entender as
caracteristicas dos solos pretos da Amazonia tem importancia ecoldgica, porque essas terras
representam um modelo para agricultura sustentavel baseada em residuos, além de capturarem
cerca de 70 vezes mais carbono do que os solos em torno delas (PAGANO et al., 2016).

H& ainda abordagens para a inclusdo da tecnologia de producdo de biomassa
microalgal em cidades, na arquitetura de prédios industriais ou empresariais. Em muitos deles,
atualmente, ja se encontram implementadas outras fontes alternativas de energia, como a
edlica e os painéis fotovoltaicos. Uma das vantagens dessa nova abordagem é que, como as
microalgas podem ser cultivadas em reatores de diferentes formatos, como os tubulares e 0s
painéis, estes podem ser instalados na fachada dos prédios, como ilustra a Figura 1.1. No
entanto, para ser considerada como fonte de energia, € preciso que cada prédio possua uma
biorrefinaria para produzir metano por digestdo anaerobica da biomassa de microalgas, e o
proprio CO, gerado seria alimentado nos fotobiorreatores para o crescimento das microalgas
(ELRAYIES, 2018). Os exemplos citados aqui sdo somente algumas das diversas abordagens
para a utilizacdo de microalgas como fonte renovavel de energia. No entanto, € preciso
destacar que diante do cenario atual global de emissdes de CO,, as solugdes mais criativas

podem ser muito bem-vindas.
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Figura 1.1 Exemplos de edificios com cultivo de microalgas como fonte de energia: a) prédio BIQ, Hamburgo,
Alemanha; b) Process zero, Los Angeles, EUA; c) Green Loop Tower, Chicago, EUA

Fonte: Adaptado de ELRAYIES (2018)

Muito além de novas tecnologias, 0 novo cenario atual exige também uma mudanca de
comportamento da sociedade. Ailton Krenak, ambientalista e sociélogo brasileiro, apresenta
uma visdo muito interessante sobre o assunto em seu livro "ldeias para adiar o fim do mundo™
(KRENAK, 2019). Ele salienta: "[...] fomos nos alienando desse organismo de que Somos
parte, a Terra, e passamos a pensar que ele é uma coisa e no6s outra: a Terra e a humanidade.
Eu ndo percebo onde tem alguma coisa que ndo seja natureza. Tudo é natureza. O cosmo é
natureza. Tudo em que eu consigo pensar é natureza". Sobre o "fim do mundo”, ele lembra
que os povos indigenas ha muito tempo ja estiveram ameacados de ruptura, ja tiveram o0s seus
"fins de mundo™ e hoje estamos todos diante da iminéncia de a Terra ndo suportar a nossa
demanda. "O fim do mundo talvez seja uma breve interrupcdo de um estado de prazer
extasiante que a gente ndo quer perder.[...] J& caimos em diferentes escalas e em diferentes
lugares do mundo, mas temos muito medo do que vai acontecer quando a gente cair.[...] Entdo
(diante da iminente queda), talvez o que a gente tenha de fazer é descobrir um paraquedas".
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1.1.2 Contextualizacao do projeto onde esta tese esta inserida

Este trabalho esta inserido em um projeto mais abrangente intitulado "Conversédo de
CO, e CH,4 em bioprodutos”, que é o projeto 17 do programa de Fisico-Quimica do grupo do
RCGI (Research Centre for Gas Innovation). Esse grupo se iniciou em 2016 como um centro
mundial de estudos avancados sobre transicdo energética para o uso sustentavel de gas
natural, biogas, hidrogénio e gerenciamento, transporte, armazenamento e uso de CO,. O
centro, sediado no Departamento de Engenharia Mecanica da Escola Politécnica,
Universidade de S&o Paulo, € o resultado de parcerias entre a FAPESP e o grupo Shell
(https://www.rcgi.poli.usp.br/pt-br/).

Os projetos do programa de Fisico-Quimica estdo focados em rotas de sintese quimica
e bioquimica, provas de conceito, desenvolvimento de catalisadores, modelagem e otimizacéo
de processos, bem como aplicagbes tecnolégicas como desenvolvimento de células a
combustivel, energia solar e membranas ceramicas. O fluxograma da Figura 1.2 apresenta 0s

principais projetos do programa de Fisico-Quimica e onde este trabalho esta inserido.

Figura.1.2 Fluxograma das principais rotas de conversao quimica e bioldgica para utilizagdo do gas natural
estudadas nos projetos do programa de Fisico-Quimica do RCGI, com destaque para o trabalho em questédo
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Neste contexto, este trabalho esta inserido como uma proposta de rota bioldgica para a

conversdo seletiva de CO, presente no gas natural por microrganismos fotossintetizantes (ou


https://www.rcgi.poli.usp.br/pt-br/
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seja, que utilizam CO,, agua e luz para realizar a fotossintese), como as microalgas, em
bioprodutos de alto valor, para tornar o processo economicamente viavel.

A composicdo do gas natural de diferentes reservas pode variar muito, podendo
apresentar um teor de CO, de 0 a 50% (BALCOMBE et al., 2015). Dessa forma, para ser
considerado como fonte de CO, para o cultivo de microalgas, estas devem lidar com
concentragOes elevadas de CO,, 0 que ndo € uma condicao usual. Existe uma classificacdo das
microalgas segundo a tolerancia a CO,, as quais podem ser sensiveis (< 2 a 5% de CO) ou
tolerantes (de 5 a 20% de CO;) (KASSIM; MENG, 2017). Assim, concentracGes de CO,
acima de 20% j& sdo consideradas elevadas.

A maioria dos estudos envolvendo o estimulo para a producdo de lipideos por
microalgas tem sido focados nos efeitos da composicdo do meio de cultura, iluminacédo, ou
diferentes configuracdes de fotobiorreatores (CHEN et al., 2011). Porém, o suprimento de
CO, extra pode ser uma estratégia promissora para estimular a producdo de lipideos por
microalgas em larga escala, pois as microalgas podem assimilar o CO, do gas de combustdo
das fabricas, ou de outras fontes gasosas como o gas natural. Apesar disso, 0s mecanismos do
acumulo de lipideos sob altas doses de CO, ainda ndo foram completamente elucidados.
Estudos indicaram altas eficiéncias de conversdo de carbono a lipideos em culturas sob altas
doses de CO, comparado com culturas crescidas sob condi¢des de CO, atmosférico (SUN;
CHEN; DU, 2016).
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1.2 OBJETIVO

O objetivo principal deste trabalho foi a bioprospeccao de microalgas tolerantes a CO,
para a conversdao de CO,, a partir de correntes gasosas contendo altas concentracfes desse
gas, em produtos de interesse biotecnoldgico e de alto valor. Partiu-se da hipo6tese de se
utilizar altos niveis de CO, como estratégia para induzir a producdo de lipideos em microalgas
e, possivelmente, outros bioprodutos.

Para tanto, os seguintes objetivos especificos foram necessarios:

¢ Isolar e identificar microalgas tolerantes a altas concentracdes de COy;

e Auvaliar as cinéticas de crescimento e producdo de biomassa das microalgas sob
diferentes concentracdes de COy;

e Determinar os perfis lipidicos a fim de identificar potenciais aplicacdes
biotecnolodgicas para a biomassa obtida;

o Verificar outros possiveis bioprodutos de interesse comercial,

e Cultivar as linhagens mais promissoras em fotobiorreator a fim de monitorar e
controlar os parametros de processo, além de verificar as respostas das diferentes

concentracdes de CO, nos parametros fisiologicos e na producao de bioprodutos.
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1.3 ETAPAS E APRESENTACAO DO TRABALHO

Este trabalho foi constituido pelas etapas resumidamente descritas na Figura 1.3.

Figura 1.3 Fluxograma representativo das principais etapas do trabalho
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Etapa 1: Elaboracdo da revisdo bibliogréafica sobre o tema, paralelamente a obtencdo dos
materiais, equipamentos especificos (como o controlador de fluxo massico) e adaptacdo da
estrutura do laboratério para o cultivo de microalgas com instalacdo de um painel luminoso na

incubadora rotacional e outro em sala refrigerada para manter o estoque das microalgas.

Etapa 2: Pré-selecio, isolamento e identificacdo de microalgas tolerantes a altas

concentragfes de CO,: as amostras de agua e sedimento recebidas foram enriquecidas em

condicdes favoraveis ao crescimento de microalgas e sob 30% de CO,, a fim de selecionar
aquelas tolerantes a essa condicdo, as quais foram isoladas utilizando diferentes técnicas e

identificadas via biologia molecular.

Etapa 3: Estudo cinético e producdo de lipideos de microalgas sob diferentes concentracoes

de CO,: as microalgas isoladas na etapa anterior foram avaliadas segundo os pardmetros
cinéticos, sob diferentes concentracbes de CO,, e o perfil de lipideos. Parachlorella kessleri
foi a que apresentou melhor crescimento, produgdo de biomassa e produziu carotenoides, que

séo os produtos de maior interesse comercial dentre os avaliados.

Etapa 4: Estudo cinético da microalga P. kessleri em fotobiorreator sob diferentes

concentracdes de CO,: foi verificado o cultivo da microalga P. kessleri em fotobiorreator sob

concentracdes de 5, 15 e 30% de CO,, podendo-se monitorar mais parametros durante 0s
cultivos, como pH e oxigénio dissolvido, além de obter biomassa e carotenoides suficientes

para a etapa de caracterizacéo.

Etapa 5: Avaliacdo e caracterizacdo dos carotenoides produzidos pela microalga P. kessleri:

foram elaborados métodos de purificacdo do produto e caracterizacdo dos carotenoides

segundo as propriedades quimicas, espectroscopicas e segundo a atividade antioxidante.

Assim, a apresentacdo da tese foi dividida em capitulos de acordo com cada etapa.
Além do Capitulo 2, que contém uma revisao bibliografica detalhada, os demais contém cada
um uma introducdo, a descricdo dos materiais e métodos, os resultados, a discussdo e as
conclusdes referentes aquele grupo de resultados, de forma a facilitar a organizacdo, a
fluéncia de leitura e o entendimento do trabalho. A tese se encerra com um capitulo de
discussbes e conclusdes gerais referentes ao trabalho como um todo, contendo também as

referéncias bibliograficas e os anexos.
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CAPITULO 2
2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
211 Microalgas - Principais caracteristicas

Microalgas representam um vasto grupo composto por cianobactérias procariéticas e
algas microscopicas eucaridticas, ainda ndo totalmente explorado, com cerca de 40.000
espécies conhecidas. Microalgas eucaridticas constituem nove filos: Glaucophyta,
Chlorophyta, Chlorarachniophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Cryptophyta,
Heterokontophyta, Haptophyta e Dinophyta (BECKER, 2007; DUONG et al., 2012). O
caminho evolucionario das algas se iniciou com um ancestral eucariético que adquiriu uma
cianobactéria fotossintética em um Unico evento endossimbiotico, resultando em algas verdes,
vermelhas e glaucofitas. Outros eventos endossimbidticos podem ter ocorrido originando
outras modificacdes (SASSO et al., 2012).

O grupo das microalgas pode ser dividido em sub-grupos de acordo com a organizagao
celular, como unicelular, colonial e filamentosa, diferindo principalmente na forma e
motilidade. As espécies procaridticas possuem parede celular com quatro camadas, sendo
composta por peptidoglicanos e lipopolissacarideos, o que evidencia a auséncia de celulose,
presente nas espécies eucarioticas (TOMASELLI, 2004).

Microalgas sdo conhecidas pela habilidade de produzir biomassa e oxigénio
convertendo agua, CO, e micronutrientes, utilizando luz como fonte de energia. Esse processo
é comumente conhecido por fotossintese e, assim, microalgas com esse perfil metabdlico sdo
classificadas como fotoautotroficas (TOMASELLI, 2004). No entanto, algumas espécies
como Spirulina sp. e Chlorella vulgaris também sdo capazes de crescer por assimilacdo
heterotréfica de compostos organicos, ou mesmo combinada com fotossintese, conhecido por
mixotrofia (LIANG; SARKANY:; CUI, 2009).

Os lugares onde se pode encontrar microalgas sdo diversos, a maioria em sistemas
aquaticos, tais como rios, lagos e outros ecossistemas marinhos, mas também em pedras e
superficie de solos (TOMASELLI, 2004). Dessa forma, elas podem ser cultivadas em areas
ndo designadas para agricultura e sua produgdo ndo compete com a producdo de alimentos

(VAN DER HA et al., 2012). Curiosamente, apesar de terem vida livre, um certo nimero de
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microalgas vive em associacdo simbi6tica com uma variedade de organismos, como fungos,
bactérias e esponjas do mar (TOMASELLI, 2004). Além disso, elas podem ser encontradas
em ambientes extremos como aguas proximas a vulcGes ou dguas muito salobras. Espécies
isoladas de lugares com intensas alteraces climaticas ou condi¢fes adversas demonstraram
ter maiores chances de sobreviver quando cultivadas em laboratério ou outro ambiente
diferente do original. Do mesmo modo, espécies locais tendem a se adaptar melhor, apos
isoladas, quando cultivadas em condi¢des ambientais locais (DUONG et al., 2012).

A faixa de tamanho das microalgas varia de 1 pum a 2 mm
(SUBASHCHANDRABOSE et al., 2011) e sua observagdo pode ocorrer por microscopia
Optica do liquido ou do material fresco centrifugado, examinando caracteristicas como
estrutura e cor (TOMASELLLI, 2004).

21.2 Composicao quimica

Assim como outros microrganismos, microalgas possuem um perfil de composigédo
quimica especifico que, além de possibilitar sua identificacdo, sugere possiveis aplicacfes
tecnoldgicas dependendo do seu conteddo. A maior parte do contetdo de microalgas é
composta por agua, variando de 80 a 90%, mas também de carboidratos, proteinas e lipideos.
Carboidratos compreendem perto de 64% da massa seca das microalgas, mas essa média varia
se expostas a altas intensidades de luz ou outras condic¢@es de cultivo. A Tabela 2.1 apresenta
a composicdo quimica de diferentes microalgas. Considerando a composi¢do quimica, a razdo
CI/N é importante para algumas aplicacdes, tais como producdo de biogas. A biomassa algal
normalmente apresenta razdo C/N de 10, a qual é considerada baixa para digestdo anaerdbica,
apesar das condi¢Oes de crescimento poderem ser manipuladas para atingir uma razao
adequada (MONTINGELLI; TEDESCO; OLABI, 2015).

Microalgas séo potencial fonte de lipideos. A producdo lipidica de microalgas varia
de 1 a 70%, dependendo das condic¢des de crescimento e da espécie. Por exemplo, a adicdo de
glicose no meio de cultivo pode favorecer a producéo de lipideos totais. CondicGes de estresse
induzido, como limitacdo por nitrogénio, também podem estimular a producgéo de lipideos,
pois nessas situacdes as células param de se proliferar e produzem carboidratos e lipideos de
reserva (CHISTI, 2007). A Tabela 2.2 fornece o teor de Oleo de algumas espécies de

microalgas reportadas na literatura (CHISTI, 2007), algumas nédo descritas na Tabela 2.1.



Tabela 2.1 Composicdes de diferentes microalgas com base na massa seca

Microalga Proteinas (%) Carboidratos (%) Lipideos (%)
Anabaena cylindrical 43 - 56 25-30 4-7
Aphanizomenon flos-aquae 62 23 3
Arthospira maxima 60 - 71 13-16 6-7
Botryococus braunii 8-17 8-20 21
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21
Chlorella pyrenodoisa 57 26 2
Chlorella vulgaris 51 -58 12 - 17 14 - 22
Dunaliella bioculata 49 4 8
Dunaliella salina 57 32 6
Euglena gracilis 39-61 14 -18 14 - 20
Isochrysis sp. 31-51 11-14 20 - 22
Neochloris oleoabundans 20 - 60 20 - 60 35-54
Porphyridium parvum 28 - 39 40 - 57 9-14
Prymnesium parvum 28 - 45 25-33 22 - 38
Scenedesmus obliquus 50 - 56 10- 17 12-14
Spirogyra sp. 6-20 33-64 11-21
Spirulina maxima 60 - 71 13-16 6-7
Spirulina platensis 46 - 63 8-14 4-9
Synechococcus sp. 63 15 11
Tetraselmis maculata 52 15 3

Fonte: KLINTHONG et al. (2015)
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Tabela 2.2 Teor de lipideos de algumas espécies de microalgas reportadas na literatura

Microalga Teor de lipideos (% massa seca)
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28 - 32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16 — 37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Monallanthus salina > 20
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45 — 47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium sp. 5077
Tetraselmis sueica 15-23

Fonte: CHISTI (2007)

213 Metabolismo e aspectos mecanisticos

Estudar o metabolismo de microalgas € crucial para entender os potenciais produtos
deste metabolismo. Esse estudo pode fornecer parametros para melhorar o cultivo de
microalgas e aumentar a formacao de biomassa, avaliar os gargalos para diminuir os custos do
processo, bem como sugerir alterages nas vias metabdlicas para favorecer a producéo de um
determinado metabdlito de interesse. Dessa forma, é importante conhecer também os

mecanismos das reacGes do metabolismo para propor processos de cultivo diferenciados.

2.1.3.1  Assimilag¢do de carbono

Microalgas eucaridticas adquirem carbono inorganico (C;) dissolvido no meio aquoso
para realizarem a fotossintese. A maioria dessas espécies cresce em meio alcalino, tanto em
agua doce com pH maior do que 7,0 quanto em agua do mar com pH na faixa de 8,0 a 8,3.
Nessas faixas de pH, C; se apresenta na forma de HCOj3', e CO, constitui menos do que 1% do
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total de C; quando o meio esta em equilibrio com a atmosfera. Além disso, a taxa de difusdo
de CO, na 4gua é 10* mais lenta do que na atmosfera, e a taxa de conversio néo catalisada de
HCOj3 para CO, é muito lenta em pH alcalino. Esses varios fatores limitam o fornecimento de
CO, para as microalgas e podem restringir a fotossintese em meio aquatico (COLMAN et al.,
2002).

Organismos provenientes de diversos grupos taxondémicos de algas incorporam C; pela
via metabdlica Cs, ou ciclo de Calvin, na qual CO, é o substrato para a principal enzima
carboxiladora, RuBisCO (Ribulose-1,5-bifosfato-carboxilase/oxigenase), que tanto catalisa a
carboxilacdo quanto a oxigenacao da ribulose-1,5-bifosfato (RAVEN, 1997). A assimilagéo
de CO, em moléculas organicas se inicia quando a RuBisCO catalisa a carboxilacdo da
ribulose 1,5-bifosfato para produzir 2 moléculas de 3-fosfoglicerato (3-PGA), as quais sao

depois processadas pelo ciclo de Calvin (Figura 2.1).

Figura 2.1 Principais reag6es do ciclo de Calvin
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Fonte: Adaptado de VIDAL (2016)

As afinidades por CO; (Kn(CO,)) de RuBisCOs de algas sao relativamente baixas, em
torno de 30 a 80 umol L™ (BADGER et al., 1998). Células de microalgas, no entanto,

possuem uma alta afinidade aparente por CO,. Além disso, constatou-se que um grande
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ndmero de microalgas pode acumular intracelularmente concentragdes de C; de 5 a 75 vezes
maiores do que a presente no meio aquoso, apesar do gradiente de pH entre o citosol da alga e
0 meio externo ser desfavoravel para o acimulo de C; por difusdo de CO,. A habilidade de
consumir e acumular C; internamente parece ter se desenvolvido de forma evolucionéria para
suprir as deficiéncias na principal carboxilase dessas microalgas, pela atividade competitiva
intrinseca da oxigenase causada pela limitacdo do suprimento de CO, do meio externo. Esses
processos sdo chamados de mecanismos de concentracdo de CO, (CCM - CO, concentrating
mechanism) (BADGER et al., 1998).

Apesar da maioria das microalgas estudadas apresentarem algum tipo de CCM, um
namero limitado ndo possui alta afinidade por CO,. As algas verdes unicelulares Coccomyxa
sp. em simbiose com liquen assimilam CO, por difusdo e tem desenvolvido RuBisCOs com
baixo Kn(CO,) (12 umol L™) e alta especificidade por CO, (PALMQVIST et al., 1995).
Similarmente, as algas Cyanidium caldarium e Galdieria sp., as quais crescem em aguas com
pH menor que 4,0 mas conseguem manter o pH no citosol em 7,0, podem assimilar CO, por
difusdo e tem desenvolvido RuBisCOs com Kn(CO,) de 6 a 7 umol L™ (UEMURA et al.,
1997). CCM envolvem inimeras mudancas na expressdo dos genes que regulam a estrutura
da célula, bem como vias alternativas para a assimilacdo inicial de carbono e transporte
(WANG; STESSMAN; SPALDING, 2015).

A aquisicao de C; pode ocorrer com a entrada de CO; tanto por difuséo, sendo esta por
assimilacdo ativa e direta de HCO3’, quanto por CCM baseados no transporte ativo de uma ou
mais espécies (HCO3 e CO,), ou ainda pela acdo da anidrase carbdnica externa. A localizacao
dos transportadores nas células de microalgas nao é clara, podendo tanto ser na membrana
plasméatica quanto no envelope dos cloroplastos (AMOROSO et al., 1998; MORONEY;
YNALVEZ, 2007). Existe provavelmente alguma variacdo na capacidade de cloroplastos de
algas de diferentes grupos taxonémicos em assimilar C; por transporte ativo. A ocorréncia
desses 3 componentes dos CCM varia entre as espécies de algas e fornecem uma diversidade
de mecanismos de aquisic¢do de C; (MORONEY; YNALVEZ, 2007).

Tem sido demonstrado que algumas proteinas podem agir como transportadores de
HCOj3 e canais de CO, na membrana plasmatica e ha membrana externa dos cloroplastos.
Essas proteinas podem mediar 0 aumento da concentragdo de C;, aumentando assim a
disponibilidade de CO, proximo ao sitio ativo da RuBisCO (MORONEY; YNALVEZ, 2007).
Além disso, estudos com a cianobactéria Synechocystis sp. PCC6803 e Chlamydomonas

acidophila mostraram que células que cresceram em condi¢es com luz e pouco CO, ou com
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auséncia de CO,, foram capazes de metabolizar C; mais rapidamente do que células crescidas
no escuro nas mesmas condicGes de disponibilidade de CO,. Isso sugere a existéncia de um
efeito cooperativo entre luz e sinalizacdo de carbono na modulacdo da expressdo dos genes
relacionados aos CCM (MCGINN et al., 2003; SPIJKERMAN, 2011). Resultados similares
foram reportados para C. reinhardtii, revelando que o decaimento da concentragdo de C; ndo é
suficiente para ativar os CCM, e que uma melhora na expressdo de genes relacionados aos
CCM ¢ alcancada em diferentes intensidades de luz (YAMANO; MIURA; FUKUZAWA,
2008).

A economia de energia (e de possivelmente também nitrogénio e fosforo) para a célula
em mecanismos de aquisicdo de C;, que necessitam menos RuBisCO por unidade de biomassa
para alcancar uma dada taxa de fixacdo de carbono, pode ser explicada pela economia na
sintese de RuBisCO. A eficiéncia da transferéncia de energia de excitacdo do cromdéforo que
absorveu o féton para o centro da reacdo € muito alta. Com a entrada de CO; por difusdo em
concentracfes de saturacdo, o ciclo de reducdo do carbono fotossintético (PCRC -
photosynthetic carbon reduction cycle) ndo geraria fosfoglicolato a partir da atividade da
RuBisCO; consequentemente, somente 3 ATPs e 2 NADPH sdo necessarios por CO;
convertido a carboidrato (RAVEN; BEARDALL; GIORDANO, 2014). No entanto, ainda ndo
ha um entendimento completo da rede regulatéria total para os CCM.

2.1.3.2  Biossintese de lipideos

Os é&cidos graxos (FA - fatty acids), como parte de moléculas ou agindo
individualmente, possuem diversas funcbes nas células que variam de "blocos de construcao”
estruturais das membranas celulares a fornecedores de energia e sinalizagdo de moléculas. Os
FA nas células derivam de fontes exdgenas ou da sintese de novo. Em geral, a reacdo de
biossintese de FA é bem conservada entre os organismos dos diferentes reinos, comegando
com a formacéo de malonil-CoA por carboxilacdo de acetil-CoA e posterior condensacdo de
malonil-CoA com acetil-CoA com liberacdo de CO,. Diferentes enzimas, no entanto,
evoluiram para alcancar essas semelhangas na via geral entre os diferentes organismos (DE
CARVALHO; CARAMUJO, 2018). A Figura 2.2 apresenta a via geral da biossintese de

acidos graxos em microalgas.
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Figura 2.2 Vias metabolicas simplificadas para a biossintese de acidos graxos em microalgas. Os metabolitos
estdo mostrados em preto e as enzimas em vermelho: PDH — complexo piruvato desidrogenase, ACCase — acetil-
CoA carboxilase, MAT — malonil-CoA:ACP transacilase, KAS — 3-cetoacil-ACP sintase, KAR — 3-cetoacil-
ACP redutase, HD — 3-hidroxiacil-ACP desidratase, ENR — enoil-ACP redutase, FAT — acil-ACP graxo
tioesterase
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Microalgas fotossintetizantes, heterotréficas e bactérias sdo consideradas produtores
naturais de acidos graxos poli-insaturados (PUFA — poly-unsaturated fatty acids), o-3 de
cadeia longa (> 20 carbonos), por possuirem as enzimas chave, incluindo dessaturases com
terminal metil, necessarias para a sua sintese de novo. As plantas sdo conhecidas por terem
capacidades limitadas de elongacédo para produzir PUFA de cadeia longa, com habilidade para
a sintese de novo de PUFA com até 18 carbonos (DE CARVALHO; CARAMUJO, 2018).
Alguns aspectos da dessaturacdo e elongacdo de &cidos graxos sdo diferentes em microalgas,
guando comparadas as plantas. Por exemplo, Nannochloropsis spp. contém uma quantidade
consideravel de acido eicosapentanodico (EPA, 20:5). Em Chlamydomonas spp., diversas
dessaturases tem sido caracterizadas por abordagens genéticas avancadas e incluem um gene
que codifica uma A4-dessaturase associada aos envelopes de plastideos, o qual esta envolvido
na sintese de acido hexadeca-4,7,10,13-tetraendico (16:4)(LI1U; BENNING, 2013).
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Muito do conhecimento atual sobre genes que codificam enzimas envolvidas no
metabolismo lipidico em organismos fotossintetizantes se baseia nos trabalhos com a planta
Arabidopsis spp.. No entanto, os modelos com microalgas do género Chlamydomonas spp.
sugeriram uma rede mais simplificada de metabolismo lipidico do que de plantas (LIU;
BENNING, 2013). A Figura 2.3 apresenta um esquema simplificado com as principais vias
descritas para a sintese de triacilglicerideos (TAG), lipideos neutros de armazenamento, na

alga verde Chlamydomonas reinhardtii.

Figura 2.3 Hipdtese simplificada para a biossintese de TAG na alga verde C. reinhardtii. Abreviagdes: ACP,
proteina transportadora de acila; CoA, coenzima A; G3P, glicerol-3-fosfato; GPAT, glicerol-3-fosfato
aciltransferase; LPA, écido lisofostatidico; LPAT, lisofosfolipideo aciltransferase; PA, acido fosfatidico; PAP,
acido fosfatidico fosfatase; DAG, diacilglicerol; PDAT, fosfolipideo:diacilglicerol aciltransferase; TAG,
triacilglicerol
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Em Arabidopsis spp., as enzimas diacilglicerol aciltransferase (DGAT) e
fosfolipideo:diacilglicerol aciltransferase (PDAT) séo as principais envolvidas na etapa final
da sintese de TAG, e 0 mesmo provavelmente ocorre também em Chlamydomonas spp. (LIU;

BENNING, 2013). A formacdo de TAG geralmente compartilha vias comuns com a sintese
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de lipideos de membrana até a formacdo de diacil glicerideos (DAG), conhecida por via
Kennedy. Nas plantas superiores, duas vias paralelas que levam a acilagdo sequencial de um
glicerol-3-fosfato (G3P) até a formacdo de DAG ocorrem no plastideo e também no reticulo
endoplasmatico (ER). Esses dois conjuntos de reacdes sdo acionados pelas enzimas glicerol-
3-fosfato aciltransferase (GPAT), lisofosfolipideo aciltransferase (LPAT) e uma fosfatase do
acido fosfatidico (PAP). A reacgdo de acilagdo pode ser realizada por duas vias, isto €, reacées
dependentes de acil-CoA e independentes de acil-CoA. A primeira € catalisada pela
diacilglicerol aciltransferase (DGAT), enquanto a segunda €é catalisada pela
fosfolipideo:diacilglicerol aciltransferase (PDAT) (GOOLD et al., 2015).

A Figura 2.4 apresenta um esquema resumindo as principais vias metabolicas na

formacéo de reservas de carbono em microalgas.

Figura 2.4 Principais vias metabolicas de microalgas relacionadas a formac&o de reservas de carbono
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A sintese de TAG em microalgas ocorre dentro da célula fotossinteticamente ativa e o
acumulo de TAG € geralmente desencadeado pela exposi¢do a uma situacao de estresse para a
célula (KHOZIN-GOLDBERG; COHEN, 2011). Nas microalgas existem as goticulas
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lipidicas (LD - lipid droplets), normalmente presentes em quantidades ndo maiores do que
duas por célula em condi¢es repletas de nutrientes. Tanto o numero quanto o tamanho de LD
aumentam com a exposi¢do a uma condicdo de estresse, e 0s LD podem continuar a aumentar
de tamanho a medida que o estresse se prolonga. Um grande acumulo de LD pode ser
desencadeado por falta de nutrientes (N, Fe, S ou P), excesso de luz, hipdxia, aumento da
salinidade do meio ou também por tratamento quimico (GOOLD et al., 2015).

Dentre os varios gatilhos, 0 mais estudado foi a resposta a deplecdo de nitrogénio.
Estudos transcriptdmicos e metabolicos realizados em células na auséncia de nitrogénio
(GOOLD et al., 2015) mostraram que a reorientacdo do metabolismo celular em direcdo a
formacdo de reservas de carbono (amido e 6leos) ocorreu no inicio da falta de nitrogénio,
sendo este efeito acompanhado pela infra-regulacdo dos genes envolvidos na sintese de
proteinas e na fotossintese. Além da supra-regulacdo dos genes que codificam enzimas
essenciais para a conversdo de acetato em 4acidos graxos, diversas lipases com maior
transcricdo também foram observadas, 0 que sustenta a ideia de que os TAG recém-formados
sdo parcialmente provenientes da sintese de novo e parcialmente do remodelamento lipidico
da membrana (GOOLD et al., 2015).

Como ja foi relatado, sabe-se que TAG e amido podem se acumular apds a privagdo de
nitrogénio nas algas, como reservas de carbono. Assim, em termos de engenharia metabolica,
foi levantada a hip6tese de que a particdo de carbono poderia ser afetada pelo blogueio da via
de sintese de amido, levando ao desvio de carbono para a formacdo de TAG. De fato, foi
observado aumento no acumulo de éleo em mutantes sem amido de Chlamydomonas spp. e
Chlorella spp.. Assim, o fotossintato, o produto final da fotossintese, pode ser canalizado
diretamente para a biossintese de TAG em algas verdes, como talvez ja seja o caso da
Nannochloropsis spp., que parece ndo acumular amido. Assim, uma abordagem viavel para a
engenharia de cepas de algas com alto rendimento de TAG € a eliminacdo de vias
concorrentes de utilizacdo de carbono para maximizar a canalizacdo do fotossintato para a
biossintese de lipideos (LIU; BENNING, 2013).

2.1.3.3 Biossintese de carotenoides

Além do acumulo de TAG, estudos sugerem que a limitagcdo por nitrogénio poderia ser
uma condicao de estresse capaz de desencadear também o acumulo carotenoides. A limitacao

por nitrogénio em Chlorella zofingiensis provocou um aumento na produtividade de
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astaxantina maior do que com limitagdo de outros nutrientes presentes no meio, como fésforo
e enxofre (MAO et al., 2018). Outro tipo de condicao de estresse é por excesso de luz (EL), a
qual esta associada a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a alteracédo do estado
redox, o0 que poderia induzir a producédo de carotenoides e lipideos. Sun e colaboradores (SUN
et al., 2018) estudaram as respostas de diferentes condi¢Ges de estresse (por auséncia de
nitrogénio ou EL), na formacdo de EROs e produtos (carotenoides e lipideos) em microalgas.

O piruvato é um metabdlito central nas vias alternativas de carbono, pois ocupa o local
de cruzamento para direcionar o carbono para glicose-6-fosfato, oxaloacetato, malonil-CoA
ou geranilgeranil difosfato, que sdo os precursores de amido, proteina, acidos graxos e
carotenoides, respectivamente. No estudo mencionado (SUN et al., 2018), primeiramente, sob
efeitos separados de auséncia de nitrogénio ou EL, o teor de amido nas duas condicGes foi
significativamente maior que o de lipideos. Portanto, o fluxo de carbono foi principalmente
direcionado ao amido nessas condi¢des. Apds tratamento para eliminar EROs, este preveniu a
degradacdo de proteinas. Portanto, as proteinas podem ser a principal fonte de carbono para a
biossintese de amido sob condicdes de estresse. Além disso, os efeitos combinados de EL e
auséncia de nitrogénio aumentaram ainda mais o piruvato, mostrando que a disponibilidade de
carbono foi melhorada possivelmente pelo alto nivel de EROs, e o fluxo de carbono foi
redirecionado para carotenoides e lipideos a partir de amido, uma vez que as condi¢des de
estresse se intensificaram (SUN et al., 2018).

O efeito de EL tem o potencial de promover a biossintese de carotenoides, sugerindo
gue o aumento de EROs nessa condicao favorece a conversdo do precursor de pigmentos em
carotenoides em detrimento de clorofila (SUN et al., 2018). Isso pode ser explicado pelo fato
de que tanto os carotenoides quanto a clorofila possuem um precursor comum, O
geranilgeranil difosato.

Os carotenoides sdo moléculas com aproximadamente de 40 a 50 carbonos, altamente
insaturadas, e compostas tanto inteiramente de carbono e hidrogénio (carotenos) ou de
carbono, hidrogénio e oxigénio (xantofilas) (KOPEC et al., 2012). A Figura 2.5 apresenta um

esquema simplificado das vias de biossintese de pigmentos em microalgas
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Figura 2.5 Esquema simplificado das vias de biossintese de pigmentos em microalgas e cianobactérias. As setas
solidas representam conversdes Unicas, enquanto as setas tracejadas representam reacoes que foram aglutinadas e

simplificadas
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A condensacdo de duas moléculas de geranilgeranil difosfato seguida de uma reacéo
de isomerizacdo e a introducédo de 4 ligagdes duplas formam o carotenoide licopeno. Apds a
formacdo do licopeno, as vias sintéticas se separam em duas ramificacfes. Uma ramificacédo
leva a producdo da luteina, a qual em algumas espécies de microalgas, incluindo a
Chlamydomonas reinhardti, pode ainda ser convertida a loroxantina. A outra ramificacdo leva
a producao de B-caroteno, o qual também representa um ponto de ramificagdo. A partir do -
caroteno, uma ramificacdo leva a geragdo da astaxantina via duas reagdes de oxidacdo e duas
de hidroxilacdo. Este carotenoide hidrofobico pode ser uma ou duas vezes esterificado com
um acido graxo, levando a formacdo de mono- ou diester astaxantina. A outra ramificacdo do
[B-caroteno leva a geracdo de zeaxantina, sendo que alguns autores também propuseram a
conversdo de zeaxantina a astaxantina na microalga Chlorella zofingiensis. Zeaxantina é parte
do ciclo da violaxantina, também referido como o ciclo das xantofilas. Zeaxantina é
transformada em anteraxantina e subsequentemente em violaxantina, seguindo duas reagoes
de epoxidacdo. Violaxantina também pode ser isomerizada, transformando-se em neoxantina
(MULDERS et al., 2014).
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214 Aplica¢des industriais

Os primeiros estudos com microalgas provavelmente datam do estabelecimento de
uma cultura de Chlorella sp., por Beijerinck em 1890 (BEIJERINCK, 1890), que tem sido o
género com aplicacdo comercial mais antiga desses microrganismos e, ainda hoje, o mais
disponivel (TOMASELLI, 2004). As primeiras tentativas de se desenvolver produtos
comerciais a partir de microalgas foram reportadas na década de 40 (HARDER; VON
WITSCH, 1942) e consistiram de lipideos, posteriormente na década de 60 de carotenoides
(KATHREIN, 1964), e proteinas na década de 70 (SOEDER; PABST, 1970);
(VENKATARAMAN; BECKER; SHAMALA, 1977). As primeiras microalgas
comercializadas foram Chlorella spp. e Spirulina spp. como “comida saudavel” no Japao (no
final da década de 50), Twaian e México (ambos na década de 80) (BOROWITZKA, 2013).
O interesse nesta classe de microrganismos provém do seu potencial uso para produzir
produtos de alto valor, fazendo a fixagdo de carbono utilizando luz solar. Isso une trés
aspectos de interesse: o ambiental, o biotecnoldgico e o econémico. A Figura 2.6 apresenta

resumidamente os principais produtos produzidos a partir da biomassa microalgal.

Figura 2.6 Principais produtos produzidos a partir da biomassa microalgal
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2.1.41  Produtos de alto valor produzidos por microalgas

Microalgas tém sido utilizadas para transformar CO, em uma grande variedade de

metabélitos industrialmente interessantes, tais como carotenoides, vitaminas, ficobilinas,
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acidos graxos, esterdis, poli-hidroxialcanoatos, polissacarideos e outros compostos
biologicamente ativos para aplicacdes farmacéuticas e nutracéuticas (BOROWITZKA, 2013).

Dentre os carotenoides, p-caroteno foi primeiramente produzido por Dunaliella salina,
ja que esta cresce em altas concentracdes salinas, reduzindo o risco de contaminacéo, além de
possuir o maior teor de [-caroteno do que qualquer outro organismo. Outro tipo de
carotenoide, produzido pela alga verde Haematococcus pluvialis proveniente de agua doce, é
a astaxantina, principalmente para o uso como aditivo alimentar para pigmentacdo da carne
nos cultivos de salméo e truta. Ficobilinas sdo pigmentos naturais hidrossolUveis somente
produzidos por algas e incluem ficocianina, ficoeritrina e aloficocianina. Estes pigmentos
podem ser utilizados na inddstria alimenticia, cosmética, como marcadores fluorescentes em
citometria de fluxo e imunologia, além de outros usos terapéuticos como compostos
fotossensiveis em terapia fotodindmica para tratamento de cancer (BOROWITZKA, 2013).

Os lipideos de microalgas constituem uma fonte rica em acidos graxos, tais como
acido linoleico, acido araquiddnico, acido eicosapentandico (EPA) e &cido docosahexandico
(DHA). Estes possuem importantes aplicacdes biotecnoldgicas, especialmente na alimentacéo
de animais, considerando que o Gleo de algas é comparavel com o proveniente de peixes.
Ainda, microalgas produzem uma variedade de fitoesterois, dependendo da espécie e
condicBes de crescimento, 0s quais apresentam aplicacdes tanto na indUstria farmacéutica
quanto na alimenticia. Cianobactérias, tais como Spirulina sp. e Synechocystis sp., também
tém sido testadas para produzir poli-3-hidroxibutirato (P3HB) sob condicGes de crescimento
mixotréficas, apesar de que em quantidades menores do que ja reportado para bactérias
(BOROWITZKA, 2013). Todas essas potenciais aplicacbes biotecnolégicas demonstram um
cenario favoravel para produzir produtos de alto valor a partir de microalgas, ainda néao

completamente explorado.

2.1.4.2 Biocombustiveis

A producdo de biocombustiveis a partir da biomassa de microalgas tem sido
amplamente estudada (LIAO et al., 2016), particularmente a producdo de biodiesel (CHISTI,
2007). O artigo de CHISTI (2007) representou um marco nas pesquisas com microalgas e
cultivos em larga escala. O autor afirmou que “o biodiesel microalgal é o unico biodiesel
renovavel com o potencial de substituir completamente os combustiveis liquidos derivados do

petroleo para transporte”. Apesar de ser ambientalmente favoravel, considerando que o
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biodiesel ¢ um combustivel obtido por fontes renovéveis, a producdo de biodiesel por
microalgas € somente economicamente viavel quando associada com a co-producdo de
produtos de alto valor utilizando outros constituintes da biomassa microalgal (Figura 2.6)
(BOROWITZKA, 2013). Isto se da devido aos custos relativamente altos do cultivo de
microalgas e dos processos de separa¢do, como secagem e extracdo de lipideos (ZHEN et al.,
2016).

Somente para fins comparativos, 0 preco do diesel de petroleo em 2006, livre de
impostos, foi $0,49/L. Biodiesel de 6leo de palma custou aproximamente $0,66/L, enquanto o
menor valor projetado para o custo do biodiesel de microalgas foi $2,80/L (CHISTI, 2007).
Apesar dos numeros parecerem desatualizados, eles ainda fornecem uma boa estimativa.
Estudos mais recentes mostraram que o preco por litro de biocombustiveis de microalgas
ainda é maior do que o0s combustiveis convencionais provenientes do petroleo
(CHOWDHURY; LOGANATHAN, 2019). Ainda néo foi reportada producéo industrial de
biodiesel por microrganismos, isso inclui outros microrganismos oleoginosos além de
microalgas, como as leveduras. Uma estimativa para a producdo de 6leos por leveduras
forneceu um valor de US$3.000 por tonelada, ou US$ 3/kg (SITEPU et al., 2014).

Considerando os processos apés o cultivo de microalgas para utilizacdo do contetdo
lipidico, a cultura deve ser desidratada, depois os lipideos sdo extraidos e purificados. O
processo de desidratacdo demanda alta energia e compreende floculagédo, centrifugacdo e
filtracdo. Os processos de separacdo para recuperacdo dos lipideos sdo basicamente extracdo
do 6leo, o que é normalmente considerado simples, apesar de ser critico na produtividade de
lipideos de microalgas. Métodos tradicionais consistem no uso de solventes orgénicos tais
como hexano, etanol, cloroférmio/metanol (2/1 v/v) e hexano/isopropanol (3/2 viv),
diretamente sobre a massa seca, apesar de terem sido reportados métodos de extragdo com
solvente Umido. Apos a extragdo, trés fases sdo geradas e devem ser separadas: células de
microalgas, fase aquosa e fase organica (que contém os lipideos). Outros métodos envolvem a
utilizacdo de enzimas para melhorar a extracdo ou extracdo da biomassa seca por CO,
supercritico. O Ultimo passo apos a extragdo é o fracionamento para separar 4cidos graxos de
alto valor e futuras reagdes para produzir biocombustiveis (POSADA et al., 2016).

A biomassa de microalgas apos extracdo dos lipideos ainda é rica em carboidratos e
proteinas, que podem servir de matéria-prima para cultivos de microrganismos e producédo de
outros biocombustiveis. Os carboidratos de microalgas apresentam vantagens frente a

matérias-primas lignocelulésicas, pois ndo estdo associados a lignina, estando prontamente
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disponiveis para producdo de etanol ou butanol (GAO; ORR; REHMANN, 2016);
(MACHADO; ATSUMI, 2012). Outra abordagem para producdo de combustiveis renovaveis
¢ a producdo de biogas (O, N2, CHy4, H, e CO,) com alto teor de metano, através da digestédo
anaerdbica da torta contendo carboidratos e proteinas, ou co-digestdo com outras matérias-
primas, como residuos de alimentos. De fato, a mono-digestdo € dificil devido a liberacdo de
quantidades substanciais de aménia, formada através do nitrogénio das proteinas, o que
basifica o pH e prejudica a acdo das bactérias acidogénicas e metanogénicas. Dessa forma,
microalgas cuja composicdo quimica apresente a razdo C/N entre 20 e 30 possuem maior
potencial metanogénico (HERRMANN et al., 2016). Biohidrogénio também pode ser
produzido por fermentacdo dos carboidratos de microalgas em condigdes anaerdbicas pelas
enzimas hidrogenases (KUMAR et al., 2016).

2.1.4.3  Microalgas na separacio e melhoramento de gds natural e biogds

Outra importante aplicacdo de microalgas é na separacdo e melhoramento de gas
natural e biogas, devido a capacidade delas de consumir seletivamente CO,. A concentracao
de CO; no gas natural, o qual é majoritariamente composto por metano, é em torno de 8%,
porém pode alcancar niveis muito maiores, de 40 a 50% (BALCOMBE et al., 2015); no
biogas, este valor é em torno de 30 a 40% (MEIER et al., 2015). No entanto, para ser
considerado um combustivel potencial, o gas deve conter no minimo 90% de metano, o que
requer métodos de separacdo de CO,. Métodos convencionais consistem em absorcdo,
adsorcéo, filtracdo por membranas, separacdo criogénica, entre outros (KURAMOCHI et al.,
2012; MEIER et al., 2015). Pode ser interessante uma acdo combinada desses processos com
a utilizacdo de microalgas, a fim de alcangar a maior remocao de CO; possivel.

Para separacdo de gases, € importante estudar a toxicidade dos gases e o quanto
microalgas s&o suscetiveis a crescerem em atmosfera rica em metano. Estudos focados nesta
abordagem néo reportaram nenhum sinal de toxicidade ou inibicdo por esse gas, embora a
taxa de crescimento das microalgas tenha sido reduzida (MEIER et al., 2015). Outros gases
nocivos que podem eventualmente estar presentes, dependendo da composigédo, séo SOy e
NOy, 0s quais normalmente inibem o crescimento das microalgas (NEGORO et al., 1991),

porém podem ser removidos com equipamentos adequados (WILSON et al., 2016).
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215 Cultivo de microalgas

2.1.5.1  Aspectos gerais

O crescimento de microalgas depende de uma série de fatores, como luz, pH e
temperatura adequados, macronutrientes (C, N, P, O, H, Ca, Mg, S e K) e micronutrientes
(Mn, Mo, Fe, Cu e Zn). O carbono é considerado 0 mais importante macronutriente, ja que
contribui com 50% da biomassa das microalgas (constituinte de proteinas, carboidratos,
vitaminas e lipideos). A principal fonte de C; € o CO,, porém outras fontes de carbono, tais
como glicose, acetato e glicerol, podem ser utilizadas por microalgas heterotréficas e/ou
mixotroficas, como previamente relatado (TOMASELLI, 2004).

Exceto pela fonte de carbono, a luz é o principal fator que influencia o crescimento de
organismos fotossintetizantes, representando a principal fonte de energia. A mais abundante e
sustentavel fonte de energia na Terra é o Sol. Mais de 3.800 zettajoules (1 zettajoule = 1x10%
Joules) de luz solar sdo absorvidos pela superficie e atmosfera da Terra anualmente. Cerca de
0,05% dessa energia sdo capturados em biomassa, a cada ano, pelo processo de fotossintese
(SAYRE, 2010). Porém, a alta exposicao a luz pode aumentar a producdo de EROs, podendo
causar danos estruturais ou originar fotoinibicdo, que consiste na reducdo da capacidade
fotossintética das microalgas, levando ao branqueamento e a morte celular (SOLETTO et al.,
2005).

O uso eficiente da luz € um dos aspectos que pode melhorar ou reduzir a producdo de
biomassa de microalgas e, portanto, pode ser uma limitacdo do processo. Luz artificial é
comumente utilizada nos experimentos de pesquisa em microalgas, apesar de nem todos 0s
comprimentos de onda serem realmente absorvidos pela clorofila. Os LEDs (light emitting
diodes) tém sido considerados a mais apropriada fonte de luz para o crescimento de
microalgas devido ao baixo consumo de energia, faixa estreita de comprimentos de onda e
controle dos comprimentos de ondas emitidos e da intensidade da luz. Dos comprimentos de
onda avaliados, a luz vermelha apresentou os melhores resultados. Considerando as
intensidades, somente a faixa moderada (entre 400 e 1.000 pmol m2s ') é considerada
apropriada para o crescimento de microalgas, porém esse parametro pode variar de acordo
com a especie. A sugestdo é de se aumentar a intensidade da luz progressivamente de acordo
com as diferentes fases de crescimento (YAN et al., 2016).

A temperatura 6tima € uma importante variavel no cultivo de microalgas. A elevagdo

da temperatura pode aumentar a producdo de biomassa até certo nivel no qual o crescimento
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comeca a ser inibido pela inativagdo de proteinas (MAHBOOB et al., 2012). Uma faixa
adequada de temperatura varia de 20 a 32°C, dependendo da espécie.

A agitacdo deve ser considerada para promover uma exposi¢do homogénea das células
a luz, aumentando a disponibilidade de nutrientes por manté-las em suspensao e evitando,
assim, a sedimentacdo das microalgas. A ndo agitacdo resultaria na exposicdo somente das
primeiras camadas, sendo as camadas subsequentes sub-expostas (MONTEIRO; LUCHESE;
ABSHER, 2010).

O pH ideal para a maioria das espécies varia de 5 a 9. No entanto, muitas crescem em
condicBes alcalinas, variando de 7 para as microalgas de agua doce a 8 em &gua salgada.
Nessas condi¢bes de pH, quase todo carbono disponivel estd na forma de HCO;3, e a
porcentagem de CO, é muito baixa (menor que 1%) quando em equilibrio com a atmosfera
(COLMAN et al., 2002). A elevacdo gradual do pH no meio de cultura indica o crescimento
das microalgas, pois a disponibilidade de C; diminui devido ao seu consumo para promover o
crescimento celular (BERENGUEL et al., 2004).

2.1.5.2  Cultivo de microalgas em fotobiorreatores

A ideia de se cultivar algas em grande quantidade foi concebida em 1952, no Instituto
Carnegie em Washington (EUA). Na década de 1960, pesquisadores japoneses
experimentaram um cultivo aberto com sistema de circulacdo, utilizando uma lagoa aberta na
qual uma suspensdo de algas circulou através de uma série de tubos moveis para a injecdo de
meio de cultura fresco (BOROWITZKA, 2013). A tecnologia mais empregada para cultivo de
microalgas em larga escala, ainda, é o uso de lagoas abertas (Figuras 2.7 e 2.8). Apesar de
serem relativamente baratos e faceis de colocar em operacdo, estes biorreatores oferecem
maior risco de contaminagdo, problemas como menor taxa de transferéncia de massa gas-
liquido, evaporacdo da agua, dificil agitacdo e pouco controle da temperatura, além de serem
necessarias grandes areas para sua implementacdo. Esses fatores fazem desse reator um
sistema de cultivo ndo apropriado para produgdo de farmacos e ingredientes para a industria
alimenticia (GUPTA,; LEE; CHOI, 2015; AMINI et al., 2016). Além disso, a concentracao de
biomassa nesses sistemas é normalmente baixa (0,5 a 1,0 kg m®) (HUESEMANN et al.,
2016), o que requer que um grande volume de agua seja removido na recuperacdo da

biomassa, encarecendo 0 processo.
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Trabalhos realizados no nosso grupo de pesquisa (DA SILVEIRA, 2015)
consideraram o cultivo de microalgas em diferentes abordagens. Foi desenvolvido um modelo
matematico de crescimento de uma espécie conhecida de microalga (Chlorella vulgaris), e a
sua validacdo com dados experimentais obtidos na operacdo em condicdes realistas de reator
piloto tipo lagoa aberta com capacidade méaxima de 1.000 L (Figura 2.7). Considerou-se
condicBes ndo-axénicas, isto é, na presenca de outras espécies de microalgas e de bactérias,
pois esta seria a condicdo de um reator real em escala industrial. O sistema foi deixado em
equilibrio, sendo eventualmente evoluido para um tipo de ecossistema, e considerou-se a
pirdlise como processo final para transformacdo da biomassa. Utilizou-se processos simples
objetivando os menores custos de operagdo e capital possiveis.

Figura 2.7 Reator piloto tipo lagoa aberta com capacidade de 1.000 L para cultivo de Chlorella vulgaris

1 4

Fonte: DA SILVEIRA (2015)

A simulacdo utilizando um modelo matematico que levou em consideracdo os fatores
intensidade luminosa e temperatura, em reator aberto, produziu um modelo que representou
de forma satisfatoria o processo de crescimento. Entretanto, verificou-se que a evaporacao da
agua ao longo do processo provoca uma significativa reducdo de volume, causando por si SO
um aumento na concentragdo. Isto levou a introduzir no modelo o efeito da evaporagdo da
agua como um fator importante no processo. Os dados experimentais quando comparados
com a simulagéo apresentaram dispersao, o que era esperado nas condigdes reais de processo.
Entretanto, as simulagbes realizadas mostraram coeréncia entre os fatores ambientais
(intensidade luminosa e temperatura), podendo-se empregar o0 modelo a reator de raias em
condigdes ambientais variadas.

Na tentativa de superar as desvantagens do cultivo aberto, existem diversos
fotobiorreatores fechados de variadas formas e volumes. A Figura 2.8 ilustra os principais

tipos de fotobiorreatores para cultivo de microalgas.
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Figura 2.8 Fotobiorreatores para cultivo de microalgas: a) lagoa aberta; b) tubular horizontal; ¢) painel; d) tanque
agitado; e) coluna de bolhas; f) airlift com loop interno; g) airlift com loop interno concéntrico; h) airlift com
loop externo
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Fonte: Adaptado de CHEN et al. (2016) e GUPTA, LEE; CHOI (2015)

Apesar dos reatores fechados reduzirem o risco de contaminagdo e possibilitarem a
producdo de produtos para fins farmacéuticos e alimenticios, algumas desvantagens ainda
fazem esse tipo de biorreator economicamente inviavel para produtos finais de baixo custo.
Para volumes maiores que 100 L, h& limitacdo da difusdo de luz, agravada também pela
formacao de biofilme na superficie (GUPTA; LEE; CHOI, 2015).

Com base na superficie iluminada, os fotobiorreatores sdo categorizados em planos,
tubulares ou em coluna. Com base no modo de fluxo de liquido, eles podem ser agrupados em
tipo agitado, coluna de bolhas ou airlift (Figura 2.8). Idealmente, os fotobiorreatores devem
ter grande superficie transparente, minimo de partes ndo iluminadas, altas taxas de
transferéncia de massa e deve atingir elevado crescimento de biomassa (GUPTA; LEE;
CHOI, 2015).

Os tanques agitados sdo os reatores convencionais, nos quais a agitacdo € feita por um
impelidor, cujas funces sdo homogeneizar a mistura e garantir a transferéncia de calor e
massa, incluindo a aeracdo. Dessa forma, a dispersao da luz é alta, ja que ha pouca incidéncia
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de zonas escuras no interior do reator, consequentemente a producdo de biomassa também é
alta. No entanto, a agitagdo mecanica gera muito mais calor do que o borbulhamento de gases,
além dos custos de operacdo serem mais elevados (GUPTA; LEE; CHOI, 2015). Uma das
vantagens deste reator € a possibilidade de variar o tipo de operacdo do processo, podendo ser
em batelada, batelada alimentada ou em modo continuo. O modo de operacdo continuo é
particularmente interessante devido ao constante suprimento de nutrientes. No entanto, a
configuracdo deve ser apropriada para garantir a condicdo de estado continuo e evitar a
lavagem das células ou contaminacdo. Um dos estudos nesta area propds o uso de membranas
de troca idnica para o continuo suprimento de nutrientes, 0 que proporcionou aumento na
producdo de biomassa (FU et al., 2016).

Dentre os fotobiorreatores propostos, o tubular € um dos mais apropriados para o
cultivo em ambientes externos, principalmente pela elevada area de superficie de iluminacé&o.
Dos reatores tubulares, a coluna de bolhas é uma alternativa ao tanque agitado, sendo a
agitacdo e a mistura promovidas pelo borbulhamento de gas. O desenho é simples, com a
altura maior do que duas vezes o diametro. Como a luz é provida externamente, a eficiéncia
fotossintética depende principalmente da vazdo do gas, a qual depende do ciclo claro/escuro,
com o liquido sendo circulado regularmente da zona central escura para a zona mais externa
de acordo com a vazdo do gas (GUPTA; LEE; CHOI, 2015).

O reator airlift se difere da coluna de bolhas pela separacdo fisica das duas zonas
interconectadas (correntes que sobem e descem). O géas € borbulhado na corrente ascendente,
resultando na elevacdo das bolhas, que pela diminuicdo da densidade do fluido faz com que
este se mova para cima. Como as bolhas se desprendem do liquido no topo da coluna, o
liguido mais pesado €é naturalmente recirculado para baixo, promovendo sempre um fluxo de
liquido baseado nas diferencas de densidade. Isso faz com que a eficiéncia de mistura seja
melhor do que na coluna de bolhas (GUPTA,; LEE; CHOI, 2015).

Dos reatores tubulares, 0 mais popular e relativamente facil de escalonar em ambientes
abertos € o tubular horizontal. Estes reatores sao constituidos por tubos transparentes, de vidro
ou plastico, arranjados de diversas maneiras de modo a maximizar a captura da luz solar,
sendo a circulagdo das algas promovida por bombas ou por sistema de bolhas (ILUZ; ABU-
GHOSH, 2016). Normalmente, esses tubos possuem diametros de 10 a 60 mm e
comprimentos de até 100 m (GUPTA,; LEE; CHOI, 2015). Apesar das diversas vantagens, 0
fendmeno de fotoinibicdo é muito comum, e tubos muito longos sdo caracterizados por

gradientes de O, e CO, ao longo dos mesmos. Uma nova adaptagdo ao tradicional
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fotobiorreator tubular foi empregada com simples ajustes para gerar ciclos de alta/baixa
iluminacdo (efeito de luz combinada/flutuante) para aumentar significativamente, acima de
55%, o crescimento de microalgas (ILUZ; ABU-GHOSH, 2016). Ainda, a producao em larga
escala requer um sistema de refrigeracdo eficiente devido a alta relacdo area superficial e
volume, que tende a superaquecer o sistema (GUPTA; LEE; CHOI, 2015).

Outra configuracdo séo os reatores em painel, 0s quais possuem geometria simples e
reduzem a profundidade do caminho da luz na superficie. A principal caracteristica é a alta
razdo entre area superficial e volume e auséncia de meios mecanicos para a circulacdo das
celulas. Contudo, este sistema é mais utilizado para cultivos em pequena escala ou em
pesquisa, pela necessidade de diversos compartimentos e materiais de suporte, dificuldade no
controle da temperatura e alguns problemas associados ao estresse hidrodinamico resultante
da aeracdo (GUPTA,; LEE; CHOI, 2015).

DA CRUZ e DO NASCIMENTO (2012) estudaram os aspectos de engenharia e
viabilidade técnica, viabilidade econémica e os indices de sustentabilidade do processo de
cultivo empregando microalgas e cianobactérias para a producdo de biomassa e captura de
CO,. A metodologia de analise baseou-se em modelo matematico para o crescimento de
microalgas e cianobactérias, acoplado com balancos de massa e energia e obtendo-se a
avaliacdo econémica e andlise emergética. Considerou-se no estudo o cultivo da microalga
Spirulina platensis em tanque aberto de 500 hectares, e a venda do dleo extraido, por extracao
com hexano, visando a producdo de biodiesel, e a biomassa separada. Foram identificados e
discutidos alguns pontos que merecem destaque para o cultivo de microalgas em larga escala.
Um deles € o principal custo de operacdo, a aquisicdo de matérias-primas, nutrientes, para o
meio de cultura, o que corresponde a 30% dos custos totais de operacdo. A exploragdo de
fontes alternativas de nutrientes (como agua do mar ou salina, efluentes agroindustriais), a
utilizacdo de microrganismos com menor demanda de nutrientes inorganicos ou ainda a
utilizacdo de cianobacterias fixadoras de nitrogénio deve ser uma prioridade de pesquisa para
aumento da viabilidade econdmica do processo. A analise emergética mostrou que a elevada
demanda de energia (eletricidade e gas natural), os custos de operacdo (compras externas,
servicos, manutencgdo) e as perdas do solvente utilizado na extracdo sdo os maiores obstaculos

para a sustentabilidade do sistema.
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CAPITULO 3

PRE-SELECAO, ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE
MICROALGAS TOLERANTES A CO»

31 INTRODUCAO

O processo de isolamento é necessario para se obter culturas puras e constitui a
primeira etapa na selecdo de linhagens de microalgas (PACHIAPPAN et al.,, 2015). O
isolamento baseado nas técnicas tradicionais, tais como o plaqueamento e a diluicdo seriada a
partir da amostra original, é laborioso, consome um tempo consideravel, porém o resultado
normalmente leva a uma cultura pura. Outra abordagem em laboratério inclui o
enriquecimento de algumas linhagens de microalgas a partir da adicdo de nutrientes
especificos para 0 seu crescimento, favorecendo o crescimento de uma linhagem particular
(DUONG et al., 2012). Por exemplo, linhagens flageladas podem ser cultivadas com meio
Walne (THI; SIVALOGANATHAN; OBBARD, 2011). A propria textura do meio também
pode ser um fator de selecdo. Fitoflagelados ndo crescem em meio sélido devido a
impossibilidade de mobilidade, necessitando de meio liquido ou semi-sélido (LUBIANA,
2013).

Algumas linhagens podem ser selecionadas por apresentarem propriedades
particulares, o que pode ocorrer, por exemplo, com adicdo de antibiético e fungicida,
selecionando as espécies resistentes (PARK et al., 2015). Culturas contendo espécies
sensiveis a antibidticos podem ser descontaminadas, além dos métodos ja citados, por
filtracdo a vacuo, utilizando-se uma membrana permeavel a microrganismos menores do que
0 tamanho das microalgas, passando as bactérias para o filtrado e retendo as microalgas no
filtro (KATIVU et al., 2012). Métodos de lavagem e centrifugacdo da amostra original podem
ser utilizados para o isolamento de organismos maiores (PERUMAL et al., 2012).

Além das técnicas tradicionais, existem também métodos automatizados, tais como a
citometria de fluxo “cell sorting”. Esta técnica é uma ferramenta Util para facilitar o rapido e
eficiente isolamento de linhagens de microalgas para obtencédo de cultura axénica. Microalgas

possuem diferentes pigmentos fotossintéticos, os quais emitem autofluorescéncia (THI,;
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SIVALOGANATHAN; OBBARD, 2011). Esta técnica se baseia nas propriedades de
autofluorescéncia da clorofila para distinguir espécies de microalgas, tais como diatoméceas,
dinoflagelados e fitoplanctons procariotos. Apesar de vantajosa, principalmente considerando
grandes quantidades de amostras, os méetodos tradicionais, para a maioria dos casos, ainda sdo
igualmente efetivos e menos custosos (DUONG et al., 2012). E importante ressaltar, e é o que
normalmente ocorre, que mais de uma técnica, ou a maioria delas, pode ser utilizada a fim de
se obter o isolamento das espécies.

Neste trabalho, microalgas tolerantes a CO, foram isoladas de mangues, e esse
processo foi essencial para o desenvolvimento de todo o trabalho. Este capitulo ird abordar a
escolha dos locais de amostragem para bioprospeccdo de microalgas, 0s materiais e técnicas

utilizados para isolamento e identificacdo das espécies e os resultados e conclusdes desse

estudo.
3.2 MATERIAIS E METODOS
3.21 Bioprospeccdo e amostragem

Para a bioprospeccdo de microalgas tolerantes a altas concentracdes de CO,, amostras
de solo, sedimentos e liquido da superficie foram coletadas de trés locais diferentes (L1, L2 e
L3), em mangues nas regides de Guaruja e Cubatdo, municipios da Baixada Santista (Figura
3.1). A escolha dos locais de amostragem decorreu da hipotese de altos niveis de CO, e CH,4
nesses locais, devido a decomposicdo de arvores caidas, folhas e matéria organica. As
amostras foram coletadas no més de novembro de 2016, pelo pesquisador Dr. Bruno Karolski
do Centro de Pesquisas em Meio Ambiente (CEPEMA), diretamente em tubos Falcon de 50
mL ou com auxilio de uma colher de metal, e foram mantidas a temperatura ambiente até a
chegada ao laboratorio. O processamento das amostras foi feito assim que possivel, a fim de
preservar as espécies ali presentes e aumentar as chances de encontrar diferentes

microrganismos.
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Figura.3.1 Imagem de satélite dos locais de amostragem proximos as costas de Santos e Guaruja

llha

Piagaguera llha dos

Fonte: Google Earth

3.2.2 Enriquecimento e pré-selecao sob 30% de CO>

Volumes de 1 mL de cada amostra, ou uma alcada para as de sedimentos, foram
adicionados em tubos de ensaio estéreis contendo 9 mL de meio de cultura sintético WC
(Tabela 3.1) (ANDERSEN et al., 2004). Os tubos com as amostras de cada local receberam a
seguinte denominagdo: L para amostras coletadas do liquido na superficie, SL para amostras
do liquido submerso com sedimentos e Sed para as amostras de sedimentos. A numeracao
refere-se aos diferentes locais (1 e 2 para as amostras coletadas proximas a Guaruja, e 3 para
as amostras coletadas na regido de Cubatdo) e as letras (A, B e C) as triplicatas da mesma
amostra inicial (Tabela 3.2). Os 15 tubos inoculados foram alocados em incubadora com
temperatura controlada a 28°C e sistema com iluminagdo por LED na faixa 25 pumol fotons s
'm, com controle de fotoperiodo 14h/10h claro/escuro. As microalgas crescidas nos tubos
foram repicadas a cada 30 dias, transferindo 1 mL para outro tubo contendo meio fresco. Esta
etapa consistiu no enriquecimento, até a observacdo qualitativa de rapido crescimento nos

tubos.



Tabela 3.1 Composicdo do meio de cultura sintético WC

57

Meio sintético WC

Componente SZJIUE?O d(IeET—tlzgl;e Volume (mL) %%nrf;gr?r%%(: Eﬂ?l
NaNO; 85,01 1 1,00x10°
CaCl,.2H,0 36,76 1 2,50x10™
MgS0,.7 H,0 36,97 1 1,50x10™
NaHCOs 12,60 1 1,50x10™
Na,Si03.9 H,O 28,42 1 1,00x10™
K,HPO, 8,71 1 5,00x10™
Tracos de Metais - 1 5,00x107

Solucdo de metais tracos

1% Solucao Estoque

Concentracao final

Componente (g L' de H,0) Quantidade usada no meio (mol L)
NaEDTA.2H,0 - 4,36 ¢ 1,17x10”
FeCls.6 H,0 - 3,15¢g 1,17x107
CuS04.5 H,0 10,0 1mL 4,01x10°
ZnS0,.7 H,0 22,0 1mL 7,65x10°
CoCl,.6 H,0 10,0 1mL 4,20x10°®
MnCl,.4 H,0 180,0 1mL 9,10x10”
Na;M004.2 H,0 6,0 1mL 2,48x10°
HsBOs - 1,09 1,62x10”

Fonte: ANDERSEN et al. (2004)

Tabela 3.2 Nomenclatura das amostras coletadas para crescimento de microalgas

L1A L2A
Liquido | L1B Liquido L2B
Local 1 e Local 2 L2C
SL1A SL1A
Sedimento | SL1B Sedimento SL1B
SLiC SL2C
Liquido L3
Local 3 | Liquido submerso | SL3
Sedimento Sed3

A etapa de pré-selecdo consistiu em pré-selecionar consorcios de microalgas que
cresceram em atmosfera sob 30% de CO,, controlada utilizando um fluxdmetro massico de

gases (Brooks Instruments, modelo 5850E). Numa tentativa de se obter diferentes consércios,
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trés abordagens foram utilizadas, viariando algum parametro em cada uma (Figura 3.2). Em
todas elas, frascos de 1.150 mL com vedacdo para gas foram preenchidos com 200 mL de
meio WC liquido.

Figura 3.2 Esquema de pré-selecdo de consércios de microalgas sob atmosfera a 30% de CO,

Misturador
de gases

Fluxdmetros

£\ Vialvulas Mix 0 Mix 1 Mix 2
*TRIS (pH 7,7) * Sem tampao * Tampao fofato-salino
COZ ar * Amostras com * Amostras com * Amostras com i
mesmos volumes mesma mesma concentragdo
concentragao * Borbulhamento com
CO, por 1h

Ao primeiro frasco (mix 0), contendo tampao Tris (pH 7,7), foram colocados 2 mL do
conteldo de cada tubo contendo as microalgas. Ao segundo (mix 1), sem tampéo, foram
colocados volumes diferentes de cada tubo, de modo que as concentracdes finais no frasco
(medidas de DOggonm) fossem iguais, para ndo favorecer o crescimento de nenhuma espécie
possivelmente presente em maior quantidade. O terceiro frasco (mix 2) foi semelhante ao
segundo, exceto pela presenca de tampéo fosfato-salino pH 7,4 (KH,PO, 0,008 mM e
K,HPO, 0,042 mM). As culturas foram crescidas em incubadora com temperatura controlada
a 28°C e sistema com iluminagdo por LED na faixa de 25 pumol fétons s'm™, controle de
fotoperiodo 14h/10h claro/escuro e agitacdo a 120 rpm. A atmosfera no interior dos frascos
foi trocada a cada 24 horas, passando ar enriquecido com 30% de CO,, por 3 min, no espaco
livre de liquido no frasco, exceto pelo mix 2, ao qual o ar enriquecido com CO, era
borbulhado por 1 h diariamente. Essa troca de atmosfera foi realizada para manter a
concentracdo de CO; nos frascos aproximadamente constante durante todo o processo.

Foram realizados 4 repiques em cada frasco, em média a cada 10 dias, adicionando 20

mL de inéculo (repique anterior) em 200 mL de meio de cultura novo esteéril, obtendo-se ao
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final de 4 repiques um consorcio de microalgas, o qual resistiu as condi¢cdes de CO, impostas.

Os consorcios finais, mix 0, mix 1 e mix 2, foram utilizados na seguinte etapa de isolamento.

3.2.3 Isolamento das microalgas

O processo de isolamento foi uma combinacdo de técnicas seguindo as metodologias
em ANDERSEN e KAWACHI (2005). Aliquotas de 200 pL de cada amostra liquida, ou uma
alcada para as de sedimentos, foram espalhadas em placas de Petri contendo meio de cultura
W(C solido com 1,5% de agar. Plagueamentos sucessivos a partir de uma Gnica colonia, e até
que colbnias bacterianas ndo se desenvolvessem, resultaram no isolamento de diferentes
cepas. As colbnias que cresceram foram transferidas para tubos com meio liquido e
posteriormente para frascos de 125 mL. Em todas as etapas do isolamento, incluindo o
enriquecimento em tubos, as amostras foram monitoradas por microscopia optica (Axio Scope
Al, Carl Zeiss) para verificar a morfologia das microalgas.

Considerando que em algumas placas o isolamento ndo foi efetivo, principalmente
pela presenca de fungos, optou-se por realizar também o método com uso de antibidticos
(estreptomicina e ampicilina) e antifangico (anfotericina-b), na tentativa de eliminar bactérias
e fungos que crescem com muita rapidez em meio solido, dificultando o isolamento. A fim de
se verificar a porcentagem de in6culo (consorcios) que a presenca de antibiotico e antifingico
ndo causa a morte das células, realizou-se o seguinte experimento. Em placa estéril de 24
pocos, colocou-se em cada po¢o quantidades suficientes para um volume final de 2 mL de
meio de cultura, indculo (variando a porcentagem de 5 a 20%) e antibidtico (estreptomicina
100 pg mL™ e ampicilina 100 ug mL™) ou antibiético/antifingico (anfotericina-b 2,5 pg
mL™). Foram testados como inéculo os consércios mix 0 e mix 1. O esquema do experimento
estd ilustrado na Figura 3.3. Apo6s 24 h do inbculo, as amostras de cada pogo foram
plaqueadas em placas de Petri e, apds crescimento, transferidas para tubos e posteriormente

para frascos de 125 mL.
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Figura 3.3 Esquema do experimento de crescimento de microalgas em placa de 24 pogos com diferentes
porcentagens de indculo na presenca de antibidtico e/ou antifungico.

Legenda:
/ Controle mix 0 - sem
Coluna 1 s o
antibiético e antiflngico
A
Coluna 2 Mix 0 com antibidtico e
@ antifungico
8 Coluna 3 | Mix 0 com antifiingico
Q O O O Q Coluna 4 | Mix 0 com antibiético
Controle mix 1 - sem
Coluna 5 G e
/ antibidtico e antifungico

Mix 1 com antibidtico e
Coluna 6 A
antifungico

Y
mix 0 m|x 1

3.24 Anilise do perfil proteico das microalgas isoladas

As amostras dos isolados e do consorcio mix 1 (ap6s cultivo com antibidtico para
eliminar bactérias) foram secas em concentrador a vacuo (CentriVap, Labconco) e re-
suspensas com uma solucdo 50% acetonitrila e 0,1% (v/v) de &cido trifluoracético (TFA).
Cerca de 1 pL de cada amostra foi colocado em cada spot da placa de amostragem de aco
polido (modelo MTP 384, Bruker Daltonics). Apds completa secagem a temperatura
ambiente, adicionou-se sobre a amostra 1 pL da matriz solugdo saturada de acido a-Ciano-4-
hidroxicinamico (HCCA). Foram feitos trés spots para cada amostra. Novamente, apés
completa secagem, a placa foi inserida no equipamento para a analise do perfil proteico. O
equipamento utilizado foi um espectrometro de massas Ultraflextreme (Bruker) com fonte de
ionizacdo do tipo MALDI (laser smartbeam gerando ions positivos ou negativos) e analisador
do tipo TOF (tempo de voo). As analises foram conduzidas em modo linear com frequéncia
de 2000 Hz, voltagem de aceleracdo de 25 kV para a segunda fonte de ions no eletrodo. Antes
da aquisicdo dos espectros, o equipamento foi calibrado com uma mistura de proteinas
(Protein Standard 1) com massas na faixa de 2 a 20 kDa. Cada espectro foi coletado
manualmente em modo ion positivo com uma média de 10.000 shots, e o intervalo de massas
analisado foi de m/z 2 a 20 kDa (razdo massa/carga). Os espectros obtidos de cada spot foram

avaliados utilizando o software Flex Analysis de acordo com os seguintes parametros: limite
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de sinal a ruido (S/N) como 2, limite de intensidade do sinal minimo como 600 e resolucdo de
pico superior a 400.

3.2.5 Extracao de DNA, sequenciamento e identificacao das microalgas

A extragdo de DNA dos isolados de microalgas foi feita com a biomassa concentrada,
previamente cultivada por 48 h, e utilizando-se o kit de extracdo de DNA GenElute Plant
Genomic DNA Miniprep kit (Sigma-Aldrich) seguindo as instrugdes do fabricante.
Resumidamente, as células foram primeiramente rompidas por congelamento em nitrogénio
liquido e maceracgdo, seguido de lise celular com solucéo digestora a 65°C, precipitacdo dos
debris celulares, filtracdo do lisado, purificacdo e concentracdo do DNA em coluna de
separacéo e, por ultimo, eluicdo do DNA (50 pL), o qual foi mantido a -20°C até a etapa
seguinte. Cada amostra de DNA foi analisada em NanoDrop (DeNovix) para verificar a
concentracéo e a pureza.

Em seguida, o DNA de cada amostra foi amplificado por reacdo de polimerase em
cadeia (PCR). Toda esta etapa foi realizada pela pesquisadora Dra. Louise Hase Gracioso no
laboratério do CEPEMA. Utilizou-se um termociclador (Master Cycler, Eppendorf), seguindo
o procedimento: 95 °C por 5 min , 35 ciclos de 95°C por 1 min, 64°C por 1 min, 72°C por 1
min. As misturas de reacdes consistiram de 1uL do DNA gendmico (aproximadamente 50
ng), 25 pL da mistura de reacdo contendo a enzima Taq polimerase para reacdo de PCR com
MgCl,, 1 puL do Foward Primer (10 uM), 1 uL do Reverse Primer (10 uM) e agua Milli-g
autoclavada para completar um volune final de 50 puL . Foram utilizados os primers 1TS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) e ITS5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG).

A eficiéncia da amplificacdo foi verificada através de eletroforese em gel contendo
0,8% de agarose. A etapa de sequenciamento das regides amplificadas foi realizada no
laboratério GaTE Lab (Genomics and Transposable Elements Lab) do Departamento de
Boténica do Instituto de Biociéncias da USP. A sequéncia obtida do gene ITS foi analisada
pelo sequenciador de DNA ABI modelo 3130 (Applied Biosystems, California, EUA) e o kit
de sequenciamento ABI Prism (Big Dye Terminator Cycle Sequencing kit V3.1, Perkin-
Elmer). Os resultados das sequéncias (APENDICE A) foram alinhados e comparados com
sequéncias conhecidas do banco de dados BLAST utilizando o servidor National Center for

Biotechnology and Information (NCBI) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Pré-selecao e isolamento de microalgas tolerantes a CO-

A pré-selecdo a 30% de CO; resultou em trés consorcios, mix 0, mix 1 e mix 2, cujas

imagens estdo na Figura 3.4.

Figura 3.4 Imagens de microscopia optica, em diferentes aumentos, dos consércios de microalgas (mix 0 -
aumento 400X, mix 1 - aumento 200X e mix 2 - aumento 100X

A Figura 3.5 apresenta imagens de trés placas de Petri contendo colonias de
microalgas e dos frascos com microalgas em meio liquido.

Figura 3.5 Microalgas cultivadas em meio s6lido em placas de Petri (a) e liquido em frascos agitados (b)
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A etapa de isolamento resultou nos isolados SL2C, SL1B, L3 e C4 (o ultimo resultante
do experimento ilustrado na Figura 3.3), 0s quais, ap0s cultivo em frascos agitados,
apresentaram visualmente melhor crescimento frente aos outros, sem contaminagdes por
bactérias e/ou fungos, tanto em meio liquido quanto em meio sélido.

O local de amostragem das microalgas (mangues na regido de Cubat&o) e as etapas de
enriquecimento, pré-selecdo e isolamento foram essenciais para a obtencdo de cepas
tolerantes a CO,. Mangue é um conjunto de vegetacdo costeira, normalmente ocorrente na
regido de encontro de &gua de rio e marinha. Em mangues, a supersaturacdo de CO, com
respeito ao equilibrio atmosférico na superficie da dgua é normalmente observada, apesar de
todo o ecossistema (sedimento, dgua e vegetacdo) ser fonte de CO, (BORGES et al., 2003).
Além disso, a regido de Cubatdo € conhecida pelos altos indices de poluicdo devido a
industrializagdo e ocupagdo humana desordenada, principalmente na década de 80, de forma a
alterar ao longo dos anos as areas de manguezais na regido (CORDEIRO; COSTA, 2010).
Assim, microalgas dessa regido provavelmente ja se encontram adaptadas a niveis mais
elevados de CO, e, portanto, apresentam maior robustez frente as linhagens comerciais
(KATIVU et al., 2012).

Um estudo (LI et al., 2015) utilizou uma abordagem semelhante a utilizada neste
trabalho de evolucdo adaptativa em laboratorio, total de 97 dias, com Chlorella sp. sob 10 e
20% de CO,. Os autores compararam as cepas evoluidas com a original e verificaram que
ambas as cepas evoluidas cresceram rapidamente sob 30% de CO,. A concentracdo maxima
de biomassa da cepa evoluida sob 10% de CO, foi de 3,68 g L™, quase trés vezes maior do
que a obtida com a cepa original. O estudo das da composic¢éo bioquimica dessas células de
Chlorella sp. provou que a técnica de evolugdo adaptativa forneceu uma abordagem eficaz

para melhorar a tolerancia a CO, dessas microalgas.
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3.3.2 Analise do perfil proteico

As células intactas de microrganismos produzem um espectro de proteinas
conservadas geneticamente que sdo como uma impressao digital. A espectrometria de massas
das proteinas conservadas € uma forma de identificar o perfil proteico de cada amostra e
verificar a compatibilidade entre elas (ANDRADE et al., 2015).

A espectrometria de massas com ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz
(MALDI) é uma técnica utilizada para a rapida obtencao do perfil de proteinas geneticamente
preservadas (MURUGAIYAN et al., 2012). Para microalgas, esta técnica ainda se encontra
nos estagios iniciais, com poucos estudos reportados. MURUGAIYAN e colaboradores
(2012) relataram o uso da técnica de MALDI com matriz de HCCA para analisar proteinas
extraidas com &cido férmico 70% e acetonitrila (50:50, v/v) a partir de microalgas dos
géneros Phototheca spp. e Chlorella spp.. Em outro estudo (ANDRADE et al., 2015), a
eficiéncia de diferentes sistemas de matrizes e solventes foram testados para a identificacao
do perfil proteico de microalgas utilizando a técnica de MALDI-TOF, durante as diferentes
fases de crescimento das espécies Chlorella vulgaris, Chlorella sp., Desmodesmus sp.,
Monoraphidium sp. e Oocystis sp. Os perfis obtidos para cada espécie em diferentes fases de
crescimento foram similares entre si e, portanto, essas proteinas foram consideradas
preservadas.

Neste trabalho, a mesma técnica foi aplicada utilizando-se a matriz HCCA apos a
extracdo das proteinas das microalgas com solugdo 50% acetonitrila e 0,1% (v/v) TFA.
Comparou-se o perfil proteico das microalgas isoladas, ainda néo identificadas por outras
técnicas, SL1B, SL2C, L3 e C4, além do consorcio mix 1. Os perfis dos espectros de massas

obtidos estdo apresentados na Figura 3.6.
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Figura 3.6 Espectros de massas do tipo MALDI-TOF das microalgas isoladas SL1B, SL2C, L3 e C4 e do
consarcio de microalgas mix 1
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Nos espectros das diferentes linhagens nota-se que nenhum dos picos mais
pronunciados para cada uma coincidem entre si. 1sso indica que cada amostra pode se tratar
de uma microalga diferente, baseado na diferenca entre os perfis proteicos (ANDRADE et al.,
2015). Ja no caso do consoércio, mix 1, observou-se maior semelhanca do seu espectro de
massas com o da microalga L3, com o0s principais picos coincidindo. Isso indica que,
provavelmente, este consorcio é composto principalmente por essa microalga. Apesar dessa
técnica ser relativamente rapida de ser realizada, apos ja implementadas as condicGes de
analise, e de fornecer informacg6es importantes quanto ao perfil proteico de microrganismos, a
exata identificacdo das microalgas, e portanto a confirmacéo de espécies diferentes, s6 pode

atualmente ser feita por procedimentos de biologia molecular.
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3.3.3 Identificacdo das microalgas isoladas por biologia molecular

O DNA extraido de cada microalga isolada foi quantificado por medidas de
absorbancia a 260 nm pelo equipamento NanoDrop e avaliado segundo o parametro de pureza

da relagéo entre absorbancia a 260 nm e a 280 nm (Azs0/A2g0) (Tabela 3.3).

Tabela 3.3 Concentracdo de DNA extraido, Axsy € Azgo/ Azgo das microalgas isoladas

Nag]rgst?aa Asso Avsol Ao Concer{;‘rggsﬁ_g]e DNA
SL2C 0,6089 1,71 30,446
SL1B 0,7156 1,50 35,779
L3 0,9048 1,77 45,240
C4 0,9766 1,38 48,832

A faixa de concentracdo de DNA entre 30 e 50 ng pL™ é considerada adequada para o
posterior uso dessas amostras. O parametro de qualidade Azgso/Azgo pode indicar a presenca de
contaminantes nas amostras. Resultados de Azso/Azgo entre 1,6 e 2,0 indicam boa qualidade do
DNA, apesar de valores um pouco abaixo de 1,6 ndo inviabilizarem o0 uso das amostras,
dependendo da aplicacdo (ZIMMERMANN; LUTHY; PAULI, 1998). Neste quesito, somente
as amostras SL1B e C4 estdo um pouco abaixo da faixa de qualidade adequada. Apesar disso,
todas as amostras foram utilizadas nas etapas seguintes de amplificacdo e sequenciamento.

Apds a amplificacdo do DNA foi feito um gel de eletroforese em agarose 0,8% para
verificar a presenca das bandas (Figura 3.7), e para todos os isolados o resultado foi positivo,
0 que significa que todos foram corretamente amplificados. As regides do DNA amplificadas
foram sequenciadas e os resultados das sequéncias alinhados e comparados com sequéncias
conhecidas utilizando o banco de dados BLAST. Os resultados estdo na Tabela 3.4, bem

como a imagem por microscopia 6ptica de cada uma.

Figura 3.7 Gel de eletroforese para verificagcdo das bandas de DNA apés amplificacdo por PCR

.
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Tabela 3.4 Identificacdo por analise de sequéncias de DNA das microalgas isoladas. As imagens por microscopia
Optica foram obtidas com aumento de 400X

Imagem por Microrganismo com

Nome da . . O Similaridade
amostra microscopia maior similaridade na (%)
base de dados BLAST )
SL2C Chlorella vulgaris 99
SLIB i sl : :
L3 e " . Parachlorella kessleri 100
e > : ~.§'
i -4
C4 S %~ | Scenedesmus sp. 99
LI Q o~
,"Q - ;

Os tamanhos das sequéncias resultaram em cerca de 600 pares de bases e a cobertura
variou de 94 a 100%. Os isolados foram atribuidos a diferentes espécies: Chlorella vulgaris,
Parachlorella kessleri e Scenedesmus sp. com 99% ou 100% de similaridade. No entanto, ndo
foi possivel identificar a microalga SL1B utilizando o banco de dados da NCBI. Os resultados
forneceram similaridade de 95% com o filo Clorophyta (cobertura de 93%), 93% com a
ordem Sphaeropleales (cobertura de 100%) e 86% com o género Scenedesmus spp. (cobertura
de 92%). Apesar disso, a sequéncia foi considerada adequada, podendo surgir algumas
hipbteses: pode-se tratar de uma nova espécie de microalga, ou cuja sequéncia ainda nédo
tenha sido depositada no banco de dados, ou ainda outros primers poderiam ser sugeridos
para o0 sequenciamento de outras regifes do DNA.

Em geral, a identificacdo das espécies por sequenciamento de regides do DNA
conferiu com as respectivas morfologias observadas por microscopia Optica e com as
descri¢des na literatura sobre cada espécie. Como o foco deste trabalho ndo era identificar as
espéecies percententes aos consorcios (mix 0, mix e mix 2), e sim as isoladas, estes
permaneceram somente como um “‘estoque” para trabalhos futuros. A dificuldade dos

consarcios é manté-los com a mesma composicao por longos periodos, entdo para 0s ensaios
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cinéticos (descritos nos capitulos seguintes) essa variabilidade ndo é interessante. Apesar
disso, consoércios de microalgas tolerantes a CO, j& foram reportados. Em um estudo, um
consorcio isolado de uma estacdo de tratamento de aguas residuais composto por Chlorella
sp., Scenedesmus sp., Sphaerocystis sp. e Spirulina sp. mostrou crescer bem com até 50% de
CO, (BHAKTA et al., 2015).

As microalgas dos géneros Chlorella spp. e Scenedesmus spp. sdo conhecidas como
tolerantes a CO,, chegando a crescer sob concentracfes maximas de CO, de 40% e 80%,
respectivamente (SALIH, 2011).

O género Scenedesmus spp. € comumente encontrado em diversos tipos de aguas
residuais, sendo um dos mais comuns dos géneros de algas verdes, além de um dos primeiros
a colonizar um ambiente (BICUDO; MENEZES, 2006). Elas séo principalmente unicelulares
ou multiplos de dois e variam no fendtipo. Alteracbes morfologicas podem ocorrer por
alteracfes na concentracdo de nutrientes, pH ou devido a substancias quimicas liberadas. Esse
género também ¢é considerado um dos mais importantes para a matéria-prima de
biocombustivel devido a capacidade das microalgas em crescer em varios tipos de aguas
residuais e pelo alto teor de biomassa, contendo principalmente lipideos e carboidratos
(PANCHA et al., 2014).

A microalga verde C. vulgaris foi descrita pela primeira vez em 1890 por Beijerinck
como a classica "bola verde", isolada de um lago raso perto de Delft, na Holanda (KRIENITZ
et al., 2004). Ela é uma das que apresentam crescimento mais rapido e é amplamente
cultivada e utilizada na producdo de alimentos e racBes, bem como no tratamento de aguas
residuais industriais e gases de combustdo. O género Chlorella spp. é capaz de crescer em
condigdes autotrdficas, heterotroficas e mixotroficas e também tem potencial para produzir
pigmentos comercialmente interessantes. Sua robustez, alta taxa de crescimento e alto teor de
lipideos neutros fazem deste género um promissor a producéo de bioenergia (FU et al., 2019).

A microalga P. kessleri apresenta caracteristicas morfologicas bem descritas e
observadas por diferentes tipos de microscopia (GAO et al., 2017). Sob microscopia éptica,
GAO e colaboradores observaram células unicelulares, verde-amarelas, esféricas e com 5 a 15
um de didmetro. O cloroplasto era Unico, laminado, irregular, e ocupava o espaco principal da
célula com um grande pirenoide. Pirenoides sdo micro-compartimentos sub-celulares
encontrados nos cloroplastos de muitas algas, associados ao mecanismo de concentracdo de
carbono, tendo como principal fungdo agir como centro de fixacdo de CO,, mantendo um
ambiente rico em CO, em torno da enzima RuBisCO. Sob microscopia eletronica de
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varredura, as paredes das células pareciam lisas ou com regiGes irregulares. Sob microscopia
eletronica de transmissdo, as paredes celulares eram transparentes. O nicleo em cada célula
estava envolvido e continha um nucléolo evidente. As lamelas irregulares de cloroplasto
estavam dispostas ao redor do interior das paredes das células com um pirendide com
involucro de amido. O invélucro de amido consistia em varios grdos de amido elipticos e
atravessava um ou dois tilacdides. Além disso, a mitocondria, o aparato de Golgi e o reticulo
endoplasmatico podiam ser vistos com clareza. A Figura 3.8 apresenta as imagens por

microscopia eletrdnica de transmissao do trabalho de (GAO et al., 2017).

Figura 3.8 Imagens obtidas por microscopia eletrénica de transmisséo da P. kessleri (S - grdos de amido, M -
mitocdndria, N - nucleo, ER - reticulo endoplasmético, Chl - lamela de cloroplasto, LG - glébulos lipidicos, Py -
pirenoide, SS - invélucro de amido, n - nucléolo, CW - parede celular, G - aparato de Golgi)

w

Fonte: GAO et al. (2017)

3.4 CONCLUSAO

Os processos de pré-selecéo e isolamento de microalgas tolerantes a CO,, coletadas
em regibes de mangue, foram eficientes para a obtencdo de culturas puras e robustas e
constituiu a primeira e mais importante etapa de todo o trabalho, sem a qual néo existiria
material para as etapas seguintes. O processo, com dura¢do de aproximadamente um ano,
resultou no isolamento de quatro espécies diferentes de microalgas, das quais trés foram
identificadas como C. vulgaris, P. kessleri e Scenedesmus sp.. Além disso, foram obtidos trés
consorcios de microalgas tolerantes a CO,, 0s quais podem ser utilizados em trabalhos

futuros.
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CAPITULO 4

ESTUDO CINETICO E PRODUCAO DE LIPIDEOS DE
MICROALGAS SOB DIFERENTES CONCENTRACOES DE CO:

41 INTRODUCAO

Apesar das microalgas fototroficas utilizarem CO, durante a fotossintese para
crescimento e producdo de biomassa, altas concentracBes de CO, podem diminuir ou até
inibir esse crescimento, provavelmente devido ao baixo pH e mudancgas na saturacdo de
oxigénio, o que serdo discutidos posteriormente. No entanto, algumas microalgas podem
tolerar mais CO, do que outras, e de acordo com essa capacidade elas podem ser agrupadas
em sensiveis a CO; (< 2 a 5% de CO,) ou tolerantes a CO, (de 5 a 20% de CO,) (KASSIM,;
MENG, 2017). Dessa forma, diversos autores orientaram suas pesquisas na definicdo de
concentracdes 6timas de CO, no gas de alimentacdo do cultivo de microalgas (CHIU et al.,
2008). O principal ponto considerado foi que de um lado CO; ndo deve alcancar a maior
concentracdo que inibe o crescimento, e do outro a concentra¢do ndo deve ser baixa a ponto
de limitar o crescimento. Essas concentracdes minima e maxima variam de espécie para
espécie (SALIH, 2011).

Uma busca na base de dados Web of Science da Clarivate Analytics, utilizando como
palavras-chave ‘high CO,-tolerant microalgae’, forneceu informagdes sobre o numero de
publicacdes por ano, com uma média de 3 a 4 publica¢es nos anos 2000 e 2001. Depois, esse
namero sé comegou a aumentar a partir de 2012 até uma média de 10 publicagdes por ano, e
manteve-se relativamente constante até 20109.

Um relatério fornecido pela Oilgae, empresa do ramo de biocombustiveis a partir de
algas, forneceu uma reviséo a partir de estudos, anteriores ao ano de 2000, sobre a tolerancia a
CO, de vaérias espécies de algas para uso junto a plantas industriais, com o intuito de reduzir
as emissdes de CO, nesses locais (Tabela 4.1) (ONO; CUELLO, 2003). Este parece ser o
primeiro e mais citado estudo de revisdo relacionando diferentes espécies de microalgas com

a tolerancia maxima a CO, conhecida. Apesar de algumas espécies serem capazes de crescer
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em concentragcbes de CO, muito elevadas (acima de 40%) ou mesmo em CO; puro, as
maiores taxas de crescimento foram observadas, em geral, de 5 a 20% de CO;, (ONO;
CUELLO, 2003). Trabalhos mais recentes também indicaram microalgas capazes de crescer
em concentracdes elevadas de CO, (de 20 a 50%) (KASSIM; MENG, 2017; KATIVU et al.,
2012; MEIER et al.., 2015; VAN DER HA et al., 2012), porém as maiores taxas de
crescimento, em geral, também foram observadas de 5 a 20% de CO..

Tabela 4.1 Tolerancia a CO, de diversas espécies de microalgas reportadas em estudos anteriores ao ano 2000

Concentracao
Microalga maxima de CO; Referéncia

conhecida (%)
Cyanidium caldarium 100 SECKBACH et al. (1971)
Scenedesmus sp. 80 HANAGATA et al. (1992)
Chlorococcum littorale 60 PESHEVABONEVA et al. (1992)
Synechococcus elongates 60 MIYAIRI (1995)
Euglena gracilis 45 NAKANO et al. (1997)
Chlorella sp. 40 HANAGATA et al. (1992)
Eudorine spp. 20 HANAGATA et al. (1992)
Dunaliella tertiolecta 15 NAGASE et al. (1998)
Nannochloris sp. 15 NEGORO et al. (1991)
Chlamydomonas sp. 15 MIURA et al. (1993)
Tetraselmis sp. 14 MATSUMOTO et al. (1995)

Fonte: ONO; CUELLO (2003)

Além de avaliar a tolerancia de microalgas a altas concentracfes de CO,, visando
aplicacdes industriais, é importante também avaliar a composi¢do quimica das microalgas,
principalmente a lipidica, com potencial para produgdo de produtos de alto valor
(BOROWITZKA, 2013). Sabe-se que a producdo de lipideos intracelularmente por
microalgas aumenta quando cultivadas sob condi¢cdes de estresse, como limitacdo de
nutrientes ou alteracbes na intensidade luminosa (LI et al., 2014). Nesse sentido, altas
concentragdes de CO, também foram avaliadas como uma condicdo de estresse com potencial
para induzir a producdo de lipideos intracelulares em microalgas (SUN; CHEN; DU, 2016).

Neste capitulo, serd discutida a resposta das microalgas a condi¢des de CO; limitado
(0,04%) e a diferentes concentracfes de CO, (5, 15 e 30%), através das cineticas de

crescimento, producdo de biomassa e composi¢do de &cidos graxos, sem limitacdo de
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nutrientes. Nesse sentido, a Unica estratégia para induzir a formacao de lipideos a ser avaliada
sera a utilizacdo de concentracGes de CO, elevadas. Ao final deste estudo, pretende-se
verificar quais espécies das microalgas isoladas conseguem crescer mais rapido, em que faixa
de concentracdo de CO,, quanto é a producdo de biomassa nas diferentes condicdes e qual a
composi¢do de acidos graxos. Assim, uma vez selecionadas as espécies mais promissoras,
estas serdo cultivadas em fotobiorreator nas condi¢Ges de CO, étimas, a fim de monitorar e
controlar outros pardmetros importantes para 0 processo.

Como neste estudo o Unico pardmetro que varia entre os cultivos é a concentracao de
CO, no gas, 0s outros pardmetros como temperatura, luminosidade e agitacdo mantiveram-se
constantes e foram baseados nos valores médios reportados para diferentes microalgas e dos
locais de onde foram isoladas. Além disso, optou-se por utilizar um fotoperiodo de 14h/10h
(claro/escuro) a fim de maximizar a fase clara sem alterar muito as condigdes “reais” dos

locais onde as amostras foram coletadas.

42 MATERIAIS E METODOS

421 Avaliacao das intensidades luminosas na incubadora

Previamente aos ensaios cinéticos sob diferentes concentracfes de CO, foi necessario
avaliar a intensidade luminosa nas diferentes posi¢des na incubadora rotacional (Infors HT),
ja que este parametro nao deve se alterar entre os cultivos. Para isso, utilizou-se a microalga
Scenedesmus sp., somente para fins de comparacéo. Oito frascos de 500 mL contendo 200 mL
de meio WC liquido foram inoculados com a microalga a uma DOgg inicial de 0,1 e
tampados com rodilhdo de algoddo, que permite troca gasosa constante. Utilizou-se um
luximetro (CEM DT-1301) para medir a intensidade luminosa em cada uma das oito posi¢des
da incubadora (Figuras 4.1 e 4.2). Os frascos foram incubados com agitacdo a 120 rpm,
temperatura de 28°C e luminosidade controlada com fotoperiodo de 14h/10h (claro/escuro). O
crescimento das microalgas foi monitorado a cada 24 h por 14 dias, atraves de coletas de 2
mL para quantificar a producdo de biomassa por medidas de absorbancia a 680 nm em
espectrofotbmetro (UV-2600, Shimadzu).
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Figura 4.1 Esquema representativo da incubadora Infors HT, evidenciando as posic¢oes
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Figura 4.2 Frascos inoculados com a microalga Scenedesmus sp. para avaliar o efeito da intensidade
luminosa na incubadora rotacional Infors HT

422 Cinéticas de crescimento sob diferentes concentra¢oes de CO>

Foram realizados 0s ensaios cinéticos, em duplicatas, com as microalgas isoladas P.
kessleri, C. vulgaris e Scenedesmus sp. para a avaliacdo das cinéticas de crescimento em
diferentes concentraces de CO; (0,04 (ar), 5, 15 e 30% de CO,), conforme método adaptado
de MEIER et al. (2015). Frascos de 1150 mL vedados e com entrada e saida para gases
(Figura 4.3) foram abastecidos com 200 mL de meio WC liquido e 20 mL de indculo,
calculado para DOeggonm inicial de 0,1, suficientemente baixa para acompanhar a fase de
crescimento exponencial (CHIU et al.,, 2008). Utilizou-se ar enriquecido com CO,
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(proveniente de cilindro com pureza de 99,998%) em diferentes proporcdes, obtido utilizando
um fluxémetro massico de gases (Brooks Instruments, modelo 5850E). Em cada frasco, a
mistura de gases saturou a atmosfera em seu interior, passando com vazao total de 500 mL
min? por aproximadamente 3 min. Essa troca de atmosfera foi realizada diariamente,
garantindo que a concentracdo de CO; nos frascos fosse aproximadamente constante. Os
ensaios com ar (0,04% CO;) foram realizados com rodilhdo, ao invés do sistema com
vedacdo a gas, perimitindo troca gasosa constante. A Figura 4.4 esquematiza essa etapa. Os
frascos foram alocados em incubadora rotacional (Infors HT) com agitacdo a 120 rpm,
temperatura de 28°C e luminosidade de aproximadamente 25 pmol s™m? (14h/10h
claro/escuro). O crescimento das microalgas foi monitorado a cada 48 h por 14 dias, através
de coletas de 2 mL de amostra para quantificar a producdo de biomassa por medidas de
absorbancia a 680 nm, que podem ser relacionadas com a concentragdo em massa seca através
de uma curva de calibracdo. Para a obtencdo da concentragdo em massa seca, as amostras
foram centrifugadas em microcentrifuga (Mini-Spin, Eppendorf) a 12.000g, separadas do
sobrenadante, congeladas por 12 h a -80°C e entéo liofilizadas (LabConco, modelo FreeZone
4,5 L), para pesar a massa seca final, sendo posteriormente armazenadas em geladeira a 4°C

para testes futuros.

Figura 4.3 Sistema experimental dos ensaios cinéticos a diferentes concentragdes de CO,
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Figura 4.4 Esquema ilustrativo do abastecimento da atmosfera no interior do frasco com mistura de ar e CO, nas
devidas proporc¢des (tamanhos ndo correspondentes com 0s reais)
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4.2.3 Célculo dos parametros cinéticos de crescimento

A partir dos dados de massa seca de células e de volume de amostra coletados, foram
calculadas as concentragdes celulares (X) ao longo do cultivo: X (g L™) = massa seca de
células (g) / volume coletado (L). Com esses dados, pode-se obter a producdo méaxima de
biomassa para cada cultivo. A partir das cinéticas de crescimento é possivel obter as

velocidades especificas de crescimento (), dadas pela Equacgéo 4.1.
1 dx

=37 4.1)
Na fase exponencial, p é maximo, constante e vale (InX — InX,)/At. Dessa forma, a
velocidade especifica maxima de crescimento (umax) € Obtida pelo coeficiente angular da reta
tracada entre os pontos equivalentes a fase exponencial do gréafico de In (X) em fungdo do
tempo para cada curva de crescimento. Como existe uma relagéo linear entre as medidas de
absorbancia (DOegsonm) € de concentracdo celular, uma simplificacdo para a obtencdo de pmax
diretamente a partir das medidas de DO é tracar a reta entre os pontos referentes a fase
exponencial no grafico de In(DO) em funcdo do tempo. Tal relagdo linear foi comprovada
tracando-se os gréaficos de DOggonm em funcdo de X (g L™) (item 4.3.3). Assim, o método

simplificado para obtencéo de pumax foi adotado.



76

424 Extracao dos lipideos

Existem diversos métodos de determinacdo de lipideos. Neste estudo, optou-se pelo
método cléssico Bligh & Dyer adaptado (BLIGH; DYER, 1959), amplamente conhecido para
a extracdo dos lipideos totais, e posterior reacdo de esterificacdo para avaliar a composi¢do
dos acidos graxos. As extraces foram feitas a partir de 100 mg de massa seca de microalga
(liofilizada e macerada). Neste método, a biomassa em po6 foi diluida com 2,5 mL de
cloroférmio/metanol (1/2, v/v) (Figura 4.5.a) e passada para um tubo de vidro fechado
colocado em banho ultrassénico (Eco-Sonics) a temperatura ambiente. Ap6s 1 h, foram
adicionados 1 mL de cloroférmio e 1,8 mL de agua milli-g, seguido de agitacéo vigorosa em
vortex e centrifugacdo a 1.000g por 5 min para separacdo das fases (Figura 4.5.b). Repetiu-se
o0 procedimento adicionando mais 1 mL de cloroférmio até a fase organica se tornar incolor.
A fase organica de cada tubo foi entdo pipetada a um novo frasco e concentrada utilizando um

concentrador a vacuo (CentriVap, LabConco) (Figura 4.6).

Figura 4.5 Fotos da biomassa de microalgas com metanol e cloroférmio (2/1 v/v) para extragdo dos lipideos (a) e
apos adicdo de &gua e posterior centrifugacdo, separando as fases aquosa e organica (verde) (b)

4.25 Analise dos acidos graxos

Os extratos lipidicos foram reagidos com 3 mL de metanol contendo 5% (v/v) de acido

sulfarico por 3 h a 70°C para produzir os respectivos ésteres metilicos dos acidos graxos
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(FAME - fatty acid methyl esters). Apds a reacdo de transesterificacdo, 3 mL de n-hexano e 3
mL de &gua milli-q foram adicionados, como descrito por (BREUER et al., 2013). Os tubos
foram agitados e a fase contendo o hexano (superior) foi coletada em vials para analise por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). A Figura 4.6
apresenta o esquema das etapas de extracdo dos lipideos e reacdo de transesterificacdo para
andlise dos acidos graxos correspondentes.

Figura 4.6 Esquema das etapas de extracdo dos lipideos de microalgas e reacdo de transesterificacdo para analise
dos acidos graxos correspondentes
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Um volume de 1 pL de cada amostra foi injetado no GC-MS (QP2010 Plus,

Shimadzu) com fonte de ionizacdo do tipo ionizacdo por elétrons (70 eV) e analisador

70°C

quadruplo, em modo de injecdo automatico. A temperatura da fonte de ionizagdo foi 300°C,
bem como a temperatura da interface. As analises foram feitas utilizando a coluna capilar DB-
5 (Agilent) 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum e 0 seguinte programa de temperatura: temperaturas
inicial e final do forno da coluna de 40°C e 300°C, respectivamente; temperatura de injecdo de
280°C e taxa de aquecimento de 3°C min™. Os espectros de massa foram adquiridos no modo
varredura e foram detectados os ions provenientes da fragmentacdo das espécies quimicas
presentes nas amostras, com diferentes m/z (relagdo massa/carga), a partir de 35 a 700. A

identificacdo dos compostos foi feita utilizando a base de dados NIST. Um padrdo FAME C8-
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C24 (Sigma) foi também injetado a fim de comparar os tempos de retencdo com os das

amostras.

43 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Avaliacao das intensidades luminosas na incubadora

Foram feitas 5 medidas de intensidade luminosa em cada uma das posi¢cGes na

incubadora, conforme mostrado nas Figuras 4.1 e 4.2. A Tabela 4.2 apresenta os resultados

obtidos e a média com os desvios padrdes em cada uma das posigdes.

Tabela 4.2 Medidas de intensidade luminosa nas diferentes posi¢oes da incubadora Infors HT

Intensidade luminosa (lux)

Medida 1 Medida 2 Medida3 Medida4 Medida 5 Média

Posicdo1  1.080 1.120 1.140 1.066 1.076  1.096 =29
Posicdo 2 1.200 1.300 1.270 1.215 1214 1.240+38
Posicdo 3  1.150 1.250 1.170 1.173 1139 1176 +39
Posicéo 4 860 920 840 905 867 878 £ 30
Posicdo 5 1.020 950 960 949 950 966 * 27
Posicdo 6  1.170 1.090 1.140 1.065 1.097 1.112+38
Posicdo 7 1.140 1.100 1.105 1.131 1.098 1.115%17
Posicéo 8 850 840 805 909 894 860 + 38

Média 1.055+ 134

A intensidade luminosa media na incubadora, considerando todas as posic¢Ges, foi

1.055 + 134 lux, aproximadamente 25 pmol s*m™. As intensidades luminosas nas posicoes 4

e 8 foram 17 e 19%, respectivamente, menores em relacdo a media, enquanto na posicao 2 foi

17% maior do que a média. Essa analise permitiria desconsiderar as posicoes 2, 4 e 8. Porém,

é preciso avaliar as cinéticas de crescimento da microalga nas diferentes posicoes (Figura 4.7)

para verificar a influéncia dessas discrepancias no crescimento da microalga.
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Figura 4.7 Cinéticas de crescimento de Scenedesmus sp. nas diferentes posicoes (de 1 a 8) da incubadoradora,
com diferentes intensidades luminosas
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Durante a fase de crescimento exponencial (aproximadamente do dia 2 ao dia 8) o
crescimento da microalga nas posicoes 4 e 8 foi, de fato, menor e mais discrepante do que nas
outras posi¢des. Portanto, nos ensaios cinéticos seguintes os frascos foram alocados somente

nas posicdes 1, 2, 3,5, 6, e 7.

4.3.2 Comparacao entre os métodos de medidas de crescimento

Para monitorar o crescimento das microalgas foram feitas medidas de absorbéancia a
680 nm e de concentracdo celular em massa seca durante os cultivos. Dessa forma, pode-se
avaliar, através dos graficos de DOggonm €m funcdo da concentracdo celular, a faixa em que a
relacdo entre essas duas medidas € linear. Optou-se por apresentar somente os graficos

referentes aos cultivos sob 30% de CO,, os quais estdo apresentados na Figura 4.8.
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Figura 4.8 Comparagao entre as medidas de absorbancia (DOggonm) € Massa seca (X (g L™)) referentes as
cinéticas de crescimento de microalgas cultivadas sob 30% de CO,: a) P. kessleri, b) C. vulgaris e
c) Scenedesmus sp.
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Observou-se uma relagdo linear entre os dois métodos de medidas até valores de DO
de 1,6, para P. kessleri e C. vulgaris, e de até 1,1 para Scenedesmus sp.. A partir desses
valores de DO, observou-se uma tendéncia a uma assintota, mais evidenciado para a
microalga Scenedesmus sp.. Dessa forma, as medidas de DOggonm podem ser utilizadas para
monitorar o crescimento das microalgas na faixa linear, sendo uma medida indireta da
concentracdo celular, e utilizadas para o calculo da velocidade especifica maxima de

crescimento, ja que esta é obtida durante o periodo de crescimento exponencial.
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4.3.3 Avaliacao das cinéticas de crescimento das microalgas sob diferentes

concentracdes de CO:

Foram conduzidos ensaios cinéticos com as microalgas P. kessleri, C. vulgaris e
Scenedesmus sp., nas condi¢Bes de CO, atmosférico (0,04%), ou ar enriquecido com 5, 15 e
30% de CO,, ndo variando as outras condicGes experimentais (temperatura de 28°C,
luminosidade 25 umol s*m?, agitacdo 120 rpm e vazdo de alimentacdo do gés de 500 mL
min™). Os resultados foram agrupados de duas formas diferentes: a primeira comparando-se
as espécies, para a mesma concentracdo de CO,, a fim de verificar os diferentes crescimentos
(Figura 4.9); e a segunda comparando o efeito das concentracdes de CO, no crescimento de
cada uma (Figura 4.10).

Figura 4.9 Cinéticas de crescimento das microalgas P.kessleri, C. vulgaris e Scenedesmus sp. sob 0,04% (a), 5%
(b), 15% (c) e 30% de CO, (d)

—e C.vulgaris
—A— Scenedesmus sp.
2.0 - -
""'i'f/ °
T T T T T T T ; : I I I | | |
0 2 4 6 r " - -

Tempo (dias)



b)

25 |~#—P. kessleri
—e— C. Vulgaris N
—A— Scenedesmus sp. o V
2,0
E 1,5+
s 3
3 ; i %
O
@)
e
1,0 H
0,5
o CO, =5%
0,0 i
T T T r : I | | | I I I
0 2 4 6 8 10 I} -
Tempo (dias)
254 |—=— P.kessleri
—A— Scenedesmus sp.
2,0
- _—
E 1,54
S 1
8 A A
[
@)
&)
1,0
0,5
004"
T T : | | I I I
0 2 4 6 8 10 I} -

Tempo (dias)

82



83

25 |—=— P.kessleri
—eo— C. vulgaris
—A— Scenedesmus sp.

2,0+

D0680nm

CO; =30%

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (dias)
d)

Os graficos na Figura 4.9 indicaram diferentes comportamentos de crescimento para as
diferentes microalgas, como era esperado. O crescimento foi notavelmente maior para P.
kessleri e C. vulgaris do que para Scenedesmus sp. em todas as condi¢es de CO, testadas,
com uma diferenca menos discrepante entre as curvas na condi¢do de 30% de CO,. Sob 30%
de CO,, C. vulgaris apresentou uma fase lag de aproximadamente 5 dias (obtida pelo grafico
de In(DOggonm) em funcio do tempo (APENDICE B)), sugerindo que, sob altas concentragdes
de CO,, essa microalga requer mais tempo para adaptacdo do que as outras avaliadas, apesar

de ter alcangado uma maior DO no final de 14 dias.



Figura 4.10 Cinéticas de crescimento das microalgas P. kessleri (a), C. vulgaris (b) e Scenedesmus sp.(c)
cultivadas sob 0,04, 5, 15 e 30% de CO,
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Comparando-se as cinéticas de crescimento referentes as diferentes condigdes de CO,
em cada gréfico, pode-se dizer que houve maior crescimento nas concentracdes de 0,04 a 15%
CO, do que 30% CO,, com excecdo da microalga Scenedesmus sp.. Esses resultados sdo
corroborados por relatos da literatura apontando maiores taxas de crescimento para diferentes
microalgas na faixa de concentracdo de CO, de 5 a 20% (KATIVU et al., 2012; KASSIM,;
MENG, 2017).

As velocidades especificas maximas de crescimento (Umax) foram obtidas pelos
coeficientes lineares das curvas de In(DOggonm) em funcdo do tempo durante a fase
exponencial, que ocorreu aproximadamente entre o segundo e oitavo dias de cultivo
(APENDICE B). A Figura 4.11 apresenta um grafico de colunas comparando os valores
obtidos de velocidade méaxima de crescimento. Os valores absolutos estdo apresentados na
Tabela 4.3. Analises estatisticas foram realizadas no programa Prism 3.0 através dos testes de

analise de variancia (One-way ANOVA), sendo Tukey o0 pos-teste aplicado.
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Figura 4.11 Comparacdo entre as velocidades especificas maximas das microalgas P. kessleri, C. vulgaris e
Scenedesmus sp. cultivadas sob 0,04, 5, 15 e 30% de CO,
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Para todas as microalgas avaliadas, as velocidades especificas méximas foram
ligeiramente maiores sob 5% de CO, e diminuiram para 15 e 30% de CO,, com valores
médios de 0,43 + 0,05, 0,39 + 0,01 e 0,32 + 0,02 dia™, respectivamente, para P. kessleri; 0,49
+ 0,01, 0,39 + 0,07 e 0,35 + 0,02 dia™, respectivamente, para C. vulgaris; e 0,49 + 0,14, 0,38

+ 0,07 e 0,33 + 0,01 dia™, respectivamente, para Scenedesmus sp.. As velocidades especificas

C. vulgaris

Scenedesmus sp.
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méaximas obtidas sob condicdes de CO, atmosféricas apresentaram comportamentos

diferentes, com valores de 0,38 + 0,01, 0,47 + 0,03 e 0,25 + 0,01 dia™ para P. kessleri, C.

vulgaris e Scenedesmus sp., respectivamente. Nenhuma das diferencas foi estatisticamente

significativa (p>0,05).

A producdo maxima de biomassa em todos os cultivos foi obtida no ultimo dia (dia

14) e estdo apresentadas no grafico de colunas da Figura 4.12, e os valores na Tabela 4.3.

Figura 4.12 Comparagdo entre as concentracfes maximas de biomassa das microalgas P. kessleri, C. vulgaris e
Scenedesmus sp., cultivadas sob 0,04, 5, 15 e 30% de CO,, ap6s 14 dias de cultivo
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Tabela 4.3. Comparacdo entre os parametros velocidade especifica maxima (Umax), € concentracdo maxima de
biomassa (X), ap6s 14 dias de cultivo, das microalgas P. kessleri, C. vulgaris e Scenedesmus sp. cultivadas sob
0,04, 5, 15 e 30% de CO,.

Concentracéo de CO; (%)

Microalga 0,04 ° 15 30
I-lmax X Umax X Umax X |Jmax X
(dia)) (gL7) (dia’) (gL”) (dia’) (gL”) (dia’) (gL™)
038+ 097+ 043+ 084+ 039+ 100+ 032+ 0,83+
001 003 005 011 001 011 002 0,10

047+ 048+ 049+ 047+ 039+ 050+ 035+ 041+
003 001 o001 001 o007 005 002 0,01

Scenedesmus 0,25+ 0,77+ 049+ 080+ 038+ 0,75+ 0,33+ 0,86
sp. 0,01 0,05 0,14 0,09 0,07 0,13 0,01 0,09

P. kessleri

C. vulgaris

Apesar de C. vulgaris ter apresentado os maiores valores de pmax, juntamente com P,
kessleri, as concentracbes maximas de biomassa em todas as condi¢bes de CO, foram
significativamente menores do que as outras microalgas, com valor médio de 0,47 + 0,05 ¢
L. Por outro lado, Scenedesmus sp., que apresentou os menores valores de pmax, apresentou
maiores valores de producdo de biomassa comparado com C. vulgaris, com valor médio de
0,79 + 0,11 g L™ apés 14 dias de cultivo. P. kessleri foi a que produziu mais biomassa, com
valor médio de 0,91 + 0,13 g L™ apés 14 dias de cultivo. Considerando as diferentes
concentragdes de CO,, para P. kessleri e C. vulgaris a producdo de biomassa foi
aproximadamente 20% maior sob 15% de CO, em comparacdo com 30% de CO,, que
apresentou 0s menores valores, porém as diferencas ndo foram estatisticamente significativas
(p>0,05). Para Scenedesmus sp., sob 30% de CO, a producdo de biomassa foi
aproximadamente 15% maior em comparacdo com 15% de CO,, que apresentou 0 menor
valor, porém as diferencas também nédo foram estatisticamente significativas.

DE MORAIS e COSTA (2007) obtiveram resultados inferiores de velocidade
especifica maxima de crescimento, comparados com este estudo, com a microalga Chlorella
kessleri: 0,257, 0,267, 0,267 e 0,199 dia™ sob 0,04, 6, 12 e 18% de CO,, respectivamente. Da
mesma forma, a concentragdo maxima de biomassa também foi inferior, exceto em condicgdes
de CO, atmosféricas. Foram obtidos os seguintes valores: 1,45, 0,98, 0,80 e 0,88 g L™ sob
0,04, 6, 12 e 18% de CO,, respectivamente.
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Resultados inferiores de crescimento também foram reportados por SYDNEY et al.
(2010), que cultivaram a microalga C. vulgaris LEB-104 sob 5% de CO,, a qual apresentou
velocidade maxima especifica de 0,29 dia™ e fase lag de 4 dias. No entanto, a maxima
concentracéo de células de 1,94 g L™ foi obtida no 15° dia de cultivo, valor muito superior ao
obtido no 14° dia de cultivo da mesma microalga neste trabalho. Essa diferenca pode ser
explicada principalmente, além de outros fatores como iluminacdo e meio de cultura, pela
concentracdo celular inicial, a qual no trabalho de SYDNEY et al. (2010) foi
aproximadamente 1,25 g L™, mais de 10 vezes maior do que a que foi utilizada neste trabalho.

Chlorella sp. foi cultivada em condigfes de 2, 5, 10 e 15% de CO,, e a eficiéncia da
remocdo de CO, foi maior em 2% de CO, (58%). Os maiores valores de pmax € de
concentracdo de células foram 0,492 dia™ e 1,211 g L™, respectivamente, sob 2% de CO, com
inéculo com baixa densidade celular e 0,605 dia™ e 1,445 g L™ sob 2% de CO, com inéculo
com alta densidade celular. Os autores propuseram que a inibicdo do crescimento de
microalgas sob altas concentracdes de CO, (10 a 15%) poderia ser superada através de uma
cultura de alta densidade de indculo de microalgas que foram adaptadas a 2% de CO, (CHIU
et al., 2008). Resultados mais promissores para Chlorella sp. foram reportados por (YADAV
et al., 2015) sob 5% de CO,, obtendo concentracéo celular méxima de 2,2045 g L™. Ainda,
uma cepa de Chlorella sp. evoluida pelo método de evolucdo adaptativa em laboratério sob
10% de CO, obteve concentracio maxima de biomassa de 3,68 g L™ quando cultivada sob
30% de CO, (LI et al., 2015).

KASSIM e MENG (2017) avaliaram a cinética de crescimento e a biofixacdo de CO,
por Chlorella sp. e Tetraselmis suecica sob 0,04, 5, 15 e 30% de CO,. Os resultados
indicaram que ambas as microalgas apresentaram tolerancias diferentes a CO,, e os melhores
desempenhos foram alcancados com 5 a 15% de CO,. Os autores reportaram que a
diminuicdo do pH do meio sob 30% CO, até valores proximos a 5 ocorreu em ambas as
linhagens, o que causou diminui¢do na producdo de biomassa. A composi¢do bioquimica foi
majoritariamente composta por proteinas, em todas as condi¢des testadas. Algumas diferencas
foram notadas na composicdo de carboidratos e lipideos em Chlorella sp., os quais foram
reduzidos em até 45% a condic¢des de 5% CO, ou mais. Resultados diferentes foram obtidos
para T. suecica, ndo havendo mudancas significativas no teor de carboidratos a diferentes
tratamentos. Em oposicdo, o aumento de CO, provocou aumento no teor de lipideos, o que

sugere que essa variacdo pode ocorrer de forma diferente entre as diferentes espécies.
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As implicagbes mecanisticas do efeito de elevadas concentracbes de CO, no
crescimento de microalgas foram previamente reportadas. Células de Dunaliella tertiolecta
crescidas sob condi¢des naturais (ar com baixo teor de CO;) tiveram pirenoides bem
desenvolvidos, com maior quantidade de granulos de amido do que as células crescidas sob ar
enriquecido em CO, (TSUZUKI et al., 1986). Ainda, células crescidas a baixo CO, tiveram
cloroplastos localizados préximos a membrana plasmatica, enquanto na outra condi¢do essas
organelas estavam mais localizadas nas areas internas. 1sso implica que as microalgas podem
possivelmente tolerar altas concentracdes de CO, ajustando sua anatomia estrutural e

redistribuindo certas organelas celulares (SALIH, 2011).

4.34 Composicao lipidica de microalgas cultivadas sob diferentes

concentracoes de CO:

A andlise da composicdo lipidica é determinante para obter as caracteristicas da
biomassa produzida e avaliar o perfil de acidos graxos, fornecendo uma gama de dados Uteis
para a melhor identificacdo de importantes aplicagdes biotecnologicas das microalgas
avaliadas. Por exemplo, para a producdo de biodiesel, acidos graxos saturados com 14 a 18
carbonos sdo considerados ideais (CHISTI, 2007). Outros tipos de acidos graxos sdo
considerados como aditivos alimentares e outros produtos de alto valor, tais como o acido
eicosapentaendico (20:5, ®-3), o acido docosahexanoico (22:6, ®-3) e outros &cidos graxos
poli-insaturados (PUFA) de cadeia longa (LI et al., 2014).

Este trabalho avaliou a composicdo lipidica de microalgas cultivadas sob 0,04 (ar), 15
e 30% de CO, ao final de 14 dias de cultivo. A andlise da composicdo de &cidos graxos
considerou 0s cinco principais detectados em maiores quantidades em todas as microalgas
avaliadas: acido palmitico, acido estearico, acido oleico, acido linoleico e acido a-linolénico.
Para cada condicéo de cultivo, os valores obtidos séo a porcentagem de area de cada pico em
relacdo a soma das areas de todos os picos considerados em cada cromatograma. A Tabela 4.4
apresenta os valores médios calculados. A Figura 4.13 apresenta um dos cromatogramas de
separagdo de acidos graxos por GC-MS, os outros das outras amostras foram semelhantes,

variando as intensidades e area dos picos.
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Figura 4.13 Cromatograma de separacdo de acidos graxos por GC-MS de C. vulgaris cultivada sob 30% de CO,
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Tabela 4.4 Teor dos principais acidos graxos nas microalgas P. kessleri, C. vulgaris e Scenedesmus sp.
cultivadas sob 0,04, 15 e 30% de CO,

Teor de acidos graxos (%, porcentagem relativa)
Acido Acido  Acido Acido  Acido o-

Microalga Cd%ngecr)ltrz)gao palmitico estearico oleico linoleico linolénico
(%) 160 18:0  18:1  18:2 18:3
0,04 49,4 2,0 4,4 7,3 20,7
Sce”es‘zfsmus 15 438 6,2 49 187 22,2
30 36,5 1,3 20,8 16,2 55
0,04 18,9 35 2,7 19,6 39,4
P. kessleri 15 48,5 8,8 29,4 6,4 6,9
30 45,3 51 15,3 20,2 ND
0,04 18,0 8,0 52,8 11,3 3,3
C. vulgaris 15 37,5 9,5 10,7 6,1 24,0
30 26,1 8,8 34,8 10,6 ND

ND - ndo detectado

A Tabela 4.5 apresenta os valores em porcentagem das somatorias dos acidos graxos

saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) e PUFA. Nesses valores estdo incluidos também
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as porcentagens relativas dos outros &cidos graxos detectados em menores quantidades, ou
que foram detectados em somente uma das espécies, tais como 16:1, 16:2, 16:3, 20:3 e 22:6.

Tabela 4.5 Teores de SFA, MUFA e PUFA nas microalgas P. kessleri, C.vulgaris e Scenedesmus sp. cultivadas
sob 0,04, 15 e 30% de CO,

Microalaa Concentracao Teor de acidos graxos (%)
g de CO, (%) SFA MUFA PUFA

0,04 51,4 4.4 38,3
Scenedesmus sp. 15 50,0 4,9 44,9
30 37,8 20,8 41,4
0,04 22’4 3’8 6714
P. kessleri 15 57,3 29,4 13,3
30 50,4 25,7 22,1
0,04 26,0 52,8 21,1
C.vulgaris 15 47,0 16,0 36,4
30 34,9 36,6 17,3

O acido graxo presente em maiores quantidades, em geral, foi o acido palmitico
(16:0). Similarmente as plantas, supBe-se que em microalgas os acidos graxos de 16 e 18
carbonos sejam sintetizados no cloroplasto a partir do precursor acetil-CoA (KHOZIN-
GOLDBERG; COHEN, 2011). Em Scenedesmus sp., o cultivo com altas concentragdes de
CO, (30%) favoreceu a producdo de &cido oleico (18:1), de 4,4% sob ar atmosférico a 20,8%
sob 30% de CO,. O mesmo comportamento foi observado em P. kessleri, a producéo de acido
oleico aumentou de 2,7% a 29,4% sob 15% CO,, e depois diminuiu para 15,3% sob 30%
CO,. A producdo de 16:0 apresentou comportamento similar, mas a de 18:3 notadamente
decresceu de 39,4% a niveis ndo detectaveis sob 30% de CO..

Por outro lado, C. vulgaris apresentou as maiores quantidades de acido oleico no
cultivo sob ar atmosférico, com 52,8%. O cultivo com 15% CO, favoreceu a producéo de
16:0 e de 18:3 de 18,0% para 37,5% e de 3,3% para 24,0%, respectivamente, mas decresceu a
de 18:1 para 10,7%. O contrario ocorreu quando concentragdes maiores de CO, foram

utilizadas, favorecendo a producdo de 18:1 e diminuindo 18:3 a niveis ndo detectaveis.
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A microalga Scenedesmus sp. apresentou 8,8% de 22:6 em cultivo sob ar atmosférico,
0,7% sob 15% CO; e 4,5% sob 30% CO,. As outras microalgas apresentaram niveis nao
detectaveis e por isso esses dados ndo constam na Tabela 4.4, mas estdo inclusos nas
somatorias de PUFA na Tabela 4.5. Existe a hipotese de que 18:3 pode ter sido convertido a
22:6 (GIBSON et al., 2013), o qual é um dos PUFA mais desejados para aplicacbes
nutracéuticas e farmacéuticas devido ao seu efeito benéfico para a salde humana
(SIMOPOULOQS, 2002).

Estudos reportaram as diferencas na composicdo de acidos graxos entre cultivos sob
condigdes nutricionais de nitrogénio suficientes ou limitadas (KHOZIN-GOLDBERG,;
COHEN, 2011). Um estudo (VAN DER HA et al., 2012) reportou que a influéncia mais
importante da limitacdo por nitrogénio no cultivo da microalga Scenedesmus sp. a 40% de
CO; e 60% CH, foi o aumento da concentracdo de acido oleico de 10 para 38%. Neste
trabalho, o efeito de aumentar a concentracdo de acido oleico foi observado com o aumento
da concentracdo de CO, na corrente que alimenta o cultivo. Isso leva a um entendimento de
que altas concentracdes de CO, provocaram uma condicao de estresse similar a limitacdo por
nitrogénio, produzindo um efeito similar na composicdo de acidos graxos nas microalgas
estudadas, com excecéo da C. vulgaris.

Além da composicdo de acidos graxos nas microalgas, outra informacdo valida que
pode ser obtida desse estudo sdo as porcentagens relativas de &cidos graxos saturados e

insaturados para cada condicdo de cultivo (Figura 4.14).

Figura 4.14 Porcentagens relativas de SFA nas microalgas P. kessleri, C.vulgaris e Scenedesmus sp. cultivadas
sob 0,04, 15 e 30% CO,
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O total de acidos graxos saturados e insaturados variou similarmente entre as trés

espécies de microalgas avaliadas. O total de saturados aumentou nos cultivos a 15% de CO,
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em relacdo aos cultivos com ar atmosférico e depois diminuiu nos cultivos sob 30% de COs,.
Porém, essas diferencas foram mais evidentes nos cultivos de P. kessleri e C. vulgaris, do que
para a microalga Scenedesmus sp..

Em geral, falta de nutrientes e a alta densidade de células podem interferir na
composicéo lipidica, observando-se aumento na producdo de &cidos graxos saturados 14:0,
16:0 e 18:0 e decréscimo de acidos graxos insaturados (RENAUD et al., 1995). De fato, o
aumento das porcentagens de SFA e MUFA durante a fase de caréncia de nutrientes ja foi
previamente reportada (LIM et al., 2012). Sob esta condi¢do, normalmente os acidos graxos
insaturados sdo consumidos como fonte de energia e SFA sdo acumulados. Os cultivos com
15% de CO, apresentaram maiores velocidades de crescimento quando comparados com ar
atmosférico e 30% de CO,. Consequentemente, eles apresentaram maior densidade celular, e
provavelmente a falta de nutrientes ao final dos cultivos tenha sido também maior, o que
interferiu na composicao lipidica, aumentando SFA.

A suplementacdo com CO, em niveis de 2,5 a 10% em cultivos de microalgas tem
sido reportada como uma estratégia para a producdo de 6leos com caracteristicas apropriadas
para a producdo de biodiesel, com uma composicdo balanceada em SFA, MUFA e PUFA
(NASCIMENTO et al., 2015). Considerando a composicao de acidos graxos, o que determina
a qualidade da matéria-prima para o biodiesel € principalmente o tamanho da cadeia de
carbonos e 0 grau de insaturacdo. Biodiesel obtido com &cidos graxos com maiores
guantidades de SFA e MUFA possui melhor estabilidade oxidativa, mas um pior desempenho
a baixas temperaturas. A adicdo de PUFA, por outro lado, melhora as propriedades a baixas
temperaturas, mas reduz a estabilidade oxidativa (TALE et al., 2014). A matéria-prima para o
biodiesel com alto grau de saturagdo € mais resistente a oxidagdo e mais estavel na presenca
de luz, altas temperaturas e interferéncia de metais (MUTANDA et al., 2011).

No entanto, apesar dessa estratégia ser interessante para a producdo de biodiesel, a
redu¢do de PUFA ¢ um problema para a produgdo de acidos graxos -3 (LIM et al., 2012),
tanto como suplementos nutricionais com alto valor quanto para o mercado de nutricdo
animal. Os 6leos ®-3 sdo um bom exemplo do papel das forgas de mercado que afetam a
viabilidade dos produtos de algas. O mercado de nutricdo animal € uma alternativa, pois 0s
Oleos de algas sdo similares aos Oleos de peixe, utilizados em racbes para animais para
aumentar o teor de ®-3 na carne, por exemplo (BOROWITZKA, 2013).

Neste contexto, a suplementacdo com CO, nos cultivos de microalgas teve um

impacto nas potenciais aplicaces biotecnoldgicas da biomassa. Por exemplo, utilizando ar
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atmosférico favoreceu a produgdo de PUFA (®-3) em P. kessleri. Ja a suplementagdo com
15% de CO, favoreceu a produgdo de SFA e MUFA, matéria-prima ideal para a produgéo de
biodiesel, enquanto desfavoreceu a producdo de ®-3. A mesma concentracdo de CO; em
Scenedesmus sp. e C. vulgaris favoreceu a producdo de quantidades balanceadas de
SFA+MUFA e PUFA, engquanto que aumentando CO, até 30% decresceu PUFA e SFA e
aumentou MUFA (&cido oleico).

44 CONCLUSAO

Neste capitulo, avaliou-se o crescimento sob concentragdes crescentes de COp,
producdo de biomassa e perfil de acidos graxos das microalgas isoladas P. kessleri,
Scenedesmus sp. e C. vulgaris. O objetivo principal foi verificar se altos niveis de CO,
interfeririam na composicdo de acidos graxos, fornecendo também parametros para a
identificacdo de possiveis aplicacdes biotecnoldgicas com a biomassa dessas microalgas. Os
ensaios cinéticos sob diferentes concentracdes de CO, (0,04, 5, 15 e 30%) demonstraram
maiores velocidades de crescimento sob 5 a 15% de CO,, as quais diminuiram sob 30% de
CO,. A concentracdo maxima de células, em geral, foi superior sob 15% de CO; e a producao
de &cido oleico também aumentou nessas condi¢des, indicando alta densidade celular e,
consequente, dimuicdo dos nutrientes disponiveis. Outro indicador foi o aumento da
guantidade total de &cidos graxos saturados nesta concentracdo de CO, em comparacdo com
as outras. Isso sugere a possibilidade de utilizar altas concentracdes de CO, em até 15% como
ferramenta para melhorar a producdo de lipideos em cultivos de microalgas, o que motiva
continuar a investigacdo do trabalho nessa direcdo. Dentre as microalgas avaliadas, P. kessleri
e Scenedesmus sp. apresentaram 0s melhores resultados de crescimento e producdo de
biomassa, sendo candidatas promissoras para 0s ensaios em fotobiorreator. Ja C.vulgaris,
apesar de ter apresentado valores de velocidade méxima de crescimento proximos as outras, a
concentracdo celular méaxima foi aproximadamente 50% a da P. kessleri, além de ter
apresentado uma fase de adaptacdo de quase 5 dias sob 30% de CO,. As diferentes
composicdes de acidos graxos indicaram que, dependendo da alga e das condi¢des de cultivo,
pode-se produzir quantidades bem diferentes de acidos graxos. Portanto, as condi¢fes
operacionais sdo determinantes na producdo dos lipideos para diferentes aplicacbes

biotecnoldgicas.
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CAPITULO5

ESTUDOS CINETICOS EM FOTOBIORREATOR

51 INTRODUCAO

Durante os ensaios cinéticos em frascos agitados, discutidos no capitulo anterior, um
experimento chamou a atencdo apos ser observada a producdo de um pigmento avermelhado
liberado para o meio extracelular ao final do cultivo de P. kessleri sob 5% de CO,. Uma busca
na literatura ndo mostrou nenhum relato de producgédo de pigmentos extracelulares por essa
microalga, por isso optou-se por investiga-la em cultivos em fotobiorreator. Como essa
microalga ja foi reportada por possuir carotenoides intracelulares (MINHAS et al., 2016),
partiu-se da hipotese de que este pigmento poderia ser um carotenoide.

Além disso, outras caracteristicas interessantes dessa microalga levaram a sua escolha.
Quando cultivada em fotobiorreator, P. kessleri tem como caracteristicas altas velocidades de
crescimento, tolerancia a altas temperaturas, resisténcia ao estresse causado por cisalhamento,
pouca adesdo as superficies do biorreator e baixa tendéncia em formar agregados. Estas
caracteristicas foram observadas em cultivo em larga escala em biorreator de camada fina, no
intuito de simular a producdo industrial de biomassa microalgal rica em lipideos (LI et al.,
2013). No entanto, em condi¢bes 6timas de cultivo, ou seja, em meio completo rico em
nutrientes, esta microalga é conhecida por armazenar energia na forma de amido, ao invés de
lipideos. Havia a hip6tese de que o amido poderia ser convertido a lipideos para
armazenamento de energia, porém esta hipdtese ndo foi comprovada, mostrando que 0s
lipideos sdo sintetizados principalmente pela via de novo (FERNANDES et al., 2013).

Um estudo (LI et al., 2013) avaliou a indugédo da hiperproducao de lipideos (60% em
massa seca) em P. kessleri por diferenes estratégias. A melhor estratégia avaliada consistiu
em rapido crescimento de P. kessleri com aeracdo com 2% de CO,, em meio completo, para
produzir biomassa suficiente (mais de 10 g L™ em massa seca), seguido de diluicio do meio
de cultura (em 5 ou 10 vezes) para induzir o acimulo de lipideos. Em outro estudo, 0 maximo
de biomassa atingido para a Chlorella kessleri foi com 6% de CO, (DE MORAIS; COSTA,
2007; KLINTHONG et al., 2015). Em relacéo a composicdo dos lipideos, P. kessleri produziu
grandes quantidades de 16:0 (59,1%) (MINHAS et al., 2016). Nesse mesmo estudo, as
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produtividades de astaxantina e luteina da P. kessleri foram 0,07 mg L™'d e 0,04 mg L*d?,
respectivamente, e o teor de lutefna foi 0,28 mg g* (m.s.) (MINHAS et al.., 2016).

Outros produtos de alto valor e com importantes aplicacGes (tais como agentes
antivirais, antioxidantes, propriedades anti-inflamatorias, lubrificantes em juntas 0sseas
(RAPOSO; DE MORAIS; DE MORAIS, 2013)) sdo os polissacarideos, os quais podem ser
constituintes da parede celular ou moléculas de armazenamento de energia. Esses
polissacarideos, ou exopolissacarideos (no caso de serem liberados ao meio extracelular) séo
compostos por uma variedade de moléculas poliméricas de carboidratos. No cultivo de P.
kessleri, o principal componente do extrato aquoso é um exopolissacarideo, o qual foi
caracterizado como sendo composto pelos monémeros arabinose (4,7%), ramnose (4,0%),
xilose (1,7%), manose (22,5%) e galactose (67,1%). Esses exopolissacarideos derivados de P.
kessleri contém materiais bioativos citotoxicos, 0s quais inibiram o crescimento do carcinoma
de co6lon em ratos (ISHIGURO et al., 2017).

Este capitulo relata o estudo da microalga P. kessleri em cultivos em fotobiorreator
sob diferentes concentracdes de CO,, a fim de verificar as condi¢bes mais promissoras para
producdo de biomassa e bioprodutos (lipideos e pigmentos extracelulares), bem como as
cinéticas de crescimento e formacdo desses bioprodutos. Além das caracteristicas ja apontadas
aqui, indicando a possibilidade de melhoramento do acumulo de lipideos e formacdo de
outros bioprodutos de interesse, essa microalga apresentou os melhores resultados de
crescimento e producdo de biomassa em comparacdo com o0s outros isolados, apresentados no
capitulo anterior. Outra candidata foi a Scenedesmus sp., a qual foi avaliada em ensaios

preliminares em fotobiorreator, que serdo também discutidos neste capitulo.

52  MATERIAIS E METODOS

5.21 Configuracao dos fotobiorreatores

Dois biorreatores idénticos do tipo tanque agitado (Infors HT), encamisados, e com
3,6 L de volume total, foram montados de modo que o volume util méximo fosse de 2 L e a
aeracgdo ocorresse em sua atmosfera interna, e ndo no liquido, a fim de reproduzir o que foi
feito nos ensaios em frascos agitados. A agitacdo foi promovida por impelidor de lamina
inclinada para células sensiveis, garantindo um baixo cisalhamento para ndo quebrar as

células. Dois painéis idénticos contendo lampadas LED (3.500 K) foram construidos de modo
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a serem divididos em 4 partes com 12 modulos de LEDs cada, cada modulo com 3 lampadas.
Cada painel foi ligado a uma fonte chaveada de 12 V e 5 A, e a intensidade luminosa
controlada por um dimmer analogico. Cada painel foi acoplado ao redor da dorna de cada
reator, e varias medidas de intensidade luminosa em diferentes posi¢cdes no interior dos
reatores (a0 menos 5 medidas para cada uma das 5 posic6es) foram realizadas (com a camisa
do reator passando &gua) utilizando um luximetro (CEM DT-1301). A luminosidade foi sendo
ajustada durante as medidas a uma média de 1700 lux (aproximadamente 44 pmol m?s™)
utilizando o dimmer, o qual, apds o ajuste, manteve seu ponteiro fixo de modo a nao alterar a
intensidade luminosa ao longo dos cultivos. A Figura 5.1 mostra a disposi¢do das lampadas
LED no interior da dorna do reator, enquanto a Figura 5.2 apresenta o desenho esquematico

dos reatores utilizados.

Figura 5.1 Interior da dorna do reator com as ldmpadas LED acesas

1. Rotor
2. Impelidor
3. Sensor de pH
4. Sensor de O, dissolvido
\! 5. Sensor de temperatura
6
7
8
9

T,

LR

Entrada de gas
Porta para in6culo
Garrafa do in6culo
. Amostrador
10. Saida de gas
11. Controlador méassico de fluxo
12. Monitor
13. Analisador de gases
14. Dorna encamisada
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5.2.2 Determinacao actinométrica das taxas de emissiao de foétons

Como a iluminacdo do biorreator € primordial no cultivo de microalgas, e este
parametro ndo deve se alterar durante os experimentos, foi realizado um experimento de
actinometria para verificar a incidéncia de fotons no interior dos reatores, utilizando o
actindmetro de ferrioxalato, descrito por (BRAUN; MAURETE; OLIVEROS, 1991). Cada
reator, previamente coberto para operar no escuro, foi preenchido com 1,5 L da solugédo
fotossensivel do actindmetro (4cido oxalico di-hidratado (H.C,04.2H,0) 0,75 mol L™ e
sulfato férrico penta-hidratado (Fe,(SO.)3.5H,0) 0,075 mol L), a qual foi preparada em sala
escura. Antes de iniciar o experimento, preparou-se 1 L de solucdo complexante (acido
acético 0,5 mol L™, acetato de sédio 0,5 mol L™ e 1,10-fenantrolina 0,01 mol L™). Quinze
frascos ambar, numerados de 0 a 14, foram preenchidos com 24,75 mL dessa solugéo
complexante, deixando 0,25 mL para a aliquota a ser coletada do reator, totalizando 25 mL. O
ponto "0" do inicio do experimento foi coletado e entdo o sistema de LEDs do reator foi
ligado, acionando ao mesmo tempo o cronémetro. A cada 10 min, aliquotas de 0,25 mL foram
coletadas dos reatores, adicionadas ao frasco correspondente contendo a solugdo complexante,
agitadas e numeradas sucessivamente a partir do nimero 1. A reacdo global da reducéo

fotoinduzida de ions férricos a ions ferrosos pelo oxalato esta representada pela Equacéo 5.1.

2 Fe** + C,04% + hv > 2 Fe** + 2 CO, (5.1)
Os frascos permaneceram em repouso por 1 h para garantir a completa reacdo entre o
actindbmetro e a fenantrolina. Entdo, a absorbancia a 510 nm de cada amostra foi medida
utilizando um espectrofotdometro (Varian Cary® 50). A concentracdo de ions ferrosos
reagidos foi calculada a partir de uma curva de calibracdo previamente realizada utilizando o
mesmo espectrofotometro (METOLINA, 2018). A taxa de emisséo de fotons foi determinada
através do rendimento quantico da reacdo de formacéo desse fon, igual a 1,25 mols de Fe®*
por mols de fotons (HATCHARD; PARKER, 1956).

5.2.3 Validacao do sistema de fotobiorreatores com Scenedesmus sp.

A microalga Scenedesmus sp. foi considerada robusta e apresentou altos valores de

producdo de biomassa nos ensaios em frascos agitados. Assim, ela foi utilizada nos primeiros
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ensaios em fotobiorreator de forma a avaliar a melhor configuracdo para o fornecimento de
CO; ao fotobiorreator. Duas configuracGes foram testadas: a primeira passando ar enriquecido
com 5% de CO, continuamente no espaco livre do reator a uma vazdo de 0,5 L min™,
controlado utilizando um controlador massico de fluxo (MKS Instruments); a outra similar a
primeira, porem a atmosfera no interior do reator era trocada diariamente passando ar
enriquecido com 5% de CO, durante 30 min (no periodo claro), a mesma vazao, e fechando a
entrada e a saida de gases do reator ap0s esse processo. A Ultima configuracao foi baseada na
hipdtese de que o consumo de CO; pela microalga é muito baixo quando comparado ao CO,
disponivel (quando trabalhando com concentracdes a partir de aproximadamente 5%),
fazendo com que o CO; esteja em excesso e 0 seu fornecimento diario seja suficiente para
manter a concentracdo de CO, no interior do reator praticamente constante.

Esse baixo consumo de CO; pelas microalgas foi mostrado em estudos prévios do
nosso grupo de pesquisa. DA SILVEIRA (2015) conduziu estudos mateméticos de simulagéo
para consumo de CO; por microalgas em reator piloto do tipo lagoa aberta. Os resultados
mostraram que o consumo maximo de CO, em um reator com volume de 0,5 m®, altura de
0,10 m e concentracdo de microalgas de 0,2 kg m™ foi de apenas 6.10° mol s™*. Comparando
com uma vazéo real média de adicdo de CO, de 1,5 L min™ a 25°C e 1 atm no reator de 500
L, expressa em 1.10° mol s, a vazéo de adicéo de CO, teoricamente é 17 vezes o consumido
pelo crescimento méaximo da biomassa.

A Figura 5.3 apresenta o desenho esquematico das duas configuracGes descritas, a

continua e a intermitente (ndo continua).
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Figura 5.3 Desenho esquematico das configuragGes de operacédo dos biorreatores para cultivo de microalgas: a)
aeracdo continua e b) aeracdo intermitente

9 N J

Os reatores operaram em modo batelada, sendo preenchidos inicialmente com 1,5 L de
meio WC sem tampdo e vitaminas (ANDERSEN et al., 2004). Foram inoculados 150 mL da
microalga Scenedesmus sp., calculado para DOvsonm inicial de 0,1. A temperatura utilizada foi
de 28°C e a agitagdo foi 120 rpm. A luminosidade foi controlada (14h/10h claro/escuro) com
o0 painel de LEDs ao redor da dorna, com intensidade luminosa média no interior do reator de
1.700 lux (aproximadamente 40 pmol fétons s*m™). Sensores de pH e pO, (Mettler Toledo)
permitiram o acompanhamento da evolucdo desses parametros, pH e oxigénio dissolvido,
respectivamente. Foram monitorados também os pardmetros de concentracdo de CO; e O, na
saida do reator, utilizando um analisador de gases (Infors HT), somente para a configuracédo
com aeracgdo continua. O crescimento das microalgas foi monitorado a cada 24 h por 12 dias
através de coletas de 10 a 15 mL de amostra para quantificar a producdo de biomassa por
medidas de absorbancia em espectrofotdmetro (UV-2600, Shimadzu) a 680 nm e 750 nm e
concentracdo em massa seca, bem como avaliar o teor de clorofila. No ultimo dia de cultivo, a

biomassa foi destinada a analise de composicao lipidica e a anélise elementar (C,N,H).

524 Cultivo da microalga P. kessleri em fotobiorreator sob diferentes

concentracoes de CO>

A microalga P. kessleri foi cultivada em fotobiorreator, em duplicatas ao mesmo

tempo (reatores A e B) e em duplicatas em tempos diferentes, para cada condicdo de CO,
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avaliada (5, 15 e 30% de CO,). Exceto pela concentragdo de CO,, a qual foi controlada por
controlador de fluxo massico (MKS Instruments), os outros pardmetros (temperatura,
agitacdo, luminosidade, meio de cultura, volume inicial, volume de in6culo e densidade de
células inicial) foram os mesmos do ensaio anterior (item 5.2.3). A Tabela 5.1 apresenta a
denominacdo dos ensaios, e a Figura 5.4 a foto dos reatores em uso, com e sem o painel de
LEDs em torno da dorna.

Tabela 5.1 Denominacéo dos ensaios em fotobiorreator de acordo com a concentracdo de CO,

Concentracdo de CO, (%) Ensaio Reator Nome do ensaio

3 A R3A

5 B R3B
6 A R6A

B R6B

4 A R4A

15 B R4B
v A R7A

B R7B

5 A RSA

30 B RSB
8 A R8A

B R8B

Figura 5.4 Biorreatores utilizados nos experimentos: a) sem painel luminoso e b) com painel luminoso ao redor
da dorna e coberto com folha de PVA preta para ndo dissipar a luz
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Como relatado anteriormente, durante os ensaios cinéticos em frascos agitados, um
experimento chamou a atencdo apos ser observada a producdo de um pigmento avermelhado
liberado para 0 meio extracelular ao final do cultivo de P. kessleri sob 5% de CO, (Figura
5.5). Apos verificar o que havia sido feito de diferente nesse experimento, percebeu-se que
nos altimos dois dias de cultivo a troca da atmosfera no interior dos frascos ndo havia sido
feita, condicdo essa que foi reprodutivel em ensaios posteriores, confirmando que a
interrupcao do fornecimento de CO, nos ultimos dias de cultivo foi crucial para a formacao do
pigmento. Esse modo de operacdo, com supressdo de CO, ao final do cultivo, até onde se
sabe, ndo foi descrito na literatura e foi constatado como uma condigdo imperativa para as
células liberarem o pigmento ao meio extracelular.

Figura 5.5 Imagem de uma amostra coletada ao final do cultivo de P. kessleri, apds separacao das células por
centrifugacdo, mostrando o sobrenadante avermelhado produzido

Nos ensaios em fotobiorreator, a aeragdo ocorreu de forma intermitente, 30 min a cada
24 h, até o 10° dia de cultivo, entdo os reatores foram mantidos fechados sem aerar até o 14°,
guando se parou 0 ensaio e a biomassa foi recuperada, de modo a reproduzir o que foi feito
nos ensaios com frascos agitados. O crescimento das microalgas foi monitorado a cada 24 h
através de coletas de volumes de 10 a 15 mL de amostra, para quantificar a producdo de
biomassa por medidas de absorbancia em espectrofotdometro (UV-2600, Shimadzu) a 680 nm
e 750 nm e concentragdo celular em massa seca, bem como verificar o teor de clorofila. No
ultimo dia de cultivo, a biomassa foi destinada a anélise de composicao lipidica e & anélise

elementar (C,N,H), e o sobrenadante a posterior caracteriza¢cdo do pigmento.
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5.2.5 Meétodos analiticos e de anéalise dos dados

5.2.5.1  Cadlculo das velocidades especificas mdaximas (Hmax)

Como ja descrito anteriormente no capitulo anterior, adotou-se 0 método simplificado
para obtencdo de pmax através do coeficiente angular da reta que passa pelos pontos referentes
a fase exponencial nos graficos de In(DO7sonm) em fungdo do tempo para cada cultivo. Na fase
exponencial, p é maxima, constante e vale (InX — InX,)/t, sendo X a concentracdo de

células, que se relaciona linearmente com a DO750qm.

5.2.5.2  Concentragio de células em massa seca

Para a obtencgdo da concentragdo celular em massa seca, 10 mL da biomassa obtida ao
final dos cultivos foram colocados em filtros 0,45 um (Millipore) previamente secos em
estufa por 12 h a 70°C e pesados até massa constante. A fase aquosa foi filtrada a vacuo e a
biomassa molhada juntamente com o filtro foi seca em microondas por 10 min em baixa
poténcia. Entdo, a biomassa seca com o filtro foi pesada até massa constante e subtraiu-se o
peso do papel de filtro seco para obter somente a massa de células. A concentracao celular foi
calculada dividindo a massa obtida pelo volume utilizado. Todo esse processo foi realizado

em duplicata para cada cultivo, obtendo-se assim a média entre as duas concentracées.

5.2.5.3  Andlise do teor de lipideos totais e perfil de dcidos graxos

Para a extracdo dos lipideos utilizou-se 0 método Bligh&Dyer (BLIGH; DYER, 1959)
modificado, detalhadamente descrito no capitulo anterior (itens 4.2.4 e 4.2.5). O teor de
lipideos totais foi obtido por gravimetria, e entdo o contetdo total de lipideos foi utilizado na
reacdo de transesterificacdo para obtencdo dos ésteres dos &cidos graxos, os quais foram
analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, como descrito

detalhadamente no capitulo anterior e também por (BREUER et al., 2013).
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5.2.5.4  Andlise do teor de clorofila por espectrofotometria na regido do UV-Vis

O teor de clorofila foi determinado a cada 24 h a partir de volumes da cultura de 2 mL,
1 mL ou 0,5 mL, dependendo do tempo de cultivo e teor de biomassa. Esses volumes foram
escolhidos para obter absorbancias a 680 nm entre 0,1 e 0,7. O contetido em microtubos de 2
mL de cada amostra foi centrifugado a 10.000g por 3 min e a biomassa concentrada,
descartando o sobrenadante. A biomassa precipitada foi extraida com 1,8 mL de metanol,
resultando em volume final de aproximadamente 2 mL em cada microtubo, por 30 min no
escuro a 45°C (PRUVOST et al., 2011). As amostras foram centrifugadas novamente a
10.000g por 3 min antes de serem analisadas. Medidas de absorbancia foram realizadas a 652
nm, 665 nm e 750 nm. Absorbancias a 652 nm e 665 nm tiveram seus valores corrigidos pela
turbidez, subtraindo as absorbéancias a 750 nm. As concentracbes de clorofila-a (Cl.a) e
clorofila-b (Cl.b) foram determinadas de acordo com as Equacdes 5.2 e 5.3 (RITCHIE, 2006).

[CLa] [22] = 8.0962 Ags; + 16.5169 Aggs (5.2)
[CLb] [22] = 27.4405 Ags, — 121688 Ages (5.3)

5.2.5.5  Andlise do teor de clorofila por fluorescéncia

O uso de medidas de fluorescéncia da clorofila-a para examinar o desempenho
fotossintético e o estresse em algas e plantas tem se difundido em diversos estudos. Apos a
observacdo de (KAUTSKY; HIRSCH, 1931) que mudancas na fluorescéncia induzida pela
iluminacdo de folhas adaptadas ao escuro estdo qualitativamente correlacionadas com
mudancas na assimilagdo de CO,, ficou evidente que, em algumas circunstancias, as emissoes
de fluorescéncia em organismos fotossintetizantes podem estar correlacionadas com suas
taxas fotossintéticas (BAKER, 2008). De fato, tem sido demonstrado que a fracdo de
decréscimo da fluorescéncia de clorofila é linearmente relacionada a taxa de assimilacdo de
CO;, e é um indicador da atividade fotossintética (LICHTENTHALER et al., 2007).

A temperatura ambiente, a fluorescéncia da clorofila-a, em sua maioria, é emitida pelo
PSII (fotossistema 11). Sob condigéo de baixa intensidade luminosa, em elevados rendimentos
quanticos, cerca de 97% da energia dos fotons absorvidos € usada no processo fotoquimico
para produzir ATP e NADPH, 2,5% é transformada em calor e 0,5% é reemitida como
fluorescéncia. Esta fluorescéncia emitida pelo PSII pode ser detectada por um fotodetector

sensivel aos comprimentos de onda na regido de 680 nm (BAKER, 2008).
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A deteccéo de clorofila por fluorescéncia foi feita utilizando a biomassa de microalga
fresca logo apo6s a coleta de amostra, diariamente durante todo o periodo de cultivo. A
amostra coletada foi diluida ou concentrada para uma DOggonm de 0,2. No espectrometro de
fluorescéncia (F900, Edinburgh Instruments), a amostra foi excitada em 433 nm e todos 0s
espectros foram obtidos na faixa de comprimentos de onda de 450 a 800 nm, utilizando uma
abertura de 5 nm tanto para a fenda de excitacdo como para a de emissao, e resolucdo de 1 nm

(intervalo entre os comprimentos de onda). O espectro final foi a média de 3 repeticdes.

5.2.5.6  Andlise elementar (C,N,H)

A anélise elementar é uma técnica para determinacdo das porcentagens de carbono,
hidrogénio e nitrogénio em uma amostra. Seu funcionamento é baseado no método de Pregl-
Dumas (PATTERSON, 1973), em que as amostras sdo sujeitasa combustdo em uma
atmosfera de oxigénio puro, e 0s gases resultantes dessa combustéo séo quantificados em um
detector TCD (detector de condutividade térmica).

As amostras de biomassa seca de cada cultivo foram coletadas para analise dos
elementos C, N e H, sendo necessarios no minimo 5 mg de cada. As analises foram realizadas
na Central Analitica do Instituto de Quimica - USP, utilizando o equipamento Perkin Elmer
2400 series ii.

5.2.5.7  Cadlculo da taxa de fixagio de CO2

O célculo da fixacdo de CO, é dado pela Equacdo 5.5 (KASSIM; MENG, 2017), na
qual PCO; ¢ a taxa de fixacdo e MCO, e MC representam os pesos moleculares do CO, (44 g
mol™) e C (12 g mol™), respectivamente. C¢ é a média do teor de carbono de acordo com a
analise elementar e P (g L™'d™) é a produtividade de biomassa de microalga (Equagéo 5.4).

P = Cfinal — Cinicial

— (5.4)

trinal — tinicial

PCO, = CcPx (S22 (5.5)

MC
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5.2.5.8 Anidlise do teor de carotenoides totais

Os carotenoides em solugdo obedecem a lei de Lambert-Beer, na qual a absorbancia é
diretamente proporcional a concentragdo. Dessa forma, os carotenoides podem ser
relativamente quantificados espectrofotometricamente (PAVIA et al.,, 2016). O teor de
carotenoides totais no sobrenadante das amostras de todos os cultivos foi estimado por
espectrofotometria UV-Vis (UV-2600, Shimadzu) em 450 nm, com coeficiente de
absortividade molar de 2.500 (BRITTON, 1985) (Equacéo 5.6).

A10*

1%
ATV

Teor de carotenoides (ug/mL) = (5.6)

V é o volume de amostra bruta que fornece a absorbancia A em 450 nm e A% é o

coeficiente de absortividade molar.

5.2.5.9  Anilise estatistica e softwares

A partir dos valores obtidos experimentalmente, os diversos parametros foram
calculados empregando-se o programa Excel Microsoft 2010 e as andlises estatisticas foram
realizadas no programa Prism 3.0 através dos testes de analise de variancia (One-way
ANOVA), sendo Tukey o pos-teste aplicado. Os graficos foram plotados utilizando-se os
softwares Origin 2018b, Excel Microsoft 2010 ou Prism 3.0.

53 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.31 Determinac¢ao actinométrica das taxas de emissao de fotons

A determinacéo espectrofotométrica das concentracbes de fons Fe®* foi realizada
empregando-se curva padrdo (APENDICE C), pela qual obteve-se o coeficiente de absorgéo
molar de 10.505 L mol™ cm™ para o complexo Fe(l1)-o-fenantrolina, valor que foi préximo ao
reportado anteriormente por (HATCHARD; PARKER, 1956), de 11.100 L mol™ cm™. A
curva padrdo foi utilizada para calcular as concentragdes de ions Fe?* em cada tempo de
reacdo, as quais estdo relacionadas com o numero de mols de fétons dividindo cada valor
obtido por 1,11 (HATCHARD; PARKER, 1956), rendimento quantico (ions/féton) na regido
de emisséo da lampada (APENDICE C).
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Calculados os numeros de mols de fétons, foram obtidas as curvas de emissdo de

fétons por tempo para cada fotobiorreator (Figura 5.6).

Figura 5.6 Curvas de emissdo de fétons por tempo referentes ao Reator A (a) e ao Reator B (b)
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As taxas de emissdo de fétons em cada fotobiorreator foram obtidas pelo coeficiente
linear das curvas de emisséo, fazendo-se as devidas conversdes de unidade de tempo, e 0s
resultados estdo apresentados na Tabela 5.2. As taxas especificas de emissdo de fétons na
tabela foram obtidas dividindo-se as taxas de emissdo de fétons pelo volume de solugédo

fotossensivel em cada reator (1,5 L).

Tabela 5.2 Taxas de emissdo de fotons referentes aos fotobiorreatores A e B

Fotobiorreator 1aXxa de emisséo de fotons Taxa especifica de emissdo de fétons

(Einstein s™) (Einstein L™ s™)
A 2.36x10° 1,57 x 108
B 3,01x10° 201x10°

A unidade [Einstein] e definida pela energia de um mol de fdtons, entdo a unidade da
taxa de emissdo de fétons é [Einstein s]. As curvas de emissdo de fétons para os dois
fotobiorreatores apresentaram coeficientes com a mesma ordem de grandeza, porém a taxa de
emissdo de fétons obtida para o fotobiorreator B foi aproximadamente 27,5% maior do que
para 0 A. Provavelmente essa diferenca se deve ao ajuste manual do dimmer analogico
durante as medidas de luminosidade, para que ambos 0s reatores tivessem a mesma
luminosidade. Apesar dessa diferenca, considerou-se que os dois fotobiorreatores séo

similares em relacdo a emissao de fotons.



108

5.3.2 Valida¢ao do método de operacao dos fotobiorreatores utilizando a

microalga Scenedesmus sp.

Para essa avaliacdo, empregou-se 0 modo continuo, no qual ar enriquecido com 5% de
CO, foi aspergido continuamente na atmosfera interna do reator a uma vazao de 0,5 L min™.
O outro modo de aeracdo foi o intermitente, no qual esse processo de aeracdo era feito
somente durante 30 min ao dia, durante o periodo claro, o que em hipdtese seria suficiente
para manter a concentragdo de CO, na atmosfera do reator praticamente constante, ja que o
consumo de CO, pela microalga é relativamente baixo, como calculado por DA SILVEIRA
(2015).

5.3.21 Awaliacdo dos perfis de pH e oxigénio dissolvido

Uma das vantagens de se realizar o cultivo de microalgas em fotobiorreator é a
possibilidade de monitorar, em tempo real, o pH e o oxigénio dissolvido ao longo do cultivo,
o que fornece importantes informacdes sobre 0 comportamento da microalga em determinadas
condigBes operacionais. Esse monitoramento é realizado utilizando sensores desses dois
parametros, os quais devem ser calibrados previamente ao inicio do cultivo. O sensor de
oxigénio dissolvido, particularmente, € calibrado da seguinte forma: apo6s a estabilizacdo das
condicBes operacionais do reator (temperatura, agitacdo e aeracdo) marca-se o ponto “100%”,
entdo as oscilagdes de oxigénio dissolvido sdo determinadas a partir dessa calibracdo e
fornecidas em valores de porcentagem. Neste experimento, a calibracdo foi feita passando-se
ar enriquecido com 5% de CO,, entdo esta foi a condi¢gdo chamada de “100%”. Nessa
condicdo, a pressao parcial do O, é aproximadamente 0,1995 atm, a qual foi utilizada para o
calculo da concentragcdo de oxigénio dissolvido através da lei de Henry (Equagdo 5.7),
assumindo que o sistema atingiu a saturacdo e a solucdo é muito diluida (SCHMIDELL,
LIMA; AQUARONE; BORZANI, 2001).

C,, = H.py4 (5.7)
Onde: Cy, = concentragdo de oxigénio na saturagdo (9O,/m?)
H = constante de Henry (gO,/m®. atm), aproximadamente 37,1 a 28°C

pg = pressao parcial de O, na fase gasosa (atm)
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Fazendo-se os calculos, a Cp,na saturagdo sob 5% CO, € de aproximadamente 7,4
g/m® (ou mg/L). Dessa forma, a Co, foi calculada para todos os valores de porcentagem de
oxigénio dissolvido a cada 15 min durante todo o cultivo no reator, fornecendo o perfil de
oxigénio dissolvido ao longo do cultivo. A Figura 5.7 apresenta tais perfis de oxigénio

dissolvido e pH durante os cultivos sob aeracao continua (Fig. 5.7a) e intermitente (Fig. 5.7b).

Figura 5.7 Perfis de oxigénio dissolvido (Cy,) e pH durante o cultivo de Scenedesmus sp. em fotobiorreator sob
aeracdo continua a 5% CO, (a) e sob aeracdo intermitente a 5% CO, (b)
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Durante o crescimento fototréfico, no ciclo claro, microalgas consomem CO, e
produzem O,. Por outro lado, no ciclo escuro, ocorre a respira¢do, na qual as microalgas
consomem O, e produzem CO,. Essas variacbes de producdo/consumo de O, foram
observadas em ambas as condi¢des operacionais de cultivo. No entanto, sob aeracdo continua,

como CO; e ar eram constantemente repostos no reator durante todo o cultivo, as variacGes de
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oxigénio dissolvido eram devidas somente a atividade das microalgas em produzir/consumir
O,. Portanto, é possivel verificar os ciclos claro/escuro muito bem definidos nessa condicéo,
sendo que no periodo de maior atividade fotossintética, entre o primeiro e 0 sexto dia de
cultivo, a Cy, atingiu valores maximos de aproximadamente 11 g/m®. Apés esse periodo, a
Co, decaiu a cada dia até o final do cultivo.

No cultivo sob aeracdo intermitente, os “pulsos” de ar enriquecido com CO;
ocorreram por 30 min a cada 24 h durante os periodos claros, entdo a variacdo de O, nao foi
somente devida a atividade das microalgas, pois 0 ar ndo era constantemente reposto.
Observa-se ainda assim 0s aumentos e quedas na concentracdo de oxigénio dissolvido devidos
aos ciclos claro/escuro, porém os valores méaximos de aproximadamente 11 g/m® foram
atingidos do primeiro ao terceiro dia de cultivo, e depois os valores se mantiveram em torno
de 8 g/m®, aumentando um pouco no final do cultivo.

Sabe-se que o oxigénio produzido pode aumentar muito sua concentracdo dependendo
das condigdes operacionais do reator, e isso produz um efeito negativo na producdo de
biomassa, inibindo o crescimento das células (KAZBAR et al., 2019). KAZBAR e
colaboradores (2019) avaliaram a influéncia de diferentes concentracdes de O, dissolvido na
producdo de biomassa em C. vulgaris, utilizando um fotobiorreator fechado em quimiostato,
com taxa de diluicdo D = 0,02 h™* e densidade de fluxo de fétons de 250 umol m? s™. As
concentracdes de oxigénio dissolvido foram controladas variando-se a vazdo de N, na
corrente gasosa. Em valores de Cp, entre 8 e 25 g/m®, a influéncia na produtividade foi
negligenciavel, mas para Cy,de 31 g/m® houve perda na produtividade de 30% (KAZBAR et
al., 2019).

Dessa forma, pode-se dizer que em ambos 0s cultivos, sob aera¢do continua ou
intermitente, a concentracdo de oxigénio dissolvido ndo foi tdo alta a ponto de inibir o
crescimento das microalgas. Outro estudo avaliou a influéncia da concentragdo de oxigénio
dissolvido na producdo de acido docosahexaenoico pela microalga marinha Schizochytrium
limacinum SR21. Com nivel de 50% de oxigénio em relacdo a saturagcdo houve diminuic¢éo no
pH e uma correlacdo negativa com o acumulo de lipideos, enquanto baixas concentracdes de
oxigénio (10% da saturacdo) foram determinantes para o acimulo de lipideos (CHI et al.,
2009). Portanto, 0 monitoramento deste parametro € importante também para otimizar as
condic@es a fim de favorecer o acimulo de lipideos nas microalgas.

Em relacdo ao pH, no cultivo sob aeragdo continua o valor maximo alcancado foi

aproximadamente 6,7 no dia 2, decaindo até 4,5 até o final do cultivo. Além disso, é possivel
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observar algumas oscilagdes devido aos ciclos claro/escuro. Os valores méximos de pH em
torno do segundo dia de cultivo correspondem ao periodo de maior atividade fotossintética
das microalgas, no qual estdo crescendo a velocidade méxima. Dessa forma, o pH tende a
aumentar com o0 aumento do crescimento pois mais microalgas consomem mais CO,, e 0
equilibrio da reagio HCO3 + H" <> CO, + H,0 é entdo deslocado para a formagdo de CO, e
H,0, diminuindo a concentracdo de H" e, consequentemente, aumentando o pH. Apds a fase
exponencial, o pH tende a cair, como foi observado (Figura 5.9), pois as microalgas crescem a
uma velocidade reduzida, diminuindo também a atividade fotossintética. Da mesma forma,
durante a respiracdo no periodo escuro, o pH tende a cair um pouco devido a producao de
CO..

J& no cultivo sob aeragdo intermitente, o pH alcancou valores maximos em torno de
7,5 e minimos em torno de 5,0, valores estes maiores do que 0s MAximos e minimos
observados no cultivo sob aeracdo continua. Tais resultados podem ser explicados pelo fato
de que nesse cultivo o CO, foi reposto somente uma vez ao dia, deslocando ainda mais o
equilibrio para a formacdo de produtos, e assim aumentando o consumo de H™ e,
consequentemente, aumentando o pH. Além disso, é possivel observar alguns pulsos, os quais
correspondem aos momentos em que ocorreu a aeragdo do reator, apresentando quedas

bruscas de pH.

5.3.2.2  Awaliacdo dos pardmetros cinéticos e perfil de clorofila-a

A Figura 5.8 apresenta as cinéticas de crescimento da Scenedesmus sp. nas diferentes
configuracBes dos reatores, bem como os perfis de clorofila-a ao longo dos cultivos. As
cinéticas de crescimento (Figura 5.8a), obtidas atraves de medidas de DO a 750 nm (turbidez),
apresentaram perfis semelhantes, com crescimento um pouco maior no cultivo sob aeracao
continua. J& o perfil de clorofila-a apresentou valores maximos entre o primeiro e o terceiro
dia, o que corrobora com os dados de pH, que apresentou valores maximos nesse periodo do
cultivo, que corresponde a maxima atividade fotossintética. A Tabela 5.3 apresenta os valores
de pmax (obtidos pela inclinacdo da reta do grafico de In(DO7sonm) em funcdo do tempo
durante a fase exponencial — APENDICE D), produgdo de biomassa no dia 10 de cultivo e
taxa de fixacdo de CO,. Os resultados completos da analise elementar estdo apresentados no
APENDICE D.
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Figura 5.8 Cinéticas de crescimento de Scenedesmus sp. em fotobiorreator sob aera¢do continua e intermitente a
5% CO, (a) e teor de clorofila-a ao longo dos cultivos (b)
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Tabela 5.3 Velocidade méaxima especifica (Umax), CONcentracdo em massa seca no dia 10 de cultivo (X) e taxa de
fixagdo de CO, (PCO,) no cultivo de Scenedesmus sp. sob aeracdo continua ou intermitente a 5% de CO; e
comparagdo com os ensaios em frascos agitados nas mesmas condi¢des

Hmax (dia®) X (gL") PCO,(mgL™d")
Modo continuo 0,87 0,47 78,67

Modo intermitente 0,74 0,38 63,85

Frasco_s aglta_dos - 0,24 0,44 )
modo intermitente
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Apesar de cinéticas de crescimento semelhantes, pmax foi aproximadamente 17%
maior no modo de aeracdo continua do que no modo intermitente. Além disso, a concentracdo
de biomassa seca no dia 10 de cultivo foi também maior no modo continuo e, portanto, a taxa
de fixacdo de CO, foi maior também. Em relacdo aos ensaios em frascos agitados (Capitulo
4), nas mesmas condi¢cdes de CO, e no mesmo periodo de cultivo, pPmax N0 modo intermitente
foi aproximadamente 3 vezes maior, enquanto a producdo de biomassa foi praticamente
equivalente.

Apesar das poucas divergéncias entre os valores desses parametros analisados para 0s
dois cultivos, pode-se assumir que o cultivo de microalgas em um fotobiorreator fechado,
saturado com ar enriquecido com CO,, e trocando a atmosfera diariamente, em vez de
alimenta-lo continuamente a uma vazdo definida, é igualmente eficiente nas condicdes
operacionais avaliadas. Para outras formas operacionais, como concentracdo de CO, mais
baixa ou alta densidade celular, esse modo de aeragéo deve ser reavaliado. Neste trabalho, no
modo intermitente, menos CO, foi desperdicado e liberado para a atmosfera, o que seria
bastante significativo em cultivos com maiores concentracdes de CO, do que 5%, por
exemplo. Dessa forma, esse método foi adotado em todos o0s seguintes experimentos em

fotobiorreator.

5.3.2.3  Awaliacdo do perfil de dcidos graxos em diferentes fases de crescimento

Com os ensaios em fotobiorreator foi possivel coletar biomassa suficiente durante o
cultivo para realizar a extracdo dos lipideos e verificar a composicdo de acidos graxos em
diferentes fases do crescimento. A Figura 5.9 apresenta a porcentagem relativa de &cidos
graxos, isto &, a relacéo entre o acido graxo em questdo e o total de acidos graxos, dos cinco
acidos graxos presentes em maior quantidade na biomassa coletada, em diferentes dias,

durante o crescimento da Scenedesmus sp. sob 5% de CO, em sistema de aeracgao continua.
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Figura 5.9 Composicdo relativa dos principais acidos graxos detectados em diferentes fases de crescimento (dias
0,5e10- D0, D5 e D10) de Scenedesmus sp. sob 5% de CO, em sistema de aera¢do continua

100

90 - m D0
S 80 D5
czu 70 m D10
8 60
oL
£ 50
% 40
S 30
S 20
o

10 I

0 | .

16:0 18:2 18:3 18:1 18:0

Acidos graxos

A composicdo lipidica de microalgas pode variar de acordo com as condicfes de
cultivo e também durante as diferentes fases de crescimento. Em geral, células em
crescimento exponencial apresentam maiores quantidades de &cidos graxos insaturados,
enquanto que na fase de declinio, com falta de nutrientes e alta densidade celular, estes sdo
normalmente consumidos como fonte de energia, provocando o acimlo de SFA (RENAUD et
al., 1995; LIM et al., 2012).

Nesse estudo, como observado em outros ensaios, 0 acido graxo presente em maior
quantidade foi o &cido palmitico (16:0), e a sua porcentagem relativa aumentou conforme o
tempo de crescimento da cultura. Os &cidos graxos insaturados (18:2, 18:3 e 18:1) s6 foram
detectados na fase intermediaria de crescimento, no dia 5. Ao final do cultivo, no dia 10,

foram detectados também 18:1 e 18:0, o qual decaiu desde o inicio do cultivo.

5.3.3 Ensaios cinéticos com a microalga P. kessleri em fotobiorreator sob

diferentes concentracoes de CO>

5.3.3.1 Cinéticas de crescimento

As cinéticas de crescimento da P. kessleri em fotobiorreator sob diferentes
concentracdes de CO, estdo apresentadas na Figura 5.10. Comparando as curvas, ndo se nota



115

grandes diferencas entre as cinéticas de crescimento sob 5 e 15% CO,. No entanto, sob 30%
CO;, o crescimento foi notadamente um pouco menor do que nos outros casos. As velocidades
especificas de crescimento foram obtidas pelos graficos de In(DO7sonm) em funcdo do tempo
(APENDICE E) durante a fase exponencial (Tabela 5.4).

Figura 5.10 Cinéticas de crescimento de P. kessleri em fotobiorreator sob aeracdo intermitente a 5, 15 e 30%
CO,. As barras de erro sdo os desvios padrbes de 4 repeticdes
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Tabela 5.4 Valores de velocidade méaxima especifica (Ume) referentes aos cultivos da P. kessleri sob 5, 15 e 30%
CO,

Velocidade méxima especifica (Umay) [dia™]

Ensaio 5% CO, Ensaio 15% CO, Ensaio 30% CO,

R3A 0,81 R4A 0,85 R5A 0,92
R3B 0,82 R4B 0,74 R5B 0,81
R6A 0,66 R7A 0,66 R8A 0,69
R6B 0,66 R7B 0,72 R8B 0,69
Média 0,74 +0,09 0,74 £ 0,08 0,77 +0,11

As velocidades especificas de crescimento foram 0,74 + 0,09, 0,74 +£ 0,08 € 0,77 £ 0,11

dia® nos cultivos sob 5, 15 e 30% de CO,, respectivamente, nio apresentando diferenca
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significativa entre os valores (p>0,05). Apesar do crescimento da microalga ter sido mais
lento sob 30% de CO, do que nas outras condi¢des, aparentemente isso s6 € mais pronunciado
apos a fase exponencial, que ocorreu, em média, até o quarto ou quinto dia de cultivo
(gréficos de In(DO7s0nm) em funcdo do tempo no APENDICE E). Contudo, os cultivos sob
30% de CO, apresentaram uma fase de adaptacéo de aproximadamente um dia, e, portanto, as
células entraram na fase de crescimento exponencial somente depois do primeiro dia de
cultivo, a qual terminou aproximadamente no terceiro dia. (DE MORAIS; COSTA, 2007)
obtiveram resultados inferiores de velocidade especifica maxima de crescimento com a
microalga Chlorella kessleri: 0,257, 0,267, 0,267 e 0,199 dia™ sob 0,04, 6, 12 e 18% de COs,

respectivamente.

5.3.3.2  Awaliagdo dos perfis de pH e oxigénio dissolvido

Assim como discutido no item 5.3.2.1, oxigénio dissolvido e pH foram monitorados
durante todo o cultivo através de sensores previamente calibrados. A calibracdo do sensor de
O, foi feita apds saturar a atmosfera do reator com a mistura de ar e CO, nas respectivas
concentracdes de 5, 15 e 30%, de acordo com o cultivo. Dessa forma, foi possivel calcular as
concentracdes de oxigénio dissolvido ao longo dos cultivos utilizando a Equacdo 5.7 e 0s
valores da Tabela 5.5. Os perfis de oxigénio dissolvido e pH referentes a cada cultivo estdo

apresentados nas Figuras 5.11 e 5.12, respectivamente.

Tabela 5.5 Presséo parcial de O, e concentracdo de O, dissolvido na saturacdo, de acordo com a concentracéo de
CO, na mistura com ar

Concentracéo de O,

Concentracéo de Pressdo parcial de . ) -
CO, (%) 0, (atm) dissolvido na saturagéo
2 2 (g/m?)
0,04 0,2095 7.8
5 0,1990 7.4
15 0,1781 6,6

30 0,1466 54
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Figura 5.11 Perfis de oxigénio dissolvido durante os cultivos de P. kessleri em fotobiorreator sob aeracéo

[EEN
IS

intermitente a 5% CO, (a), 15% CO, (b) e 30% CO, (c)

50 CO,

e el
N W
11

[
~ O0O1OO N0 O O -
1

Concentragdo de O, (g/m?3)

IR
N Wb

el el ol
'_\

o

Concentragéo de O, (g/m?)

H~ O1T OO N 0O ©

e el el

AP OUOTONOOOOFLPDNWS

Concentragdo de O, (g/m?3)

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tempo (dias)

15% CO,

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Tempo (dias)

30% CO,

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tempo (dias)



118

Os perfis de oxigénio dissolvido para todas as condi¢bes de CO, foram semelhantes,
porém algumas particularidades foram observadas. Em 5% CO,, o valor maximo de oxigénio
dissolvido (aproximadamente 13 g/m®) foi atingido no final do primeiro dia de cultivo. E
possivel observar durante os ciclos claros (nos maximos de O, dissolvido) 0 momento em que
ar enriquecido com CO, foi reposto no reator, visto pela pequena queda na concentragédo de
O,, a qual depois é restabelecida até o inicio do ciclo escuro, onde se observa uma queda
brusca na concentracao de O, pois este & consumido na respiracdo. A partir dos dias 5 e 6 de
cultivo, observa-se uma maior dificuldade das células em produzirem O, periodo no qual a
atividade fotossintética ja decaiu bastante, pois ja passou a fase de crescimento exponencial.
Nos cultivos sob 15 e 30% de CO,, as concentragdes maximas de O, foram observadas a
partir do segundo dia de cultivo, com valores de aproximadamente 12,5 e 11 g/m?®
respectivamente.

Outro ponto a ser lembrado ¢é que a aeragdo do reator diéria ocorreu até o décimo dia
de cultivo, e ap0s esse dia 0 reator permaneceu com a entrada e a saida de gases fechadas.
Nos perfis de O, dissolvido, pode-se observar essa mudanca no modo de operacéo, pois 0
oxigénio alcancou novamente os niveis maximos (nos cultivos a 15 e 30% de CO,). No
cultivo a 5% de CO,, os valores de O, continuaram a cair ap6s o dia 10, provavelmente
porque ndo havia CO, suficiente para ser consumido e as células produzirem grandes
guantidades de O,, diferentemente das outras condi¢des. Contudo, ndo foi possivel confirmar
esta hipotese porque ndo foi possivel medir a concentracdo de CO, na saida do reator
utilizando o analisador de gés, ja que no modo intermitente ndo ha fluxo de gés.
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Figura 5.12 Perfis de pH durante os cultivos de P. kessleri em fotobiorreator sob aeracéo intermitente a 5% CO,
(@), 15% CO, (b) e 30% CO, (c)
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O pH variou consideravelmente entre as 3 concentragdes de CO, avaliadas. No cultivo
a 5% de COy, o pH subiu de aproximadamente 5,7, no dia 0, para 10,5 no quinto, e depois
decresceu até o dia 10, quando a aeracdo foi interrompida, entdo o pH voltou a subir até
valores proximos de 10,5. O primeiro aumento foi devido ao aumento da concentracdo de
microalgas, que consomem rapidamente o CO, dissolvido, aumentando assim o pH do meio,
chegando ao maximo no quinto dia, que também corresponde ao méaximo da atividade
fotossintética. E possivel também observar as oscilacdes pH devido aos ciclos claro/escuro e
também durante a aeracdo do reator nos periodos claros. O segundo aumento, apos o dia 10,
ocorreu devido a falta de CO, dissolvido no meio, o qual ndo era mais fornecido.

No cultivo a 15% de CO,, 0 pH inicial foi aproximadamente 5,4 e aumentou para
quase 6,5 no quinto dia de cultivo, decrescendo novamente até o dia 10. Houve um grande
aumento do pH nos dias 13 e 14 para aproximadamente 10, 0 que ocorreu mais tardiamente
do que no cultivo a 5% de CO,, provavelmente porque mais CO, estava disponivel por mais
tempo do que no cultivo anterior. J& no cultivo a 30% de CO,, os valores de pH ndo
apresentaram grandes oscilacGes, variando de aproximadamente 5,4 a 5,8 durante todo o
cultivo, voltando a aumentar novamente até quase 6,0 no Gltimo dia. 1sso ocorreu porque 30%
de CO, é uma concentracdo muito elevada, entdo o consumo de CO; pelas microalgas nao foi
suficiente para provocar mudancas no pH. A oscilacdo ocorrida entre o primeiro e o segundo
dia deve ser desconsiderada, pois foi provavelmente um erro devido a uma queda de energia

no sistema, afetando os dois reatores.

5.3.3.3  Petfis de concentragdo de clorofila-a e atividade fotossintética

O espectro de fluorescéncia da Cl.a apresenta um maximo de emissédo em torno de 684
nm e outro menos pronunciado na faixa de 740 nm (Figura 5.13) (BAKER, 2008). A Figura
5.14 apresenta as intensidades de fluorescéncia maximas normalizadas (ou seja, divida pelo
valor da absorbancia a 680 nm) referentes a todos os dias de cultivo de P. kessleri sob
diferentes condi¢des de CO,. Em todos o0s casos, a maior intensidade foi obtida no quarto dia
de cultivo, como também pode ser observado na Figura 5.15. Apds o quarto dia, as
intensidades de emissdo de fluorescéncia decresceram, com um minimo no ultimo dia de
cultivo. Esse perfil também coincidiu com o obtido na Figura 5.15, o qual apresenta o teor de

Cl.a pelo método da extracdo por metanol seguida de medidas de absorbancia. Pode-se
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afirmar, entdo, que no dia 4 de cultivo a atividade fotossintética da microalga, ou seja, a

assimilacdo de CO, foi maxima.

Figura 5.13 Perfis de emissao de fluorescéncia de clorofila-a durante os dias cultivo de P. kessleri em
fotobiorreator sob aeracdo intermitente a 5% CO, (a), 15% CO, (b) e 30% CO, (c)
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Figura 5.14 Perfis de intensidade maxima normalizada de emissao de fluorescéncia durante o cultivo de P.
kessleri nos fotobiorreatores sob aeragéo intermitente a 5, 15 e 30% CO,

5,0 —=— 5% CO,
1 —=— 15% CO,
4,5
—=—30% CO,

w
[6)]
1

3,0

Intensidade normalizada (10° u.a.)
S
1

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (dias)



123

Figura 5.15 Perfis de clorofila-a durante o cultivo de P. kessleri em fotobiorreator sob aeracdo intermitente a 5,
15e 30% CO;,
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Comparando os diferentes perfis das Figuras 5.14 e 5.15 sob diferentes concentracfes
de CO,, pode-se observar que sob 5% de CO, a microalga apresentou os menores valores de
Cl.a e as maiores intensidades de emissdo de fluorescéncia até o dia 8. Sob 15% de CO,, a
microalga apresentou as maiores quantidades de Cl.a até o dia 4 e depois coincidiu com a
condicdo de 30% de CO, até o dia 10, o que ocorreu de forma similar em relacdo a
fluorescéncia. Isso leva a entender que, sob altas concentracdes de CO, (15 e 30%), a
atividade fotossintética ndo foi dependente da concentracdo de CO,. Por outro lado, apés o dia
10, o teor de Cl.a foi maior a 30% de CO, do que nas outras condicdes. E preciso lembrar que
nesse dia (dia 10) a aeracdo foi interrompida, entdo todo o CO; disponivel até o dia 14 foi
proveniente desse dia. Dessa forma, faz sentido que as microalgas no cultivo sob 30% de CO,
ainda estivessem mais ativas fotossinteticamente do que nos outros cultivos.

Um estudo que utilizou uma abordagem de evolucao adaptativa em laboratorio obteve
cepas de Chlorella sp. adaptadas sob 10 e 20% de CO,, e comparou o teor de pigmentos das
cepas adaptadas com a original (LI et al., 2015). Considerando o teor de pigmentos em fungéo
das concentracbes de CO,, o méximo teor de Cl.a, Cl.b e carotenoides da cepa original
diminuiu com o aumento da concentracdo de CO, de 1% para 30%. Para a cepa adaptada sob
10% de COy, o teor de pigmentos foi quase idéntico nas concentracdes de CO, de 1 a 20%, e
diminuiu sob 30% de CO,. No entanto, para a cepa adaptada sob 20% de CO, o teor de
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pigmentos quase permaneceu estavel de 1 a 30% de CO,. Considerando o teor de pigmentos
em funcéo do tempo de cultivo, o teor de pigmentos aumentou durante os trés dias iniciais e
diminuiu posteriormente, para todas as cepas cultivadas e em todos os niveis de concentracao
de CO,. Isso pode ter sido causado pela mudanca na taxa de absorcdo de nitrogénio,
demonstrado em estudos anteriores (LI et al., 2015).

Esse perfil dos pigmentos em fungdo do tempo de cultivo observado por LI e
colaboradores (2015) foi semelhante ao observado neste trabalho, o que poderia levar as
mesmas conclusées de que, ap6s o quarto dia de cultivo, o teor de Cl.a dimiminiu,
provavelmente pela diminui¢do de nutrientes no meio, principalmente nitrogénio, ap6s o final
da fase exponencial. Além disso, a cepa utilizada de P. kessleri pode ser considerada ja
adaptada a altas concentracbes de CO,, e o perfil de Cl.a ndo apresentou diferencas
significativas para 5, 15 ou 30% de CO,, como desmonstrado para a cepa adaptada sob 20%
de CO; por (LI et al., 2015).

5.3.34  Awaliagdo dos pardmetros fisioldgicos

A Figura 5.16 apresenta uma comparacdo dos parametros fisioldgicos obtidos dos
cultivos da microalga P. kessleri sob diferentes concentragdes de CO,. As barras de erro sao

os desvios padrdes entre a média de 4 repeti¢des para cada condicdo de COs.

Figura 5.16 Comparagdo entre parametros fisiologicos dos cultivos de P. kessleri em fotobiorreator sob aerago
intermitente a 5, 15 e 30% CO,: velocidade especifica de crescimento (Umax) (2), concentracdo celular méxima
em massa seca (b), teor de lipideos totais (c) e taxa de fixacdo de CO, (d)
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As concentracGes celulares ao final dos cultivos (em massa seca) foram, em média,
1,09 + 0,12, 1,24 +0,15e 1,09 + 0,25 g L™ em 5, 15 e 30% de CO, respectivamente. Apesar

da concentracéo celular, em média, ter sido aproximadamente 13% maior sob 15% de CO, do

que nas outras condicOes, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p>0,05). Como
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discutido anteriormente para o parametro de velocidade especifica maxima de crescimento,
um estudo com a microalga Chlorella kessleri (DE MORAIS; COSTA, 2007) reportou
valores de concentracdo maxima celular inferiores aos obtidos neste trabalho, exceto em
condicdes de CO, atmosféricas. Foram obtidos os seguintes valores: 1,45, 0,98, 0,80 e 0,88 g
L™ sob 0,04, 6, 12 e 18% de CO,, respectivamente.

Os teores de lipideos ao final dos cultivos foram aproximadamente 241 + 11, 208 + 5 e
183 + 4 mg g de massa seca (aproximadamente 24, 21 e 18%, respectivamente) em 5, 15 e
30% de CO,, respectivamente. Apesar de esses valores terem sido bem diferentes, com uma
tendéncia ao maior acumulo de lipideos sob 5% de CO, (aproximadamente 31% a mais do
que sob 30% de COy,), as diferencas entre os valores ndo foram estatisticamente significativas
(p>0,05). MINHAS et al. (2016) reportaram um teor de lipideos na microalga P. kessleri de
21,42% (massa seca), bem proximo aos obtidos neste trabalho. Esse acimulo de lipideos pode
ser melhorado variando-se, por exemplo, a composicao e fator de diluicdo do meio de cultura
em condicdes otimizadas, como reportado por (LI et al., 2013), podendo-se obter até 60% de
lipideos em massa seca.

Da mesma forma que para a concentracdo celular maxima, a taxa de fixacdo de CO,
foi ligeiramente maior para 15% de CO,, com valor médio de 165 + 5 mg L™d™, em relacéo
as outras condicBes (158 + 7 e 141 + 3 mg L™d™ para 5 e 30% de CO,, respectivamente). No
entanto, a Unica diferenca estatisticamente significativa foi em relagdo aos valores de 15 e
30% de CO; (p<0,05). Essa tendéncia pode ser entendida, pois o calculo da taxa de fixacdo de
CO, leva em consideracao a produtividade, que é a concentracdo celular maxima divida pelo
namero de dias de cultivo. Dessa forma, como a concentracdo celular ao final do cultivo foi
maior nos cultivos sob 15% de CO,, provavelmente esse fator influenciou mais a taxa de
fixacdo de CO,. O outro fator varidvel € porcentagem de carbono na biomassa final, obtida
por anélise elementar (APENDICE E). As porcentagens de carbono na biomassa do 12° dia de
cultivo sob 15 e 30% de CO, foram, respectivamente, 47,5% e 48,5%, em média. Para 5% de
CO,, essa porcentagem foi obtida no 14° dia, obtendo um valor de aproximadamente 52%.

A Tabela 5.6 apresenta uma comparacdo entre as taxas de fixacdo de CO, por
microalgas do género Chlorella spp. em diferentes condi¢des de CO, (KLINTHONG et al.,
2015). Para a C. vulgaris, as melhores taxas de fixagdo de CO, ocorreram nos cultivos com
maior concentracdo de CO,, em comparagdo com o controle com ar. Para a C. kessleri, a taxa
de fixacdo de CO, obtida foi de 163 mg L™*d™ sob 18% de CO,, muito semelhante & obtida
neste trabalho sob 15% de CO, (165 + 5 mg L™d™?).
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Tabela 5.6 Taxas de fixacdo de CO, de microalgas do género Chlorella spp. cultivadas sob diferentes condicdes

de CO,
Linhagem CO; (%) Zg;(:qzaﬁa}f di? Referéncia
P. kessleri 5 158 + 7 Este trabalho
P. kessleri 15 165+5 Este trabalho
P. kessleri 30 141+ 3 Este trabalho
C. kessleri 18 163 DE MORAIS; COSTA (2007)
15 624 YUN et al. (1997)
C. vulgaris 10 522 STEPHENSON et al. (2010)
0,04 75 SCRAGG et al. (2002)

Fonte: Adaptado de KLINTHONG et al. (2015)

Outras taxas de fixacdo de CO, foram reportadas em diferentes trabalhos para

diferentes microalgas, variando de 251 a 1500 mg CO, L™*d™, como mostrado na Tabela 5.7.

Outros trabalhos apontaram valores para Chlorella sp. de 287 mg L*d™* (YADAV et al.,

2015), e de 150 a 291 mg L*d" para um consércio de microalgas tolerantes a altas

concentragfes de CO, (BHAKTA et al., 2015). Scenedesmus obtusiusculus isolada das

nascentes de Cuatro Ciénegas, México, demonstrou crescimento até 10% de CO, e uma taxa

de fixacdo de CO, de 970 g m>d™?, significativamente maior do que as demais cepas relatadas
(TOLEDO-CERVANTES et al., 2013).

Tabela 5.7 Taxas de fixacdo de CO, de diferentes espécies de microalgas

Microalga

Taxa de fixacdo de Referéncia

CO, (mgL*d?)

Dunaliella tertiolecta
Dunaliella tertiolecta
Chlorella vulgaris
Chlorella vulgaris
Spirulina platensis
Botryococcus braunii
Botryococcus braunii
Synechocystis aquatilis

272
313
251
865
318
497

1100
1500

SYDNEY et al. (2010)
KISHIMOTO et al. (1994)
SYDNEY et al. (2010)
HIRATA et al. (1996)
SYDNEY et al. (2010)
SYDNEY et al. (2010)
MURAKAMI; IKENOUCHI (1997)
MURAKAMI; IKENOUCHI (1997)

Fonte: Adaptado de SINGH et al. (2014)

Em relacdo a outros microrganismos oleaginosos, que produzem lipideos

intracelulares, pode-se destacar as leveduras. Um pequeno ndmero de espécies de leveduras
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tem demonstrado produtividade substancial de biomassa celular e lipideos. Essas espécies de
leveduras oleaginosas sdo particularmente atrativas para a producéo de lipideos. Por exemplo,
Cryptococcus curvatus foi reportada por acumular até 60% em lipideos. Essa espécie também
cresceu a uma densidade celular de 118 g L™ quando cultivada em meio contendo nitrogénio e
glicerol, como fonte de carbono, com teor de lipideos de 25%. Produtividades de biomassa
celular semelhantes foram observadas em culturas de Rhodosporidium toruloides, que
atingiram densidade celular de 100 g L™ e 75% de teor de lipideos, quando cultivadas sob
condicdes de estresse (SITEPU et al., 2014).

Assim, também nas leveduras o teor lipidico e a concentragdo celular maxima sao
dependentes da cultura e altamente variaveis. As densidades celulares reportadas para
leveduras foram aproximadamente 100 vezes maior do que as que foram obtidas por P.
kessleri neste trabalho (1,09 g L™). Porém, é preciso lembrar que o cultivo das microalgas se
iniciou com baixa densidade celular, motivo necessario para a melhor avaliacdo das cinéticas

de crescimento, e a Unica fonte de carbono utilizada foi o CO,, diferentemente das leveduras.

5.3.3.5  Awaliacdo da produgio de carotenoides

Apobs a centrifugacdo da biomassa obtida ao final dos cultivos da P. kessleri em
diferentes concentracbes de CO,, observou-se a formacdo de um sobrenadante de cor
avermelhada, cuja intensidade variou entre os cultivos. A Tabela 5.8 apresenta as fotos da
biomassa final e do sobrenadante apds centrifugacdo das células, em todos os cultivos.
Observando somente a cor dos sobrenadantes, pode-se perceber que, em geral, 0 reator B
produziu mais pigmento do que o reator A, pela coloracdo mais intensa. Além disso, foi
observada a producdo do pigmento avermelhado nos cultivos sob 5 e 15% de CO,, mas néo

sob 30% de CO,, que apresentou um pigmento amarelado.
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Tabela 5.8 Biomassa resultante ao final dos cultivos de P. kessleri sob diferentes concentragdes de CO,. Na
coluna da esquerda os frascos contém microalgas e nos da direita somente o sobrenadante ap6s centrifugacao

. Antes da centrifugacéo Depois da centrifugacéo
Ensaio A B A B
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Carotenoides possuem um papel importante nas células na transferéncia de energia
durante a fotossintese e na protecdo do aparato fotossintético contra danos foto-oxidativos,
neutralizando radicais livres e atuando como agentes antioxidantes (PINHEIRO et al., 2019).
A producdo de antioxidantes por microrganismos fotossintetizantes, em alguns casos, ocorre
quando as microalgas estdo sujeitas a um estresse, o qual pode ser acompanhado de inibicdo
da divisdo celular. Durante o cultivo de microalgas, o enriquecimento com CO, € um pré-
requisito para atingir alta produtividade. Ao mesmo tempo, altos niveis de CO, séo
normalmente estressantes para a microalga, especialmente para o aparato fotossintético,
podendo induzir o acumulo de carotenoides. Estudos recentes sobre o cultivo de H. pluvialis
sob concentracOes elevadas de CO, demonstraram que o aumento da porcentagem de CO; na
mistura gasosa até 5% favoreceu o acumulo de astaxantina (CHEKANOQV et al., 2017). Esta
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concentracdo de CO, (5%) demonstrou ser também vantajosa para conter a contaminacao
bioldgica e promover a fotossintese (CHENG et al., 2016).

Neste trabalho, a hipdtese para a producdo do pigmento extracelular foi o estresse
causado pela falta do suprimento de CO, no final do cultivo. Nesse caso, a interrup¢do do
suprimento de CO, foi feita no dia 10, terminando o cultivo no dia 14. Dessa forma,
provavelmente 30% de CO; ndo tenha provocado um estresse suficiente pela falta de CO,
COmMO NnoS outros casos, para produzir o pigmento vermelho, ja que é uma concentracdo de
CO, muito elevada. No entanto, 0os mecanismos que provocaram a producdo de pigmentos e
liberagdo ao meio extracelular pelas células ndo foram estudados.

Outra hipotese que foi feita foi que os pigmentos produzidos eram carotenoides,
baseado no metabolismo de microalgas e relatos da literatura (BOROWITZKA, 2013). Os
testes preliminares de solubilidade em diferentes solventes, e subsequente aquisi¢cdo dos
espectros de UV-Vis, forneceram indicios e caracteristicas de carotenoides, o que foi
confirmado com outros métodos analiticos, os quais serdo discutidos no capitulo seguinte.
Nesta etapa, considerou-se o0s carotenoides totais, os quais foram quantificados por
espectrofotometria em 450 nm (Equacédo 5.5). Os resultados estdo apresentados na Tabela 5.9

e na Figura 5.17.

Tabela 5.9 Concentracdo de carotenoides totais ao final dos cultivos de P. kessleri sob diferentes concentragdes
de CO,

Concentracao de carotenoides totais (g mL™)

Concentracéao Ensaio >
de CO2 (%) Reator A Reator B Média das
repeticoes
3 2,44 107 3,37 102 ,
5 5 5 3,03+0,43 10
6 27710 3,54 10
4 1,81 107 2,76 107 ,
15 5 5 2,62 +0,40 107
7 2,65 10 3,24 10
5 1,01 10 1,05 102 ,
30 , , 1,09 + 0,16 10
8 1,40 10° 0,89 10°
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Figura 5.17 Concentracéo de carotenoides totais ao final dos cultivos de P. kessleri sob diferentes concentragdes
de CO,
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O teor de carotenoides nos cultivos no Reator B foi, em média, 20% maior do que nos
cultivos no Reator A, provavelmente devido a essa mesma diferencga entre as taxas de emissao
de fotons nos reatores, obtidas pelo experimento de actinometria. Contudo, levando-se em
consideracdo as diferencas entre as médias para cada concentracdo de CO,, o teor de
carotenoides foi aproximadamente 16% maior sob 5% de CO, em relacdo a 15% de CO,,
porém essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p>0,05). J& o teor de carotenoides
sob 15% de CO,, por sua vez, foi aproximadamente 140% maior em relacdo a 30% de CO,, e
essa diferenca foi estatisticamente significativa (p<0,01).

Um recente estudo (SOARES et al., 2019) avaliou a composi¢do dos principais
carotenoides e acidos graxos de nove espécies de microalgas como fonte de compostos
nutracéuticos. P. kessleri, Coelastrum sphaericum e Chlorella zofingiensis sdo fontes naturais
de astaxantina. O maior rendimento de astaxantina obtido para a microalga P. kessleri foi
quase 23 mg g™ (SOARES et al., 2019). As produtividades de astaxantina e luteina da P.
kessleri obtidas por MINHAS et al. (2016) foram 0,07 mg L'd™ e 0,04 mg L*d?,
respectivamente, e o teor de luteina foi 0,28 mg g’ (m.s.). Esses valores s&o
comparativamente superiores & maior concentracdo de carotenoides totais obtida neste
trabalho (0,03 mg L™).

Em realcdo a outras espécies de microalgas, a microalga Chlorella protothecoides
apresentou uma taxa de crescimento relativamente alta em condi¢BGes heterotroficas e
produtividade de luteina na faixa de 4,6 a 5,4 mg g ™ com rendimento de cerca de 200 mg L™ .

Outras microalgas que também apresentaram altos niveis de luteina foram Dunaliella salina
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(6,6 mg g*), Scenedesmus almeriensis (5,3 mg g'), a microalga vermelha Galdieria
sulphuraria (0,4 mg.g™'), e as microalgas Chlamydomonas planctogloea, Desmodesmus
protuberans e Desmodesmus denticulatus, com teor de luteina na biomassa de 7,4, 10,5 e 8,5
mg g, respectivamente. Sabendo que a atual fonte comercial de luteina séo as flores de
caléndula, que possuem um teor de luteina de 0,04 a 0,30 mg g, essas microalgas tem o
potencial de produzir cerca de 35 a 250 vezes mais luteina (CEZARE-GOMES et al., 2019).

A microalga P. kessleri &€ conhecida por produzir exopolissacarideos, ou seja,
polissacarideos liberados ao meio extracelular (RAPOSO et al., 2013), porém ndo ha relatos
sobre produgdo extracelular de carotenoides. Com o melhor do meu conhecimento, os Unicos
relatos de carotenoides produzidos extracelularmente foram a partir da microalga
Botryococcus braunii. Esta microalga € conhecida por produzir hidrocarbonetos
extracelulares em grandes quantidades, adequados para uso como fonte de biocombustiveis, e
polissacarideos. Além disso, também é conhecida por produzir carotenoides intracelulares,
tais como neoxantina, loroxantina, violaxantina, luteina, a-caroteno e [3-caroteno, enquanto o
principal componente dos carotenoides extracelulares é a equinenona (CHENG et al., 2019).

Em relacdo a outros microrganismos, diversos trabalhos reportaram a producdo de
carotenoides intracelulares em diferentes fontes microbianas, além de microalgas,
particularmente leveduras e bactérias (MUSSAGY et al., 2019). Dentre as leveduras,
Rhodotorula toruloides é considerada uma das mais promissoras para aplicagcdes industriais,
por ser fonte de carotenoides, lipideos e enzimas de alto valor. Um estudo (PINHEIRO et al.,
2019) avaliou a producéo de lipideos e carotenoides por R. toruloides utilizando xilose como
unica fonte de carbono e estratégias de evolucdo adaptativa em laboratério e estresse
oxidativo com H,O; e irradiacdo por luz. Em relacdo aos carotenoides, a maior producéo foi
de 44,0 + 2.4 mg L™ com a cepa adaptada sob estresse oxidativo, aproximadamente 1.466
vezes maior do que a reportada neste trabalho. Em outro trabalho, 30 linhagens de bactérias
pigmentadas foram isoladas da Antartica, das quais 10 diferentes tipos de carotenoides foram
identificados. Dentre eles, um carotenoide com 50 carbonos, identificado como C.p. 450
glucosideo, o qual ndo havia sido relatado anteriormente em outros trabalhos. Quanto ao teor
de carotenoides totais, estes variaram de 0,33 a 0,73 mg/g de massa seca entre as linhagens.
Flavobacterium sp. P33 alcancou um teor de 0,60 mg/g, enquanto Arthrobacter sp. P40
alcangou 0,33 mg/g, ambos podendo ser melhorados em cultivos em condigdes otimizadas
(VILA et al., 2019).
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5.3.3.6  Awvaliacdo da composicio de dcidos graxos

Ao final dos cultivos, a biomassa de celulas foi recolhida, centrifugada e seca para
entdo seguir com a extracao dos lipideos, pelo método de Bligh & Dyer (1959), seguida de
reacdo para obtencdo dos metil ésteres de acidos graxos, como descrito por BREUER et al.
(2013). Os é&cidos graxos foram detectados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas para a identificacdo. Para o célculo da porcentagem relativa de um
determinado &cido graxo, a area do pico desse composto no cromatograma foi dividida pela
soma das &reas dos picos dos principais &cidos graxos detectados. Dessa forma, foram
calculadas as porcentagens relativas aos cinco principais &cidos graxos presentes em maiores
guantidades para cada cultivo. Os resultados fornecidos na Tabela 5.10 sdo as médias das

duplicatas para condicéo de CO..

Tabela 5.10 Teor dos principais acidos graxos da microalga P. kessleri cultivada sob 5, 15 e 30% de CO,. Os
valores sdo as médias das porcentagens relativas para cada condigao

Concentracéo de CO; (%)

Acido graxo

5 15 30

Acido palmitico 16:0 26,019 30,3+2,8 61,9 +1538
Acido esteérico 18:0 87+16 90+03 35+07

Acido oleico 18:1 139+95 30,3+0,2 11,5426
Acido linoleico 18:2 31,0+16 28,0+2,5 154 7,0

Acido o-linolénico 18:3 204 +82 ND ND
Total saturados 34,7+0,3 39,3+31 65,4151
Total insaturados 65,3+0,3 60,7 +3,1 34,6+151

ND — nado detectado

Em geral, como esperado e também ja observado nos cultivos em frascos agitados, o
acido graxo presente em maior quantidade foi o acido palmitico, com aproximadamente 28%
nos cultivos sob 5 e 15% de CO,, aumentando para aproximadamente 62% sob 30% de CO..
Esse aumento na quantidade de acido palmitico com o aumento da concentracdo de CO,
também foi observado nos experimentos em frascos agitados para a mesma microalga.
Similarmente ao que foi observado nos experimentos em frascos agitados, a quantidade de

acido oleico também aumentou até 15% de CO,, de aproximadamente 14% a 30%, e depois
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diminuiu para 11,5% sob 30% de CO,. Como relatado anteriormente no capitulo anterior, isso
poderia ser um indicio de que altas concentra¢es de CO, provocam uma condi¢do de estresse
similar a limitacdo por nitrogénio, uma condi¢do conhecida por provocar o acumulo de
lipideos em microalgas (VAN DER HA et al., 2012).

Os outros componentes também apresentaram perfis similares ao que foi observado
nos cultivos em frascos agitados, com concentragcdes de 18:0 entre 3 e 9%, a quantidade de
18:3 também decaiu com o aumento da concentracdo de CO,, passando de 20% (sob 5% de
CO,) até niveis ndo detectaveis em 15% de CO, e depois até 7% sob 30% de CO,. As
porcentagens relativas de acido linoleico (18:2) nos cultivos em fotobiorreator foram maiores
do que as observadas nos cultivos em frascos agitados, aproximadamente 31%, 28% e 15%
(5, 15 e 30% de CO,, respectivamente) em fotobiorreator e aproximadamente 20%, 6% e 20%
(0,04, 15 e 30% de CO,, respectivamente) em frascos agitados. Essas observacdes
comparando a composicdo de acidos graxos nos cultivos em fotobiorreator e em frascos
agitados séo interessantes para mostrar a equivaléncia entre ambas as formas de cultivo, sendo
0 biorreator uma ampliacdo de escala, ndo alterando a composicéo lipidica das microalgas.

A Tabela 5.10 apresenta também os teores de acidos graxos saturados e insaturados
para todas as condigdes de cultivo. E possivel observar que nem sempre a somatoria de
saturados e insaturados foi 100%, pois foram mostrados na tabela somente os valores dos
principais acidos graxos detectados, porém o0s que estavam presentes em pequenas
quantidades foram contabilizados no total de saturados ou insaturados.

Neste trabalho, foi realizada também a avaliacdo da composicdo de acidos graxos em
diferentes fases do crescimento (Figura 5.18). A quantidade de cada acido graxo estd em
funcdo da area normalizada, ou seja, a area de cada pico referente a cada acido graxo no
cromatograma dividida pela massa pesada para a extracdo dos lipideos. Considerando que o
volume de inje¢do no GC-MS foi o mesmo (1 L), as &reas normalizadas séo proporcionais a

quantidade de acidos graxos em cada amostra.
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Figura 5.18 Composicéo dos principais acidos graxos em diferentes dias durante o cultivo de P. kessleri sob 5%
(@), 15% (b) e 30% de CO, (c)
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A primeira caracteristica notavel é a diferenca entre as proporc¢des dos &cidos graxos
nas diferentes fases de crescimento. No cultivo sob 5% de CO,, as quantidades de 16:0, 18:2 e
18:3 eram equivalentes no dia 3 (meio da fase exponencial), depois diminuiram no dia 6 (final
da fase exponencial / inicio da fase estacionaria), voltaram a aumentar no dia 10 (meio da fase
estacionaria) e continuaram a aumentar até o dia 14 (final do cultivo). Ao final do cultivo, a
quantidade desses acidos graxos foi mais de 3 vezes a do meio da fase exponencial.
Comportamento similar foi observado no cultivo sob 15% de CO,, porém as discrepancias
entre as quantidades de acidos graxos nas diferentes fases de crescimento foram maiores. Por
exemplo, a quantidade de 16:0 ao final do cultivo (dia 12) foi mais de 6 vezes a do meio da
fase exponencial (dia 3). Para 18:1 essa diferenca foi ainda maior, aproximadamente 30 vezes.
Ja para o cultivo sob 30% de CO,, as quantidades de &cidos graxos em geral foram
semelhantes nas diferentes fases de crescimento.

Em relacdo a composicao dos acidos graxos, sob 5% de CO, ndo havia a presenca de
18:1, ou ndo a niveis detectaveis, no meio da fase exponencial, aparecendo somente na analise
do dia 10, durante a fase estacionaria. A mesma observacdo pode ser feita para o cultivo sob
15% de CO,, com aumento de mais de 30 vezes na quantidade de 18:1 ao final do cultivo em
relacdo ao meio da fase exponencial, como ja relatado. Diferente do cultivo sob 5% de CO»,
ndo foi observada a producéo de 18:3 na anélise ao final do cultivo sob 15% de CO,. Todas
essas observacdes, novamente, ndo podem ser aplicadas para o cultivo sob 30% de CO,,
apresentando niveis equivalentes de 18:1 nos diferentes dias de cultivo analisados e
quantidade um pouco menor de 18:3 no dia 12 em relacdo ao dia 3.

Esse comportamento do aumento de &cido oleico foi relatado anteriormente neste
capitulo quando foram comparadas as porcentagens relativas referentes aos cultivos em
diferentes concentragdes de CO,. A principal observacao foi o aumento de 18:1 no cultivo sob
15% de CO, em relagéo ao de 5% de CO,. O mesmo foi constatado nos cultivos em frascos
agitados, apresentados no Capitulo 4. Neste caso, foi constatado um aumento muito
significativo de 18:1 também comparando-se as fases de crescimento, sendo esse aumento
mais pronunciado sob 15% de CO,. Esta situagdo esta relacionada com uma situacdo de
acumulo de lipideos, como reportado por VAN DER HA et al.(2012), embora a analise por
gravimetria tenha apontado maior acimulo de lipideos totais na condigdo de 5% de CO..

Como ja relatado neste capitulo, em geral, células em crescimento exponencial
apresentam maiores quantidades de &cidos graxos insaturados, enquanto que na fase de

declinio, com falta de nutrientes e alta densidade celular, estes séo normalmente consumidos
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como fonte de energia, provocando o acimlo de SFA (RENAUD et al., 1995; LIM et al.,
2012). As mesmas observacdes foram feitas por ANDRADE e colaboradores (2015)
estudando a composicdo lipidica das espécies C. vulgaris, Chlorella sp., Desmodesmus sp.,
Monoraphidium sp., e Oocystis sp. durante diferentes fases de crescimento.

Um recente estudo comparou a composi¢cdo de &cidos graxos em diferentes fases do
crescimento da microalga Scenedesmus obliquus cultivada com diferentes fotoperiodos.
Durante o desenvolvimento das células, os principais acidos graxos foram 18:3, 16:0 e 18:1.
Na fase exponencial, 18:3 estava em maior quantidade e decaiu na fase estaciondaria, bem
como ocorreu 0 aumento de 18:1. Na fase de declinio, 16:0 estava presente em maior
quantidade. Os acidos graxos monoinsaturados (MUFA) apresentaram maiores concentraces
na fase estacionaria e reduziram na fase de declinio, enquanto os acidos graxos poli-
insaturados (PUFA) apresentaram as maiores concentracfes na fase exponencial antes de
reduzirem significantemente na fase estaciondria (VENDRUSCOLO et al., 2019). Esses
dados corroboram os resultados encontrados neste trabalho, principalmente o declinio de 18:3
e aumento de 18:1 apos a fase exponencial.

A Figura 5.19 apresenta as porcentagens relativas de acidos graxos dos cultivos sob
diferentes concentragcdes de CO,, organizados em diferentes categorias: total de saturados,
total de insaturados, total com 16 carbonos (16C) e total com 18 carbonos (18C), além de em
diferentes fases do cultivo (meio da fase exponencial e final do cultivo na fase estacionaria).

Em relacdo aos insaturados, a quantidade total foi maior nos cultivos sob 5% de CO,
do que nos outros, com valores em torno de 70%. Sob 30% de CO,, a quantidade de
insaturados caiu de aproximadamente 60% no dia 3 para quase 35% no dia 12 de cultivo. O
oposto, obviamente, foi obervado para os saturados. (NASCIMENTO et al., 2015) também
demonstraram que o grau de suplementagdo de CO, alterou o grau de saturacdo dos acidos
graxos em diferentes microalgas. Uma analise qualitativa demonstrou predominancia de
acidos graxos saturados ou monoinsaturados em compara¢do com o0s poli-insaturados em
todos cenarios com diferentes concentraces de CO,, o que difere dos resultados deste
trabalho. No entanto, a producdo de PUFA foi maior sob 2,5% de CO; para as microalgas do
género Botryococcus spp. e maior sob 10% de CO, para a microalga C. vulgaris
(NASCIMENTO et al., 2015). Outro estudo (TANG et al., 2011) avaliou duas microalgas
diferentes S. obliquus e C. pyrenoidosa sob concentra¢Ges de CO, de 0,03, 5, 10, 20, 30 e
50% e constatou que o aumento de CO, provocou um aumento no grau de insaturacGes dos
acidos graxos em ambas as microalgas, produzindo maiores quantidades de PUFA.
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Figura 5.19 Porcentagens relativas de acidos graxos saturados, insaturados, com 16C e com 18C em diferentes
dias de cultivo de P. kessleri sob 5, 15 e 30% de CO,: a) Dia 3; b) Dia 12 (15 e 30% CO.,) e Dia 14 (5% CO,)
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Em relacdo ao numero de carbonos, a quantidade relativa de &cidos graxos com 18
carbonos diminuiu com o aumento da concentracdo de CO,, e esse efeito foi também
observado para as diferentes fases de cultivo, com um pequeno aumento (de
aproximadamente 10%) no dia 12 em relacdo ao dia 3 no cultivo sob 15% de CO, e
diminuicdo (de aproximadamente 10%) no cultivo sob 30% de CO, comparando o dia 12 com
o dia 3. Da mesma forma, observou-se um aumento na quantidade relativa de acidos graxos
com 16 carbonos com o aumento da concentracdo de CO,. Este efeito ndo foi observado no
estudo de (TANG et al., 2011), cujas quantidades de acidos graxos com 16 ou 18 carbonos
ndo variaram significativamente com o aumento da concentracdo de CO,, porém
apresentaram valores médios diferentes para as duas microalgas avaliadas: 33% e 63% para
16C e 18C, respectivamente, para a microalga S. obliquus e 52% e 46% para 16C e 18C,
respectivamente, para a microalga C. pyrenoidosa.
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54 CONCLUSAO

As microalgas Scenedesmus sp. e P. kessleri foram cultivadas em biorreator do tipo
tanque agitado, o qual foi adaptado para o cultivo de microalgas com um sistema de
iluminacdo adequado e trabalhando numa configuracdo variando a composicdo do gas de
entrada até 30% de CO,. Os resultados comprovaram a robustez das microalgas e do sistema
de fotobiorreatores, com valores de parametros cinéticos compativeis entre os ensaios. Em
comparacdo com os cultivos em frascos agitados, os valores de velocidade especifica maxima
foram maiores nos cultivos em fotobiorreator, além de possibilitarem a anélise dos parametros
pH e oxigénio dissolvido em tempo real. Nos cultivos sob 30% de CO,, o pH permaneceu na
faixa de 5 a 5,5, 0 que pode ter contribuido para 0 menor crescimento da microalga nessa
condicdo. Em geral, o crescimento, a producdo de biomassa, a producdo de lipideos e a taxa
de fixacdo de CO, foram melhores de 5 a 15% de CO,, embora as diferengas ndo tenham sido
estatisticamente significativas. O método para a producdo de carotenoides extracelulares pela
microalga P. kessleri foi validado e consistiu na suplementacdo com CO, da corrente de ar
dos cultivos até o décimo dia, seguida de interrupcdo do fornecimento dessa mistura gasosa
até o ultimo dia de cultivo. Foi observada a producéo de pigmentos de amarelo a vermelho em
todos os cultivos, porém a concentracdo de carotenoides nos cultivos sob 5 e 15% de CO, foi
significativamente maior (mais de 140%) do que sob 30% de CO,. A composicao de acidos
graxos corroborou os dados obtidos previamente nos cultivos em frascos agitados. Foi
verificada maior quantidade de &cidos graxos saturados ao final dos cultivos (sob 5 e 15% de
CO,) em comparagdo com a fase de crescimento exponencial. Houve também aumento de
acido oleico, cujo aparecimento pode estar ligado a uma condicéo de estresse que favorece o

acumulo de lipideos e possivelmente de carotenoides.
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CAPITULO 6

AVALIACAO E CARACTERIZACAO DOS CAROTENOIDES

6.1 INTRODUCAO

Carotenoides sdo os pigmentos mais amplamente distribuidos na natureza. Eles s&o
uma classe de mais de 700 pigmentos que variam da cor amarela a vermelha.
Aproximadamente 1.117 carotenoides naturais de 683 fontes (entre plantas, algas,
cianobactérias, bactérias, leveduras e fungos filamentosos) foram descritos (MUSSAGY et
al., 2019). Em orgnanismos fotossintetizantes, estas moléculas atuam na célula na coleta de
energia luminosa e sua transferéncia para clorofila na fotossintese, bem como fotoprotetores
para o aparato fotossintético dissipando a energia excessiva usada na fotossintese e inibindo a
formacdo de EROs (DE CARVALHO; CARAMUJO, 2017). Diversas microalgas contém
essa importante classe de compostos bioativos. Alguns dos carotenoides encontrados em
microalgas reportados sdo: neoxantina, violaxantina, luteina, zeaxantina, R-caroteno,
anteraxantina, astaxantina e cantaxantina (Figura 6.1) (BOROWITZKA, 2013).

Figura 6.1 Estrutura quimica dos principais carotenoides reportados em microalgas (BOROWITZKA, 2013)
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A producdo de pigmentos é realizada industrialmente principalmente por sintese
quimica, tendo produzido 1.400 toneladas de carotenoides em 2014, responsaveis por gerar
US$ 1,4 bilhdo. Para 2019, eram esperados cerca de US$ 1,8 bilhdo, incluindo todas as fontes
de carotenoides (sintético e natural). A participacdo de mercado dos carotenoides de maior
sucesso comercial (B-caroteno, luteina e astaxantina) foi de cerca de 60% em 2010. Desse
mercado, destaca-se a produgdo de [B-caroteno, representando aproximadamente US$ 270
milhdes, dos quais US$ 68 milhdes sdo -caroteno natural. O preco médio de mercado varia
entre US$ 300 e 1.500 kg™'(CEZARE-GOMES et al., 2019).

Astaxantina € o carotenoide de maior valor agregado produzido por microalgas que
atingiu maior sucesso comercial. O maior mercado para astaxantina é como fonte de
pigmentacdo em aquicultura, primariamente salmdo e truta. Astaxantina era vendida por
aproximadamente US$ 2.500 kg™ (LORENZ; CYSEWSKI, 2000), caindo para cerca de US$
1.900 kg™ em 2014 (CEZARE-GOMES et al., 2019). O mercado mundial em 2010 foi cerca
de US$ 230 milhGes (CEZARE-GOMES et al., 2019). Apesar de 0,95% desse mercado
consumir astaxantina produzida sinteticamente, a demanda por produtos naturais tornam os
pigmentos sintéticos menos desejaveis e fornece uma oportunidade para a producdo de
astaxantina natural, principalmente pela microalga Haematococcus pluvialis (LORENZ;
CYSEWSKI, 2000). Além disso, astaxantina ¢ um antioxidante 10 vezes mais efetivo do que
R-caroteno, e mais de 100 vezes mais efetivo do que vitamina E (POLYAKOV; MAGYAR,;
KISPERT, 2013).

Luteina, bem como a zeaxantina, € encontrada em altas concentracdes na retina
humana. Estudos tém demonstrado que uma dieta suplementada com luteina pode resultar no
aumento da quantidade desse pigmento macular e, consequentemente, prevenir algumas
doengas degenerativas do olho (KRINSKY; LANDRUM; BONE, 2003). De fato, baixos
niveis de luteina e a zeaxantina foram observados em pessoas com catarata (MINHAS et al.,
2016). Esses pigmentos foram aprovados pela Unido Europeia como aditivos e corantes
alimentares para a saude ocular, e 0 mercado de luteina deve crescer a uma taxa anual de
3,6%. O mercado de zeaxantina ainda € incipiente, porém ambos juntos podem ultrapassar
US$ 250 milhdes por ano. Atualmente, a principal fonte de luteina s&o flores de caléndula e
nédo ha producdo comercial de luteina a partir de microalgas (CEZARE-GOMES et al., 2019).

Este capitulo é destinado ao estudo da recuperacdo, purificacdo e caracterizacao
guimica dos carotenoides extracelulares obtidos apés cultivos de P. kessleri em fotobiorreator,
relatados no Capitulo 5.
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6.2 MATERIAIS E METODOS

Os principais carotenoides comuns podem ser identificados de forma conclusiva pelo
uso criterioso e combinado de dados cromatograficos, espectros de absor¢do na regido do UV-
Vis e reac¢fes quimicas especificas para confirmar o tipo, localizacdo e numero de grupos
funcionais. As duplas ligagcdes conjugadas constituem o sistema croméforo que confere aos
carotenoides a sua cor atrativa e fornece o espectro de absorcao na regido do visivel, que serve
como base para a sua identificacdo e quantificacdo. A espectrometria de massas (MS) e a
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) sdo, no entanto, indispensaveis na
elucidacéo de estruturas desconhecidas ou inconclusivas de carotenoides (BRITTON, 2004).
A Figura 6.2 apresenta a sequéncia de etapas seguidas para a purificacdo do produto: retencdo
dos pigmentos em coluna de silica empacotada e eluicdo com solventes organicos,
caracterizacdo dos extratos, separacdo das fracdes de pigmentos por cromatografia liquida de
alta eficiéncia em escala semi-preparativa e caracterizagéo por MS.

Figura 6.2 Sequéncia de etapas de purificacdo do produto e caracterizacdo das fracbes de carotenoides

Extratos

brutos

Coluna C18 e eluicdo com solvente

Extratos em
solvente

Atividade
antioxidante

UV-Vis MALDI-TOF

Fracdes de
pigmentos

LC-MS/MS




143

Carotenoides sdo moléculas altamente conjugadas, 0 que 0s tornam suscetiveis a
degradacdo por calor, luz, oxigénio, &cidos e ions metéalicos (KOPEC et al., 2012). A cor
permite monitorar qualitativamente as diferentes etapas na analise de carotenoides. Em geral,
perda ou mudanca de cor durante a analise pode indicar degradacdo ou modificacdo estrutural
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

As amostras brutas contendo os carotenoides em solucdo aquosa e obtidas ao final dos
cultivos em reator, ja livre de células ap6s centrifugacdo, foram estocadas em geladeira a 4°C
em frascos ambar. O trabalho laboratorial de extracdo com solventes e analises foi planejado
para que as amostras fossem analisadas assim que extraidas. Todo o processo de extragdo e
andlise de carotenoides foi feito sob protecdo da luz, ou com o minimo possivel, cobrindo os
frascos com papel aluminio e mantendo-os no escuro. A oxidacdo das amostras foi reduzida
direcionando nitrogénio aos recipientes antes das analises e antes de guarda-las. Além disso,

nitrogénio também foi borbulhado nos solventes organicos antes de todos os procedimentos.

6.2.1 Pré-purificacdo dos pigmentos e avaliacdo da solubilidade em

diferentes solventes organicos

Em geral, carotenos sdo mais sollUveis em éter de petréleo e hexano, enquanto
xantofilas sdo mais sollveis em metanol e etanol (BRITTON, 1985). Para uma pré-
purificacdo dos pigmentos e avaliacdo do solvente mais apropriado, 30 mL de cada amostra
de sobrenadante de cor avermelhada, resultantes dos ensaios cinéticos da P. kessleri em
fotobiorreator, foram passadas em coluna de silica empacotada C18 (Waters Sep-Pak Vac),
sob véacuo, para separar o pigmento (fracdo mais lipofilica) do restante da amostra (fracédo
aquosa). ApOs passar a amostra, 0s pigmentos ficaram retidos na coluna, e entdo foram
eluidos, em frasco seco, com 5 mL de diferentes solventes organicos puros: acetona, etanol,
cloroformio, éter e metanol. A Figura 6.3 representa as etapas do processo. Cloroférmio e éter

ndo eluiram o pigmento, somente acetona, etanol e metanol.
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Figura 6.3 Etapas de pré-purificacdo dos pigmentos em coluna empacotada de silica C18 e elui¢do com solventes
organicos

‘ Etanol, metanol e acetona

Concentracéo Eluicéo Extrato em
dos pigmentos solvente

As amostras de cada extrato (acetona, etanol e metanol) foram filtradas a 0,22 pm,
analisadas por espectrometria de massas MALDI (conforme metodologia descrita no item
6.2.2.3) e também foram obtidos os espectros de absorcdo de 300 a 800 nm em
espectrofotdbmetro (Shimadzu, modelo 2600). Os espectros de absorcdo dos carotenoides sdo
dependentes do solvente (PAVIA et al., 2016) e, sendo assim, foram comparados 0s maximos
de absorgdo das amostras em diferentes solventes (APENDICE G). Os espectros de massas
(APENDICE F) de uma mesma amostra em diferentes solventes forneceram os mesmos ions,
porém os extratos em metanol apresentaram maiores intensidades em relacdo aos outros.
Dessa forma, optou-se por utilizar os extratos metanolicos nas analises seguintes.

Ainda na avaliagdo da solubilidade, 2 mL dos extratos metanolicos foram colocados
em tubos de vidro previamente secos, 1 mL de cloroférmio foi adicionado, agitou-se em
vortex, adicionou-se 1 mL de agua deionizada (milli-q), agitou-se em vlrtex novamente e
centrifugou-se por 5 min a 1.000g. Foi observada a separacdo das fases aquosa e organica
(cloroférmio), esta ultima contendo o pigmento avermelhado extraido. Assim, pigmento
extraido em metanol foi solivel também em solventes menos polares, como o cloroférmio. A
Figura 6.4 mostra a foto do tubo ensaio contendo as fases aquosa (superior) e organica

(inferior).
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Figura 6.4 Foto do tubo de ensaio contendo o extrato metanélico ap6s extracdo com cloroférmio e agua e
separacdo das fases

— Fase aquosa

— Fase organica

6.2.2 Caracterizacao dos extratos metandlicos

6.2.2.1  Andlise espectrofotométrica no UV-Vis

O espectro visivel é a primeira ferramenta de identificacdo dos carotenoides, sendo o
comprimento de onda maximo de absor¢éo (Amax) € a forma do espectro caracteristicos de
cada cromoforo. Os extratos metandlicos de todas as amostras foram analisados por

espectrofotometria UV-Vis (Shimadzu, modelo 2600) com varredura de 190 a 800 nm.

6.2.2.2  Avaliacdo da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante equivalente de Trolox (Trolox equivalent antioxidant
capacity - TEAC) é o metodo mais comumente utilizado para avaliar a atividade antioxidante
de um determinado composto comparando com a capacidade antioxidante do padrdo Trolox
(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametacromano-acido  2-carboxilico). A avaliacdo quantitativa da
atividade antioxidante frente ao radical ABTS®® foi realizada através de medidas
espectrofotométricas do consumo do radical na presenca de substancias antioxidantes.
Utilizou-se o0 método ABTS ([2,2'-azinobis (3-etilbenzoatiazolina-6-acido sulfénico)])
modificado (RE et al., 1999), o qual permite avaliar compostos tanto de natureza lipofilica
quanto hidrofilica. Foram utilizados os extratos etanolicos obtidos anteriormente. Antes de

realizar o ensaio foi feita uma curva padrdo com o reagente Trolox (Sigma) partindo-se de
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uma solucéo estoque 1,5 mM em tampdo PBS (pH 7,4) e variando a concentragéo final de 0 a
330 puM, conforme metodologia descrita por (VIDAL, 2016). Um volume de 2 mL do radical
ABTS*" (formado pela reacio da solugdo ABTS 7 mM com solugdo de perssulfato de
potassio 2,45 mM e diluido em etanol para uma absorbancia de 0,7 a 734 nm) foi adicionado a
100 pL da solucdo de Trolox em diferentes concentracdes e deixou-se reagir no escuro por 10
min. Apés este periodo, foi realizada a leitura da absorbancia a 734 nm utilizando um
espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu, modelo 2600). Para as medidas das amostras, realizou-
se 0 mesmo procedimento, utilizando 100 pL de cada extrato etanolico. A partir da curva
padrdo, foram calculadas as quantidades equivalentes de Trolox para cada amostra, expressas
em UM de Trolox/ mL de amostra.

6.2.2.3  Andlise por espectrometria de massas MALDI-TOF

Apesar de rebuscada e de fornecer muito mais parametros, neste trabalho a
espectrometria de massas com fonte de ionizagéo do tipo MALDI foi utilizada para confirmar
a presenca de carotenoides nos extratos metandlicos, ainda ndo puros, comparando com um
padrdo de astaxantina (Sigma), previamente solubilizado em cloroférmio e diluido com
metanol para uma concentracéo final de 5,0 mg L™.

Cerca de 200 pL dos extratos metanolicos e da astaxanina foram secos em
concentrador a vacuo (CentriVap, LabConco) e re-suspensos com uma solucdo 50%
acetonitrila e 0,1 % de TFA (v/v). Aproximadamente 1 uL de cada amostra foi colocado em
cada spot da placa de amostragem de ago polido (modelo MTP 384, Bruker Daltonics). Apos
completa secagem a temperatura ambiente, adicionou-se sobre cada amostra 1 uL da solucéo
saturada de HCCA. Foram feitos 3 spots para cada amostra. Novamente, apds completa
secagem, a placa foi inserida no espectrdometro de massas Ultraflextreme (Bruker) com fonte
de ionizacdo do tipo MALDI (laser "smartbeam™ gerando ions positivos ou negativos) e
analisador do tipo TOF. Cada espectro foi obtido manualmente em modo ion positivo e 0
intervalo de massas analisado foi de m/z 200 a 1000 Da. Para a fragmentacdo TOF/TOF, os
ions principais e os fragmentos foram reacelerados usando um dispositivo LIFT localizado no
tubo de voo com tensdes de refletor de 29,50 e 13,95 kV. O seletor de ions precursores foi
ajustado em 0,45% da m/z desejada, as tensdes LIFT foram ajustadas em 19,00 e 3,15 kV e 0
supressor metaestavel LIFT foi desativado. Os espectros obtidos de cada spot foram avaliados

utilizando o software Flex Analysis (Bruker).
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6.2.2.4  Andlise da composigio de carotenoides por HPLC analitico

O método mais comumente empregado para analisar carotenoides utiliza HPLC
combinado com detecgdo por absor¢gdo no UV-Vis (NETO et al., 2016). Os extratos
metanolicos, previamente filtrados a 0,22 pum, foram analisados em HPLC analitico (UFLC,
Shimadzu) com detector de arranjo de fotodiodos (PDA) e equipado com uma coluna Shim-
pack XR-ODS (Shimadzu, 2,0 mm x 30mm). Como fase mdvel, foi utilizado um gradiente
linear de acetonitrila (grau HPLC, Merck) e agua deionizada (milli-gq) com 0,1% (v/v) de
acido acético (0 a 5 min, isocratico acetonitrila 5%; 5 a 15 min, gradiente acetonitrila de 5 a
80%:; 15 a 20 min, isocratico acetonitrila 5%). A vaz&o da fase mével foi de 0,2 mL min™ e a
temperatura da coluna foi 40°C. O volume de injecdo foi 5 pL. A detecc¢éo foi feita a 320 nm

e 0 espectro de absor¢do na faixa de comprimentos de onda entre 190 e 800 nm.

6.2.3 Separacdo das fragoes de carotenoides por HPLC semi-preparativo

Uma vez analisada a composicao dos extratos, verificou-se duas fracbes bem distintas
e com espectros na regido do UV-Vis caracteristicos. Para realizar a separagdo e coleta de
volumes suficientes para analises subsequentes dessas fracdes, utilizou-se um HPLC semi-
preparativo (LC-6AD, Shimadzu) equipado com detector PDA e coletor de fracdes
automatico. Os extratos metandlicos, previamente filtrados a 0,22 um, foram injetados em
coluna de fase reversa C18 (Zorbax, 9,4 mm x 250 mm x 5um). Como fase mdvel, foi
utilizado um gradiente linear de acetonitrila (grau HPLC, Merck) e 4gua deionizada (milli-q)
com 0,1% (v/v) de acido acético (0 a 2 min, isocratico acetonitrila 5%; 2 a 32 min, gradiente
acetonitrila de 5 a 80%; 32 a 35 min, isocratico acetonitrila 80%; 35 a 40 min, isocratico
acetonitrila 5%). A vaz&o da fase mével foi de 3 mL min™, a temperatura da coluna 40°C e o
volume de injecédo foi de 1.000 pL. A deteccdo foi feita a 320 nm e espectro de absorcdo na
faixa de comprimentos de onda entre 190 e 800 nm.

Devido a presenca de 0,1% (v/v) de &cido acético na fase movel aquosa, a evaporacao
do solvente foi feita 0 mais rapido possivel para evitar qualquer reacdo indesejada. Devido a
termolabilidade dos carotenoides, o0 aquecimento para evaporacdo do solvente em
concentrador a vacuo (CentriVap, LabConco) ocorreu a uma temperatura abaixo de 40°C, e

foi finalizada com nitrogénio. Tomou-se o0 cuidado para evitar que o extrato ficasse
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completamente seco no frasco de vidro, pois isso poderia resultar em degradacdo dos
carotenoides.

6.2.4 Caracterizacao das fracoes de carotenoides por espectrometria de

massas sequencial

Os instrumentos hifenados LC-UV-Vis-MS tém se tornado a principal escolha para a
analise de carotenoides (CEZARE-GOMES et al., 2019), sendo os instrumentos hibridos
(QTOF, IT-TOF), que combinam analisadores de diferentes tipos para realizar espectrometria
de massas sequencial (MS/MS), utilizados para diferenciar isdbmeros estruturais e identificar
novos compostos (NETO et al., 2016).

Nesta analise foi utilizado o equipamento LC-MS/MS IT-TOF (Shimadzu), que
fornece espectros de massas € MS/MS simultaneamente. VVolumes de 5 pL das fragdes
concentradas de carotenoides, vermelha e amarela, foram injetados no equipamento, equipado
com detector PDA ¢ fonte de ionizagdo por ‘electrospray’ (ESI). Utilizou-se coluna Shim-
pack XR-ODS (Shimadzu, 2,0 mm x 30 mm), fase mdvel composta por um gradiente linear
de acetonitrila (grau HPLC, Merck) e agua deionizada (milli-q) com 0,1% (v/v) de acido
acético (0 a 2 min, isocratico com acetonitrila 5%; 2 a 15 min, gradiente linear de acetonitrila
de 5 a 80%; 15 a 17 min, isocratico com acetonitrila 80%; 17 a 18 min, isocratico com
acetonitrila 5%) a uma vazdo de 0,2 mL min™ e temperatura do forno de 40°C. A deteccdo no
detector PDA foi feita a 320 nm. Os espectros de massa foram adquiridos com faixa de

escaneamento de m/z de 50 a 1.000.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Caracterizagao dos extratos metanélicos

6.3.1.1  Espectros de absor¢do no UV-Vis

A Figura 6.5 apresenta os espectros de absor¢do na regido de comprimentos de onda

entre 250 e 700 nm dos extratos metandlicos. Praticamente todos 0s espectros apresentaram
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picos de absor¢do em aproximadamente 263 e 310 nm e, exceto pelos extratos referentes aos
cultivos sob 30% de CO, (R5A, R5B, 58A e R8B), todos também apresentaram picos em
aproximadamente 292 e 416 nm, seguidos de 3 picos consecutivos em aproximadamente 487,
528 e 578 nm.

Figura 6.5 Espectros de absor¢do na regidao do UV-Vis dos extratos metanoélicos. a) Reator A e b)
Reator B
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Os comprimentos de onda dos picos de absorcdo dos espectros na regido do UV-Vis
fornecem pistas sobre a estrutura das moléculas presentes na solugdo. Os compostos
coloridos, como os carotenoides, apresentam grupos cromoforos, que sdo grupos que
apresentam duplas ligacdes conjugadas, ou seja, alternadas. A maioria dos carotenoides
absorve em trés comprimentos de onda, resultando num espectro com trés picos seguidos na
regido do visivel. Quanto maior o numero de liga¢fes duplas conjugadas, maiores os valores
de Amax (PAVIA et al., 2016). Esse € o chamado deslocamento batocrémico, e ocorre porque
na presenca de ligacdes duplas conjugadas, os niveis de energia eletrénicos de um cromoforo
ficam mais proximos. Consequentemente, a energia necessaria para produzir uma transicdo de
um nivel de energia eletrénico ocupado para um nivel desocupado diminui, e 0 comprimento
de onda da luz absorvida fica maior (PAVIA et al., 2016). Assim, o licopeno, 0 mais
insaturado carotenoide aciclico, com 11 duplas liga¢6es conjugadas, é vermelho e absorve em
comprimentos de onda longos (Amax€m 444, 470 e 502 nm) (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Em relacdo aos grupos funcionais, um grupo carbonila isolado, que ndo esteja em
conjugacdo com o cromdforo, ndo altera o espectro. JA& um grupo carbonila em conjugacao
com a série de ligacBes duplas conjugadas estende o cromoforo, resultando também num
deslocamento batocromico e perda da estrutura fina espectral. A introducdo de substituintes
hidréxi- e metdxi- na molécula carotenoide ndo afeta o cromoforo e, portanto, ndo produz
nenhum efeito de absor¢do no espectro. Assim, os espectros da luteina, zeinoxantina, € o-
criptoxantina se assemelham ao do a-caroteno, ¢ os de P-criptoxantina e zeaxantina sdo
idénticos ao do B-caroteno (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Em relacdo aos isbmeros cis e trans, a isomerizagéo cis de uma dupla ligacdo de um
cromoéforo causa uma pequena perda da cor, efeito hipocrémico, acompanhado pela aparicéo

de um pico cis proximo da regido ultravioleta (PAVIA et al., 2016).

6.3.1.2  Avaliacdo da atividade antioxidante

A Figura 6.6 apresenta a curva padrdo de Trolox, composto antioxidante utilizado

como referéncia, para o calculo da atividade antioxidante dos extratos etandlicos.
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Figura 6.6 Curva padrdo de Trolox do ensaio da atividade antioxidante
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Os resultados quantitativos de atividade antioxidante dos extratos etandlicos,
expressos em concentracdo equivalente de Trolox (uM), utilizando a Equagéo 6.1 obtida da

curva padrdo, estdo apresentados na Tabela 6.1.

(Abs—0,729)
C = ——-= 6.1
eq.Trolox —0,0016 ( )

Tabela 6.1 Calculo da concentracéo equivalente de Trolox dos extratos etandlicos

Concentragéo de .- C eq. Trolox
CO, (%) Amostra Abs média [LM]

R3A 0,620 + 0,005 67,81

¥ R3B 0,626 + 0,002 64,06
15 R4A 0,617 + 0,009 70,00

R4B 0,586 + 0,013 89,38
30 R5A 0,628 + 0,016 63,13

R5B 0,620 + 0,013 68,13

Todos os extratos apresentaram atividade antioxidante, a maioria entre 60 e 70 uM

equivalentes de Trolox, com destaque para a amostra R4B, referente ao cultivo sob 15% CO,
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no reator B, cujo extrato apresentou atividade antioxidante de quase 90 uM equivalentes de
Trolox. Isso se deve, provavelmente, a maior concentracdo de pigmento nessa amostra, Como
observado nos espectros de UV-Vis no APENDICE G, comparando-se 0s extratos em etanol.
Nesses espectros, a absorbancia na regido do visivel (de 400 a 700 nm) é de aproximadamente
0,2 para a amostra R4B, enquanto nas outras amostras os valores de absorbancia estéo abaixo
de 0,1.

Normalmente, os valores de atividade antioxidante utilizando a metodologia TEAC
sdo expressos em pmol Trolox/g de biomassa seca de alga (LI et al., 2007), quando se parte
de uma determinada massa seca de alga e é feita a extracdo dos carotenoides com solvente.
Porém, neste trabalho partiu-se de amostra liquida, pois 0s pigmentos estavam presentes no
meio aquoso resultante dos cultivos das microalgas, e foram concentrados e eluidos com
solvente para a obtencdo dos extratos utilizados nesta analise. Dessa forma, dificulta-se a
comparagdo com outros dados reportados na literatura.

LI e colaboradores (LI et al., 2007) reportaram a capacidade antioxidante de 23
microalgas, as quais variaram de 1,33 a 29,56 umol Trolox/g de biomassa seca. Os autores,
inclusive, relataram diferentes valores de capacidade oxidante para a mesma espécie de
microalga, diferentes linhagens. Outro estudo (SHARMA; PARUL; THIYAM, 2019) avaliou
a capacidade antioxidante da microalga P. kessleri cultivada em condi¢es de cultivo
autotroficas, mixotréficas e heterotroficas. Das condigdes testadas, 0 maior valor obtido (2,96
pumol Trolox/g) foi em condi¢des mixotréficas com meio GB11 suplementado com glicose 20
g L™, e o menor (1,40 pmol Trolox/g) foi em condicBes heterotréficas, no escuro, com meio
GB11 suplementado com glicose 15 g L™. Esses resultados estdo na faixa de capacidade
antioxidante reportada por (LI et al., 2007), e demonstraram que diferentes condi¢Ges de
cultivo, para a mesma espécie, resultaram em diferentes valores de capacidade antioxidante,
provavelmente devido as diferencas na composicdo bioquimica (SHARMA; PARUL;
THIYAM, 2019).

6.3.1.3  Andlise por espectrometria de massas MALDI-TOF

A Figura 6.7 apresenta os espectros de massa da fragmentacdo TOF/TOF dos extratos

metanolicos referentes aos cultivos sob 5 e 15% de CO, e da astaxantina.
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Figura 6.7 Espectros de massas da fragmentacdo TOF/TOF dos extratos metandlicos referentes aos cultivos sob
5 e 15% de CO, e comparac¢do com o padrdo de astaxantina
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Sob ionizacdo em MALDI-TOF, xantofilas podem formar uma combinacdo de ions
precurssores: radical [M]™®, protonado [M + H]" ou aduto de sédio [M + Na]*. Para a
identificacdo de carotenoides utiliza-se a fragmentacdo TOF/TOF, porém a ocorréncia de
mdaltiplos ions precurssores ndo somente dilui a intensidade dos sinais, mas também dificulta
a interpretacdo desses espectros. Em geral, ndo é claro se os comportamentos de fragmentacao
descritos para os ions gerados por ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI) ou ESI séo
aplicaveis para MALDI-TOF F(WEESEPOEL et al., 2013).

Os padrdes de fragmentacdo dos extratos foram semelhantes, porém nesta anélise nao
é possivel afirmar se se trata do mesmo composto, visto que ndo é possivel distinguir
isbmeros estruturais. No entanto, comparando-se com a astaxantina, verifica-se um ion
produto em m/z 190, o que difere dos espectros das amostras, mostrando que o pigmento
presente nas amostras ndo € astaxantina. Isso ja era esperado, pois a massa molar da
astaxantina é aproximadamente 596,8 g mol™, diferente do composto presente nas amostras,

cuja massa molar é aproximadamente 568 g mol™.
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6.3.1.4  Andlise da composigio de carotenoides por HPLC analitico

Para avaliar os carotenoides presentes nas amostras, utilizou-se o extrato metandlico
da amostra R6B. O extrato foi analisado em HPLC analitico com detector PDA, o qual
permitiu verificar o perfil de absorcdo na regido do UV-Vis relacionado a cada pico do

cromatograma, e assim identificar aqueles que possuiam grupos cromoforos (com absorgdo na
regido do visivel do espectro luminoso) (Figura 6.8).

Figura 6.8 Cromatograma da amostra R6B em HPLC analitico com detector PDA e espectros de absorgao na
regido do UV-Vis referentes aos picos que apresentaram absorcéo na regido do visivel, com as respectivas
imagens das fracdes coletadas ap6s serem concentradas
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Dos picos observados no cromatograma, 0 pico em aproximadamente t = 4 min
apresentou um espectro de absorcdo na regido do UV-Vis com dois picos adjacentes com
forte absor¢do em 405 e 427 nm. Da mesma forma, o pico com maior intensidade, em
aproximadamente t = 6,5 min, apresentou um espectro de absorc¢do na regido do UV-Vis com
maximos em aproximadamente 320 nm e outros em 455, 484 e 524 nm. Os outros picos do

cromatograma ndo apresentaram espectros com absorcdo na regido do visivel, portanto ndo
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foram considerados. Foi adaptado um modo para a coleta de ambas as fracbes no HPLC
analitico, as quais, apds concentradas, apresentaram coloracdo amarelada e avermelhada,
respectivamente.

A Figura 6.8 também incluiu uma andlise que ajuda na identificacdo dos carotenoides,
que € o calculo de I1I/11 (%), ou seja, a razdo (multiplicada por 100) entre a altura do pico de
comprimento de onda mais longo (I11) e o pico de absor¢éo do meio (11), tomando como linha
de base o ponto de minimo entre os dois picos (Figura 6.9). Esse parametro, juntamente com
0 Amax, fornece indicios da estrutura fina espectral do carotenoide, porém pode variar com o
solvente utilizado. Em alguns casos, como o {-caroteno, 111 € maior do que 11, entdo o valor de
/11 (%) é um pouco maior do que 100. Outros carotenoides, como a cantaxantina e a
equinenona, possuem espectros com um Unico maximo de absorcao, nao possuindo estrutura
fina espectral definida, e entdo 111/11 (%) é 0 (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Figura 6.9 Calculo de 111/11 (%) como indicativo de estrutura fina espectral
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Fonte: Adaptado de RODRIGUEZ-AMAYA (2001)

Os espectros das fracbes de carotenoides, mostrados na Figura 6.8, apresentaram
valores de 111/11 (%) de aproximadamente 43% e 33%, respectivamente para a fracdo amarela
e vermelha. Somente com esta informacéo ndo é possivel identificar os compostos, porém ela

sera util ao ser combinada com os dados das outras analises.
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6.3.2 Caracterizacao das fracdes de carotenoides por espectrometria de

massas sequencial

As amostras dos pigmentos isolados foram injetadas no equipamento LC-MS/MS IT-

TOF a fim de verificar os espectros de massa e padrbes de fragmentacdo MS/MS dos

pigmentos analisados (Figuras 6.10 e 6.11).

Figura 6.10 Cromatograma com detector PDA (a), espectro de massas ESI (b) e espectros de massas MS/MS (c)
do pigmento amarelo
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Figura 6.11 Cromatograma com detector PDA (a), espectro de massas ESI (b) e espectros de massas MS/MS (c)
do pigmento vermelho
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O espectro de massas do pigmento amarelo em modo ion positivo (ESI) apresentou
um ion mais abundante em aproximadamente m/z 299 e outros menos abundantes, 0 que
mostra que a amostra ainda ndo estava pura. A fragmentacdo MS/MS do ion em m/z 299
apresentou somente um ion produto em aproximadamente m/z 258. Alguns carotenoides
podem apresentar a forma éster, a qual pode ser confirmada pela presenca do ion protonado
do acido graxo ao qual esta ligado, como o &acido palmitico (m/z 257) e oleico (m/z 283)
(SOARES et al., 2019). No entanto, a presenca de acidos graxos nas amostras nao foi
confirmada.

O espectro de massas do pigmento vermelho apresentou dois ions abundantes, em
aproximadamente m/z 285 e em m/z 569, o que confirma que a fracdo separada no HPLC
semi-preparativo ndo estava totalmente pura. No entanto, a molécula protonada em m/z 569
(IM+H]") corresponde a um carotenoide com massa molar de 568 g mol™. Uma anélise
criteriosa avaliando todos os intermediarios do metabolismo de xantofilas de microalgas
utilizando a plataforma Kegg (https://www.genome.jp/kegg/) forneceu que 0s Unicos

possiveis carotenoides com essa massa molar sdo 0s isbmeros zeaxantina e luteina, com


https://www.genome.jp/kegg/
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formula molecular CoHssO, (568,88 g mol™). Ainda assim, somente a massa molar ndo é
suficiente para identificar o composto, sendo necessario também avaliar o padrdo de
fragmentacdo MS/MS, comparar com os dados reportados na literatura e combinar com as
informacdes das outras analises.

A fragmentacdo MS/MS do ion em m/z 569 do pigmento vermelho apresentou os ions
produto descritos na Tabela 6.2. Na tabela, os mais abundantes estdo em negrito e 0s menos

abundantes na fileira abaixo.

Tabela 6.2 Padrao de fragmentagdo MS/MS, com possiveis perdas de unidades de massas, Anax (NM) € HI/11 (%)
do pigmento vermelho

_ Amax m/m - [M+Hy ]
Carotenoide lons produto MS/MS (m/z)
m) %) (i)

539,3 [M+H-30]"; 496,2 [M+H-18-
56]"; 432,2 [M+H-137]"; 420,2

320, [M+H-149]"
Pigmento vermelho 455, 33 569,3
485, 524 551 [M+H-18]"; 533 [M+H-18-18]";

477 [M+H-92]"; 443 [M+H-18-18-
106]"; 311; 265; 226; 151

Em modo positivo ESI, carotenoides podem produzir ambos ions moleculares M™ e
moléculas protonadas [M+H]", o que pode tornar a elucidacdo estrutural muito complexa
(GUARATINI et al., 2005). Vérios ions produto estdo presentes na analise MS/MS de
carotenoides, especificamente em regides de menor massa (m/z < 300). Esses ions produto
tém sido propostos como resultantes de diversas clivagens da cadeia de polieno,
acompanhadas de transferéncia de hidrogénio (NETO et al., 2016).

As rotas de fragmentacOes sugeridas séo iniciadas pela eliminacdo de moléculas de
agua dos grupos oxigenados nas xantofilas. Perdas de grupos hidroxila podem ser explicadas
via eliminagdo 1,4-, exceto pela luteina, onde os grupos hidroxila estdo em posigdo alilica.
Eliminagdes neutras de acido acético ou CO também podem ocorrer. Eliminagdo eletrociclica
foi proposta como mecanismo para perdas neutras de 92 e 106 u (eliminacdo de tolueno e
xileno, respectivamente), caracteristicas de carotenoides (GUARATINI et al., 2005; NETO et

al., 2016). Carotenoides 5,6-epoxidos formam fragmentos caracteristicos em m/z 221 e 181,
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0s quais tém sido utilizados como diagnéstico para grupos terminais epdxidos (NETO et al.,
2016).

A anélise dos ions produto (Tabela 6.2) forneceu os ions mais e menos abundantes.
Dentre os mais abundantes, nenhum apresentou as perdas de 18, 92 e 106 u, caracteristicas de
carotenoides. Moléculas protonadas [M + H]" ndo formam fragmentos de tolueno e xileno
utilizando ESI com armadilha de ions (IT- ‘ion trap’) (WEESEPOEL et al., 2013). No
entanto, estes fragmentos foram observados em menor abundancia, além de ions em regides
de baixa m/z.

Em geral, a literatura descrevendo a analise de ions produto na espectrometria de
massas sequencial utiliza APCI como fronte de ionizacdo. Nos trabalhos discutidos a seguir,
todos os estudos foram realizados com APCI.

DELGADO-PELAYO e HORNERO-MENDEZ (2012) identificaram a composi¢éo de
carotenoides de bagas de salsaparrilha (Smilax aspera L.) por LC/MS. Nos cromaogramas, 0
pico identificado como all-trans zeaxantina apresentou maximos de absor¢do no UV-Vis em
428, 455 e 481 nm, com uma baixa estrutura fina espectral (I11/11 (%) = 18). A molécula
protonada [M+H]" detectada em m/z 569, a qual pareceu ser o fragmento mais abundante, foi
consistente com a formula CaoHss0, (568,4280 g mol™). A ocorréncia de fragmentos em m/z
551 [M+H-18]" e em 533 [M+H-18-18]" confirmaram a presenca de dois grupos hidroxila.
Outro pico no cromatograma foi identificado como all-trans-luteina. O espectro de UV-Vis
foi semelhante ao da zeaxantina, porém com comprimentos de onda maximos em 423, 450 e
476 nm e uma estrutura fina espectroscopica bem definida (I111/11 (%) = 62).

Em outro estudo, a determinacdo estrutural da luteina foi deduzida do espectro de
LC/MS. O espectro de massas mostrou um padrdo de fragmentacdo caracteristico, o qual ja
foi utilizado para distinguir luteina de outras xantofilas (ATIENZA et al., 2007). Sob modo
ion positivo, o espectro de massas de luteina € caracterizado pela presenca de uma molécula
protonada ([M+H]") em m/z 569 com baixa abundancia e um ion em m/z 551 sendo o
fragmento mais abundante, correspondendo a perda de uma molécula de agua ([M+H - 18]").
Outra perda de agua produziu outro fragmento, menos abundante, em m/z 533 ([M+H-18-
18]%). Ao contrério, para a zeaxantina o fon mais abundante correspondeu & molécula
protonada em m/z 569, seguido pelo fragmento em m/z 551 e pelo fragmento em m/z 533.

RODRIGUES, MARIUTTI e MERCADANTE (2016) analisaram o padrdo de

fragmentacdo dos isdbmeros cis e trans de luteina e zeaxantina, mostrados na Tabela 6.3. A
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Unica semelhanca em relagdo aos ions mais abundantes da Tabela 6.2 foi o ion em m/z 496,2

observado em luteina.

Tabela 6.3 Padrio de fragmentagdo MS/MS, ey (nm) € 11/11 (%) dos isdmeros cis e trans da luteina e da
zeaxantina

_ Mmax m/m - [M+Hy ]
Carotenoide lons produto MS/MS (m/z)
(nm) (%) (mh2)

551,5 [M+H-18]"; 533,5 [M+H-18-

330,
13-cis-luteina ou 13'- 18]"; 496,2 [M+H-18-56]"; 477,4
) . 413, 25 nd . .
cis-luteina [M+H-92]"; 459,5 [M+H-18-92]",
438, 466
429,3
551,5 [M+H-18]"; 533,5 [M+H-18-
] 420, 18]"; 495,4 [M+H-18-56]"; 476,4
all-trans-luteina 65 569,5 . .
445, 473 [M+H-92]"; 459,4 [M+H-18-92]",
430,4
_ 425, 551,5 [M+H-18]"; 533,5 [M+H-18-
all-trans-zeaxantina 28 569,6 .\ .
450, 477 18]"; 476,4 [M+H-92]
325, N
_ ] 551,5 [M+H-18]"; 533,5 [M+H-18-
9-cis-luteina 418, 55 nd .
18]; 429,8
440, 467
230 551,5 [M+H-18]"; 533,5 [M+H-18-
o ] ’ 18]": 495,4 [M+H-18-56]"; 477,5
9’-cis-luteina 417, 30 nd .\ .
[M+H-92]"; 459,4 [M+H-18-92]",
441, 468

429,6

nd — ndo detectado
Fonte: RODRIGUES; MARIUTTI; MERCADANTE (2016)
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6.4 CONCLUSAO

Os pigmentos produzidos extracelularmente pela microalga P. kessleri apresentaram
maior solubilidade em metanol, e um método relativamente simples de pré-purificacdo em
coluna de silica foi proposto. Os extratos resultantes de cada cultivo (em diferentes condigdes
de CO,), aproximadamente 10 vezes concentrados, foram caracterizados. Todos apresentaram
atividade antioxidante e tiveram o mesmo perfil de absorbancia no UV-Vis e espectros de
massas MALDI semelhantes. Os extratos foram analisados em HPLC, e duas fraces, uma
amarela e outra vermelha, foram identificadas com forte absor¢do na regido do visivel,
caracteristica de carotenoides. VVolumes significativos dessas fragdes foram separados em
HPLC em escala semi-preparativa para subsequente caracterizacdo. A analise de
fragmentacdo MS/MS da fracdo amarela ndo foi conclusiva com os dados obtidos, porém a
fracdo vermelha apresentou um ion abundante em m/z 569, cujos ions produtos foram
caracteristicos de carotenoides. Carotenoides com essa massa molar (aproximadamente 568 g
mol™) possuem a férmula molecular C4oHssO-, e uma busca na base de dados Kegg forneceu
0s possiveis isdmeros: zeaxantina e luteina. No entanto, a combinacao dos dados obtidos e da

literatura ndo foi conclusiva para identificar o principal composto dos extratos.
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CAPITULO 7

71  DISCUSSOES GERAIS

No contexto de mudancas climaticas e diversas estratégias de mudancas da matriz
energética para solucdes mais sustentaveis, este trabalho apresenta a sua contribuicéo. Dentre
os projetos do RCGI, em que este trabalho esta inserido, que apontam o gas natural como uma
transicdo para fontes renovaveis de energia, este trabalho contribui com uma abordagem
biotecnolodgica da conversdo de CO, em correntes gasosas com alto teor (até 30% v/v) desse
gas, como ocorre no gas natural, cujo teor de CO, pode variar de aproximadamente 8 até 30%,
dependendo da fonte. Os processos de captura, armazenamento e utilizacdo de CO,
representam um desafio tecnoldgico, principalmente pelo risco associado ao armazenamento
de CO; por longos periodos geoldgicos e as condi¢cdes normalmente severas para producao de
catalisadores para a conversao quimica, além da especificidade necessaria e outros fatores. A
proposta de conversdo biol6gica de CO, levou em consideracdo que €sses processos ja
ocorrem naturalmente por organismos fototréficos, como as microalgas. Em geral, 0s
microrganismos podem ser considerados “micro-reatores”, os quais podem converter diversos
compostos em produtos de interesse comercial. Alguns desses produtos podem ser muito
dificeis de serem sintetizados por rotas quimicas, como os estereoespecificos, e essa
representa uma das principais vantagens da bioconversdo, além da especificidade por um
determinado substrato (como o CO,, por exemplo) e condi¢des brandas de cultivo
(temperatura na faixa de 30°C, dependendo do microrganismo, e pressdo atmosférica)
(DEMAIN, 2007).

O primeiro desafio do trabalho foi encontrar microalgas que pudessem fazer essa
conversdo em correntes gasosas com alto teor de CO,, visto que altos niveis de CO, podem
inibir o crescimento de microalgas. Uma busca na literatura forneceu possiveis candidatas
tolerantes a altas concentraces de CO, (ONO; CUELLO, 2003), porém linhagens comerciais
ja demonstraram menor adaptabilidade as condi¢Ges laboratoriais. Dessa forma, recorreu-se a
microbiota de locais com condi¢cbes ambientais extremas, visto que nesses locais 0S
microrganismos ja estdo adaptados a essas condi¢fes e provavelmente apresentam maior
robustez em cultivos em laboratério e em maior escala. A bioprospeccdo de microalgas em

regides de mangues proximos a Cubatdo, municipio conhecido por altos indices de poluicao,
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foi a estratégia utilizada. O préprio mangue apresenta altos niveis de CO,, por ser um local
com grande quantidade de matéria organica em decomposig&o.

Essa estratégia foi essencial para as etapas seguintes. Utilizou-se as técnicas de
enriquecimento, a qual em si ja é uma técnica de selecdo, ja que seleciona as espécies que
cresceram num determinado meio de cultura (no caso, 0 meio WC), seguida da pré-selecdo a
30% de CO,. A ultima resultou em consoércios de microalgas tolerantes a altas concentracfes
de CO,, a partir dos quais foram isoladas 4 microalgas diferentes, como descrito no Capitulo
3. Todo esse processo, desde o recebimento das amostras coletadas até o isolamento de
espécies, foi laborioso e durou em torno de um ano. Uma das principais dificuldades foi a
verificacdo do isolamento, necessaria para se trabalhar com culturas puras. A confirmacéo
ocorreu apds uma avaliacao criteriosa das culturas por microscopia Optica e pela identificacao
utilizando técnicas de biologia molecular. A combinacdo dessas técnicas confirmou o
isolamento de 4 espécies diferentes, das quais 3 foram identificadas: Parachlorella kessleri,
Scenedesmus sp. e Chlorella vulgaris. A pesquisa bibliografica sobre essas espécies
corroborou com os resultados dessa selecdo, visto que essas espécies ja foram reportadas por
crescerem sob condicdes de niveis de CO, elevados (SALIH, 2011). N&do obstante, os relatos
indicaram o potencial para obtencdo de produtos de alto valor agregado, como &cidos graxos e
carotenoides, através do cultivo dessas espécies (FU et al., 2019; MINHAS et al., 2016;
PANCHA et al., 2014). Dessa forma, estabeleceu-se uma metodologia para a avaliacdo das
cinéticas de crescimento e formacao de produtos dessas espécies sob diferentes concentracdes
de CO,, a fim de verficar potenciais aplicacdes biotecnoldgicas.

Um dos desafios da etapa de avaliacdo cinética foi estabelecer um sistema adequado.
Cultivos com substratos gasosos exigem frascos com vedacdo para gases. Além disso, quando
0 gas é alimentado diretamente no meio liquido, a transferéncia de massa é melhorada, porém
a sua vazdo volumétrica passa a ser um parametro importante a ser controlado, pois esta
interfere na quantidade de CO, e O, dissolvidos, alterando o perfil cinético das microalgas.
Além disso, a alimentacdo continua de gas nos cultivos ndo foi necessaria, ja que a corrente
gasosa foi composta por CO, em excesso. Dessa forma, a metodologia mais adequada, e a que
foi empregada, foi a saturacdo do headspace dos frascos com a mistrura gasosa, nas diferentes
composicdes, e a renovacao diaria dessa atmosfera até o final do cultivo, garantindo que a
concentracdo de CO; nos frascos fosse praticamente constante. O principal objetivo dessa
etapa de avaliacdo cinética foi selecionar as microalgas que apresentassem melhor

crescimento e maior producdo de biomassa para os cultivos em fotobiorreator, aléem de
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verificar o comportamento de cada uma em cultivos com diferentes concentragdes de CO,
(0,04, 5, 15 e 30%).

Outro desafio nessa etapa foi garantir a iluminacdo dos frascos de forma homogénea,
ja que a luz é fator determinante no crescimento de microalgas. Como o Unico parametro
alterado entre os cultivos foi a concentracdo de CO,, foi necessario medir a luminosidade em
cada ponto da incubadora, onde os cultivos foram realizados, e selecionar os locais com
mesma luminosidade. Um experimento utilizando a microalga Scenedesmus sp. avaliou o
crescimento em cada ponto, e assim confirmou os locais cujo crescimento da microalga foi
similar. O cultivo das microalgas isoladas nas quatro condi¢cbes de CO, estipuladas
representou uma vasta varredura e um grande numero de experimentos. No entanto, os
resultados foram determinantes para a etapa em fotobiorreator. A microalga C. vulgaris
apresentou uma producdo de biomassa de quase metade dos valores obtidos pelas outras
avaliadas, no mesmo periodo de cultivo, e, portanto, ndo foi utilizada nos experimentos em
fotobiorreator. Ja a P. kessleri, em uma das repeticGes dos experimentos, apresentou um
sobrenadante de cor avermelhada apds a separagdo das células, uma curiosa situacdo que nao
havia ocorrido até o momento. A diferenca entre esse experimento e os anteriores foi a
“negligéncia” em ndo realizar a troca de atmosfera nos uUltimos 2 dias de cultivo. Essa
condicdo foi, entdo, confirmada em um experimento com P. kessleri em frascos com
atmosfera a 5% de CO,, tendo como controle os frascos onde ndo houve a interrupcdo da
troca de atmosfera. Como um dos objetivos do trabalho foi a investigacdo de potenciais
bioprodutos, esta microalga foi a candidata a avaliacdo em fotobiorreator, onde foi possivel
monitorar, controlar e avaliar mais parametros, e assim obter uma maior compreenséo das
cinéticas de formac&o de bioprodutos.

Novamente, os principais desafios do cultivo de microalgas em fotobiorreator foram
garantir iluminacdo homogénea em todos os pontos no interior do reator, e igual, quando
trabalhando com mais de um reator ao mesmo tempo. Considerando o longo periodo de 14
dias de cultivo, e a grande quantidade de experimentos necessaria para avaliar o desempenho
da microalga em diferentes concentragdes de CO,, optou-se por realizar duplicatas
simultaneamente, o que implicou em validar o sistema de iluminacdo, especialmente
desenhado para essa finalidade, de dois reatores. Por isso, se fez necessario um experimento
de actinometria, no qual foi possivel medir a incidéncia de fotons no interior dos dois reatores
e assim confirmar que ambos possuiam incidéncia de fétons similares, considerando os erros

experimentais. Foi necessario validar também a forma de alimentacdo de gases nos reatores, a
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fim de transpor o que foi feito nos ensaios em frascos. Duas formas de aeragao (ar com 5% de
CO,) foram verificadas, uma continua e outra intermitente, utilizando a microalga
Scenedesmus sp.. Além de comprovar que o sistema experimental (iluminacdo, controle da
temperatura, tipo de agitador, agitacdo) estava adequado para o cultivo de microalgas, estas se
mostraram robustas. Pelo sistema de aera¢do continua foi possivel confirmar a concentracdo
de 5% de CO, utilizando um analisador de gases na saida do reator, e também monitorar 0s
perfis de pH e oxigénio dissolvido sem qualquer interferéncia na composicdo gasosa durante o
cultivo, o que é particularmente interessante para entender o comportamento da microalga. No
entanto, os resultados apresentaram parametros cinéticos muito similares entre as duas
condicOes de aeracdo. Assim, o sistema de aeragdo intermitente foi mais adequado e utilizado
nos experimentos seguintes, visto que minimiza o desperdicio e as emissdes de CO,
principalmente considerando os cultivos a 30% de CO,.

Uma vez validado o sistema de fotobiorreatores, os cultivos com P. kessleri foram
executados em duas bateladas simultaneas nas mesmas condigdes, com concentracfes de 5,
15 e 30% de CO,. Nesses cultivos, o0 método consistiu em utilizar a aeracao intermitente até o
décimo dia de cultivo, quando esta foi interrompida até o final do cultivo (dia 14). Essa
estratégia, até onde se conhece, ndo foi reportada na literatura, 0 que demonstrou seu carater
inovador. Como constatado previamente nos ensaios em frascos agitados, essa condigdo de
operacdo foi imperativa para producdo de pigmentos extracelulares pela microalga. Ao todo
foram realizadas 4 repeticGes para a mesma concentracdo de CO,, dois ensaios com duas
bateladas simultaneas. Os resultados mostraram a reprodutibilidade do método, a robustez da
microalga, e possibilitou uma analise estatistica dos pardmetros fisiolégicos avaliados.

As velocidades especificas de crescimento calculadas foram 0,74 + 0,09, 0,74 + 0,08 e
0,77 + 0,11 dia* sob 5, 15 e 30% de CO,, respectivamente, e as diferencas ndo foram
estatisticamente significativas (p>0,05). As concentra¢cbes em massa seca das células no 14°
dia de cultivo foram 1,09 + 0,12, 1,24 + 0,15 e 1,09 + 0,25 g L™, lipideos totais foram 241 +
11,208 + 5 183 + 14 mg g ! (massa seca) e taxas de fixagdo de CO, foram 158 + 7, 165 + 5
e 141 +3mg L™*d?, sob 5, 15 e 30% de CO-, respectivamente. Minhas e colaboradores (2016)
relataram 21,42% (massa seca) de conteldo lipidico em P. kessleri e De Morais e Costa,
(2007) relataram 163 mg L™*d™ de taxa de fixacéo de CO; a 18% de CO,. Ambos os valores
corroboram os resultados obtidos neste trabalho. A producéo de carotenoides foi observada
em todos os cultivos, com concentragdes de aproximadamente 0,030 + 0,005, 0,026 + 0,006 e
0,011 + 0,002 ug mL™ sob 5, 15 e 30% de CO,, e as diferencas foram estatisticamente
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significativas (p<0,05). Dessa forma, a variacdo da concentracdo de CO, nos cultivos ndo
provocou um efeito significativo nas cinéticas de crescimento, mas afetou drasticamente a
producdo de carotenoides totais. Nesse sentido, os cultivos com niveis de CO, até 15% foram
mais efetivos para maximizar a formacéao de carotenoides extracelulares pela P. kessleri.

Um processo simplificado para a purificacdo dos carotenoides nos extratos obtidos foi
proposto, utilizando inicialmente a separacdo por cromatografia em coluna de silica C18 e
eluicdo com metanol. Assim, foi possivel concentrar o pigmento em aproximadamente 10
vezes. Um método mais refinado foi proposto, utilizando HPLC em escala semi-preparativa,
para separar as fracdes de carotenoides nos extratos metanolicos. Com essa metodologia, duas
fragbes foram separadas, uma amarela e outra vermelha, as quais apresentaram perfis de
absorbancia, na regido visivel do espectro de luz, caracteristicos de carotenoides. A analise
por LC-MS/MS da fracdo avermelhada apontou para um carotenoide com peso molecular 569
g mol™, que pode corresponder a zeaxantina ou luteina. A fragmentagdo MS/MS do ion
molecular em m/z 569 apresentou as perdas de massa normalmente relatadas na maioria dos
carotenoides, mas ndo foi conclusiva quanto a elucidacdo molecular deste carotenoide.

Outro objetivo do trabalho foi verificar a biomassa produzida, pelas diferentes
microalgas nas diferentes condi¢cBes de cultivo, e assim propor possiveis aplicacdes
biotecnoldgicas. Diversos trabalhos tém sido orientados para a otimizagdo da producgédo de
lipideos por microalgas e dos métodos de extracdo, principalmente visando a producdo de
biocombustiveis (CHISTI, 2007). Nesse sentido, partiu-se da hipotese que altas concentragdes
de CO, podem estimular a producdo de lipideos intracelulares, e assim, essa hipétese foi
investigada nos cultivos com diferentes concentragcbes de CO, (KASSIM; MENG, 2017).
Como método de extracdo, utilizou-se o método classico Bligh & Dyer modificado, e
posterior reacdo de transesterificacdo para a analise dos &cidos graxos. Essa forma de analisar
somente 0s acidos graxos afunilou as possibilidades, o que foi imprescindivel para o trabalho,
ja que uma analise lipiddmica de todas as microalgas em todas as condi¢bes de cultivos,
apesar de interessante, seria um trabalho a parte. Os resultados mostraram diferentes perfis de
acidos graxos nas diferentes microalgas, porém, em geral, o &cido graxo presente em maior
guantidade foi o &cido palmitico, o que esta de acordo com outros trabalhos (ANDRADE et
al., 2015). Outros &cidos graxos industrialmente relevantes, como 18:1(»-9), 18:2 (»-6) e
18:3 (w-3) foram detectados.

O modo de operacdo influenciou a composicdo de &cidos graxos, e a principal
diferenga foi na concentragdo de acido oleico (18:1), que foi maior nos cultivos com 15% de



167

CO.. Efeitos similares foram reportados em cultivos com limitagéo de nitrogénio (VAN DER
HA et al., 2012), um dos métodos mais utilizados para estimular a producéo de lipideos. Esses
resultados confirmaram o potencial da utilizacdo de altas concentracdes de CO, como um
método estratégico para melhorar a producdo de lipideos por microalgas. Os cultivos da P.
kessleri em fotobiorreatores foram necessarios para obter grandes quantidades de biomassa, e
assim avaliar também a composi¢do de acidos graxos durante as fases de crescimento. A
maior quantidade de acido oleico ap6s a fase de crescimento exponencial, em oposi¢cdo ao
inicio do cultivo, confirmou também a hipdtese de mudanca na composicédo lipidica quando o
cultivo atinge alta densidade celular. As diferencas de acidos graxos saturados e insaturados
também foram avaliados durante as fases de crescimento e nas diferentes concentracbes de
CO,. A este respeito, o presente trabalho sugeriu que os niveis de CO; nos cultivos
impactaram na potencial aplicacdo biotecnoldgica da biomassa. Altas concentracbes de CO,
de 15 e 30% elevaram os acidos graxos saturados e mono-insaturados em P. kessleri,
tornando a biomassa mais adequada para a producdo de biodiesel, enquanto diminuiram
drasticamente ®-3. Em oposicdo, 5% de CO, pode ser uma estratégia para a producdo de

acidos graxos poli-insaturados para um mercado de alto valor agregado.

7.2  CONCLUSOES GERAIS

A bioprospeccdo em mangues, pré-selecdo a 30% de CO, e isolamento de microalgas
foram ferramentas eficientes para se obter consércios de microalgas e culturas puras
tolerantes a altas concentracfes de CO,, 0 que foi pré-requisito para o andamento do trabalho.
Os ensaios cinéticos com os isolados de microalgas utilizando ar atmosférico (0,04% CO,) e
misturas gasosas com ar e CO, nas concentracfes de 5, 15 e 30% forneceram parametros,
como velocidade especifica de crescimento, méxima concentracdo celular e composicéo de
acidos graxos, necessarios para identificar microorganismos com potencial para aplicaces
biotecnolodgicas. Desse estudo, as microalgas Scenedesmus sp. e P. kessleri se destacaram pela
robustez e rapido crescimento, principalmente em concentracbes de CO, de 5 e 15%.
Particularmente, P. kessleri foi avaliada por produzir carotenoides extracelulares, com
propriedades antioxidantes, que representam um produto de alto valor agregado e uma opgao
mais viavel nos processos downstream frente aos carotenoides intracelulares. O sistema de

fotobiorreatores foi validado para garantir iluminacdo homogénea e aeracdo adequada para
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uma avaliacdo criteriosa dos pardmetros fisiolégicos nos cultivos de P. kessleri sob 5, 15 e
30% de CO,. O método utilizado, no qual o suprimento de CO, foi interrompido no 10° dia de
cultivo, foi condicdo imperativa para as microalgas liberarem o pigmento para o meio, ao
final dos cultivos. Além dos resultados confirmarem a reprodutibilidade do método inovador,
a concentracdo de carotenoides totais foi afetada pelos niveis de CO,, sendo que
provavelmente sob 30% a maior concentragdo de CO; no final do cultivo “retardou”, ou ndo
favoreceu, a formacdo do pigmento. A caracterizacdo quimica dos extratos ndo foi conclusiva
na composicdo exata, porém duas fragdes, com diferentes coloracdes e caracteristicas de
carotenoides, foram eficientemente separadas. A quantidade de CO, também afetou a
composic¢do de acidos graxos na biomassa, favorecendo a producdo dos poli-insaturados com
5% de CO,, utilizados principalmente para aplicacdes farmacéuticas e nutracéuticas, e dos
saturados e mono-insaturados, normalmente utilizados como matéria-prima para a producéo
de biodiesel, com 15 e 30%. Assim, para o uso de outras fontes de CO, que ndo o ar
atmosférico no cultivo de microalgas, a concentracdo de CO, deve ser avaliada de acordo com

a aplicacdo desejada.

7.3  PERSPECTIVAS FUTURAS

Algumas sugestdes de trabalhos futuros podem ser feitas:

e Neste trabalho, optou-se por utilizar culturas puras nos ensaios cinéticos. Porém, a
utilizacdo de consorcios, tanto de diferentes microalgas ou de microalgas e outros
microrganismos (como bactérias e fungos), que podem realizar alguma atividade
especifica, tem sido amplamente estudada (COOPER; SMITH, 2015;
SUBASHCHANDRABOSE et al., 2011) e é muito promissora, pois € 0 que ja
normalmente ocorre na natureza. A etapa de pré-selecdo resultou em consorcios com
grande potencial para serem estudados em aplicacdes utilizando misturas gasosas com
elevado teor de CO,. O desafio dos consorcios €, principalmente, manté-los com a mesma
composic¢do durante longos periodos, como ocorre nas culturas puras;

e Uma vez estabelecido o método para a formacdo de pigmentos extracelulares por P.
kessleri e a concentracdo de CO, que forneceu os melhores rendimentos (5%), outros
pardmetros e métodos podem ser avaliados para aumentar a produtividade de biomassa e

os rendimentos de carotenoides e acidos graxos poli-insaturados. Primeiro, sugere-se
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realizar uma analise de viabilidade técnico-econdmica para producdo de lipideos e
carotenoides desses cultivos a fim de identificar os gargalos.

e A alteragdo da composicdo do meio de cultura (com nutrientes oriundos de residuos
agroindustriais) e a limitacdo por nutrientes (com fatores de diluicdo) apds a fase de
crescimento exponencial sdo estratégias amplamente descritas e que podem ser efetivas.
Além disso, iniciar o cultivo com maior densidade de células pode aumentar a
produtividade de biomassa e a fixacdo de COy;

e Qutra possibilidade para aumentar rendimentos ¢ avaliar diferentes formas de iluminacéo,
podendo alterar o fotoperiodo e a incidéncia de fétons. Sabe-se que uma alta incidéncia de
fétons pode estimular a producédo de carotenoides e lipideos, porém esta deve ser abaixo
do ponto de saturacdo para ndo causar um efeito inibidor;

e O monitoramento do pH e do oxigénio dissolvido mostraram o comportamento da
microalga nos cultivos com diferentes concentraces de CO,. Uma vez bem estudado esse
comportamento, é possivel propor estratégias para o controle desses parametros no
fotobiorreator. O pH controlado na faixa entre 7 e 8 é considerado ideal para o cultivo de
microalgas. Ja o oxigénio dissolvido pode produzir efeitos variados no crescimento e
formacdo de produtos. Dessa forma, esses efeitos podem ser avaliados e um sistema
adequado proposto, como uma coluna de separacdo para reter o oxigénio (o que ja foi
relatado na literatura), se constatado que esse parametro causa um efeito inibidor;

e Caracterizagdo quimica completa, por exemplo utilizando as técnicas de RMN *H e 3C
para a elucidacdo da composic¢do do extrato de carotenoides, e ensaios de estabilidade e

toxicidade, para verificar o potencial para aplicacGes farmacéuticas e nutracéuticas.
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APENDICE A - Sequéncias de DNA das microalgas isoladas

SL1B

CGAAGGTTTGGTTGCCCTTTACAGGGTTTCCTGCTGGCCCCCAGCAAGGTCCACAGGCGTCAACTTC
GTGTAGTCGGTGCGCAAAGCTCCGGTGCTACCTATCCAGTTGAGCCCATAACGGGTCCTTGCTCAA
GCCTCTGTACTTCAGCCAACCCAATTGCGAACAATTGGGAGAGCCAGATCCACTCCACGGCCCGCA
GTATTAGCAGGCGCTCCATCACAAGGATGGTGGGGTGAGGGGATAAACCGACGCTGAGGCAGACA
TGCCGTTGGCCGAAGCCTTCGGCGCAATATGCGTTCAAAGATTCGATGGTTCACGGAATTCTGCAA
TTCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGTTGCGAGAGCCAAGATATCCGTTGTTGAG
AGTTGTCTTGGTTATTGACCGCCGTTATGGCAAGCCATTGATCTTAGATTTAGGTTTTGTGTGTTGA
AAAACACGGGTGAAAAGGACGCAACCAGTGAGCGGGGGCAGCCACCTTGCGGTGGCCCCCGGGGL
GCAAGCCAATGTGCCCCAAGCCGCAGCGCTGGCGCGGGTAAATGAGGTTCGCGTTGTGGTTTTGAT
AATTCAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCT

SL2C — Chlorella vulgaris

TGAAGAGTTTCGGTGTCGGGGGGTGCCCAAGCATCCGAATTCCTGCTAGGTCTCCAGCAAAGTCCC
CTCGGGCAACGGCAGGATGCGTAGGGAATGCCTACCTACCAAGCCATTACCCTGCGAACGGGGTC
CATGCTCATACCTCTGAGCTTCAACCGACCCGGCGCCAATCACGAGTGACCGGCGGAACCGGGAA
GGTCAGATCCGCCTTCCCAATCAAAGGAGATGGGGAGGCGAGGGGGTGAGCCGACGCTGAGGCAG
ACATGCCTTTGGCCGAAGCCTCAGGCGCAAGTTGCGTTCAAAGATTCGATGGTTCACGGAATTCTG
CAATTCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATACGGGAGCCAAGATATCCGTTGTT
GAGAGTTGTATTTGGTTTGGAGTGGACGGCAGACGAGCTGCCAACCACAAGGTGCTTTAGAATAAG
TTTCAGTTTGGGGTGGGTTGAGTTGAGTTGGAATTTCCGACGTCGGATCCTCCAAAGGGGAGTGTC
CCCTCAAAAAGAAGGGGTCCCACATGTGAAGGGACGCCCGCCGGACCTGAGCAACAGCTCGGGGG
GAGCCACAGCCAGGGGACCGACGCTCGC

L3 — Parachlorella kessleri

AAGGGTGGGAGGTCGACGAATCGGCTCCCGGCGGGCTCCCAGCAAAGTCCCCTCGGGTACCGGCA
GGCGGGGTGCAGGCTGACGCCTACCTACCAAGCCGGTGCCCTGCAAACGGGGTCCATGCTCAAGC
CTCTGAACTTCAGCAGACCCGGGCCGGCAGTCGGAGGGTTTCCGACAGCAGCCCGAGGGTGCCAG
GTCCGCTCCCACTACCCACAAGGGGGTGGGGGCGAGGGGGTGTAAACCGACGCTGAGGCAGGCAT
GCCCTCGGCCGGAGCCTCGGGCGCAAGTTGCGTTCAAAGATTCGATGGTTCACGGAATTCTGCAAT
TCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATACGGGAGCCAAGATATCCGTTGTTGAGA
GTTGTCATTGGTTCGTGGCCGTCGGGGTTTCCCCCTCCGACTCGATTGGCTTCAGTTTGGTTTACAG
GTTTGGGGTGTGTTGAGGTTAGGTATAAGAGATTACCAGGCGGAGGGGCAGCCGAGGLCCGLCCCC
CACCCCGCCAGACCTGGACACCGGGGCACGGATGTGGCCCGGGCCAGGGGACTGGLCGCCCCTTGG
GGGTTAGGCAAAG

C4 — Scenedesmus sp.

AAATGAGGTTAGTTTCCTGATTGAGGGTTGGATGCACTGCCCAAGCCAACAACTAGAAATTAGCAA
ATGAATGCCTACCCAGTTGCGGCCCGTATAGGGTCCATACATCAACCTCTGCGCTTCAGCAGACCC
ACCCCTTGCGGAGTGGGACTGCCAGATCCGCCGTGTGCCAACACATGTGTTGGTTTGGGCGAGTAT
TAACCCGACGCTGAGGCAGACATGCTCTTGGCCGAGGCCTCGAGCGCAATATGCGTTCAAAGATTC
GATGGTTCACGGTTTCTGCAATTCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGTTGCGAGA
GCCAAGATATCCGTTGTTGAGAGTTGTCTTGGTTAAGTGCAACGGCAATGCCGATTGCATTCATACT
TTAGAAGTTTTGGTTTGGTGTTAAAGGTTAGACAAGAGACCAACCCAGGGCCCGCACCTTGTTAGG
GATTGGGTTGTCCTGGACCCGCCCAACGCGACCGAACGAACGGAAGCGAGGGLCGLLCGLGLGCACC
AAAAGAGGTGCGCATGGGGCCAGACGAATTGGTTCACGTGTTGGTATTGATAGATTCAATGATCCT
TCCGCAGGTTCACCTACGGAAAC
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APENDICE B — Gréficos de curva padréo de concentragdo de fons Fe?* e espectro de
emissdo da lampada de LED utilizados para a determinacao actinométrica da taxa de

emissdo de fotons nos fotobiorreatores

Curva padrdo de concentragdo de fons Fe?*

Absorbancia
o o o o I
N EaN (o)) (e0] - N IS (o))

o

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0
Concentragéo Fe?* (10> mol L1)

Fonte: (METOLINA, 2018)

Espectro de emisséo da lampada de LED 3.000 K 1,7 W

1000 -

800 -

600 -

400 -

Intensidade

200 -

300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)
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APENDICE C - Gréficos para calculo das velocidades maximas especificas dos ensaios

em frascos agitados

Gréficos de Ln(DOggonm) em fungdo do tempo para as cinéticas de crescimento de microalgas
cultivadas sob 0,04% de CO;: a) P. kessleri, b) Scenedesmus sp. e ¢) C. vulgaris

o
(6]
1

o

Ln (DOggonm)
1 ..Io
= U1

Tempo (dias)

0 T T T T T T T
o ¢ 2 4 6 8 ®wM
/i ¢ 05 - ¢
T T T T T /\g
6 8 10 12 14 g -1
©)
2.5
P. kessleri < ’ Scenedesmus sp.
y=0,38x-171 -2 y =0,25x - 2,01
R2=0,97 R2=0,98
- 25 :
Tempo (dias) Tempo (dias)
1
05 - f o & ¢
’E 0 T T T T T
= 2 8 10 12 14
£-0,5 -
o
2 1-
c .
.15 - C. vulgaris
2 y =0,47x - 2,39
T R2=0,98
-25
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Gréficos de Ln(DOggonm) em fungdo do tempo para as curvas de crescimento de microalgas
cultivadas sob 5% de COy: a) P. kessleri, b) Scenedesmus sp. e c¢) C. vulgaris

o

o & O

/

Ln (D0680nm)

6 8 10 12 14

P. kessleri

y =0,43x - 2,06
R2=0,99

Tempo (dias)

Ln (DOggonm)

0,5
O T T T ? ?
2 4 8 10 12 14
05 $

Scenedesmus sp.

y = 0,49x - 2,51

R2=10,99

Tempo (dias)

b)
1
2
0,5 A ¢ * ¢
,-é O T T T T
S 8 10 12 14
2-0,5 -
O
8 1
c C. vulgaris
—-15 - g
y =0,49x - 2,82
-2 R2=0,99

Tempo (dias)

Gréficos de Ln(DOggonm) em fungdo do tempo para as curvas de crescimento de microalgas
cultivadas sob 15% de CO; a) P. kessleri, b) Scenedesmus sp. e c) C. vulgaris

IS
o *°

Ln (DOGBOnm)

2 4/6 8 10 12 14

P. kessleri

y =0,39x - 2,14
R2=0,99

Tempo (dias)

1
0,5 -
TR I 4
0 T T T T
8 10 12 14

Scenedesmus sp.

y =0,38x-2,39
R2=0,99

Tempo (dias)



1
o ¢ ¢
0,5 - .

—~ 0 T T T T
£ 8 10 12 14
g-ols T

@)

8 1
C -

J 15 - C. vulgaris

y=0,39x-2,41
2¢ R = 0,99
25

Tempo (dias)
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Gréaficos de Ln(DOggonm) €m funcao do tempo para as curvas de crescimento de microalgas
cultivadas sob 30% de COy: a) P. kessleri, b) Scenedesmus sp. e ¢) C. vulgaris

L 0,5
05 - o ¢ ¢ 04— e * ¢

/i 8 10 12 14

£ 8 10 12 1 £°03 1

8 3

'e) O -1 -

a} a

c . c

5 P. kessleri 415 Scenedesmus sp.
y= 0,3_2x -2,21 2 y=0,34x-2,34

R2=0,98 R2=0,99

. 2,5
Tempo (dias)
b)
1
05 - } ® o
0 T T T T
= ) 2 10 12 14
5-05 -
o -
e
-1,5 .
5 C. vulgaris
-2
y =0,34x - 3,08
R2=0,99

Tempo (dias)

Tempo (dias)
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APENDICE D - Gréficos para calculo das velocidades maximas especificas dos ensaios

cinéticos de Scenedesmus sp. em reator e analise elementar para os mesmos cultivos

Gréfico de In(DO7s0nm) em funcdo do tempo para calculo das velocidades especificas
maximas de crescimento do cultivo de Scenedesmus sp. sob aeracdo continua a 5% CO, ou
aeracao intermitente

0,5

u | I | " =
s Voo
0,0 4 ® d
-0,5 = Continuo

e Intermitente
-1,0

LN (DO750nm)

41,54

-2,0 4

2,54

Tempo (dias)

Analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio nos diferentes dias de cultivo de
Scenedesmus sp. sob aeracdo continua ou intermitente a 5% CO,

Elemento

Dia0 Dia 3 Dia 6 Dia 10 Dia 11
(%)
Mod C 42.27 45,65 4257
Congni’m H 7.08 7.17 7.19
N 213 512 222
Modo C 45,83 42.23 42.13
intermitente H 6,88 6,54 6,91
N 5,97 3,52 206
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APENDICE E - Graficos para célculo das velocidades méaximas especificas dos ensaios
cinéticos de P. kessleri em reator e andlise elementar para os mesmos cultivos

Gréficos de Ln(DO7sonm) em funcdo do tempo dos cultivos de P. kessleri sob aeragdo
intermitente a 5% CO,

Tempo (dias)

Tempo (dias)

154 157 A
"t 10 -
L} | L]
1,0 . " .
0,59
054 3A 3B
= 00 <2 0041
.04 =a+b" £
£ Equation y=a X 3 Equation y=a+b*%
Oﬁ o5 - Plot LN DO 750 nm & 0,5 Plot LN DO 750 nm
a™ Weight No Weighting a Weight No Weighting
=} 1,0 9
= Intercept -2,37857 £ 0,238 z Int t -2,48237 £ 0,22
5 104 0,80745 + 0,097 - ntercep! ’ ==
Slope 3 0, 15 Slope 0,82537 + 0,092
0,28437 159 : ;
-1,54 Ses‘dua! Sum of Squa 0.97888 Residual Sum of Squ  0,25868
. e:rson . rco 095821 201 Pearson's t s
204 R-Square (COD) oanaas R-Square (COD) 0,96342
Adj. R-Square i -2,54 Adj. R-Square 0,95122
.2,5 -
T T T T T T T '310 T T T T T T
6 8 10 12 14 16 0 6 8 10 12 14
Tempo (dias) Tempo (dias)
15 15
1,0 L L 10 LR
L] 1 s "
0,5 0,5
6A P 6B
7 001 £ 00
s Equation y=a+bx 2 Equation y=a+bx
2
3 054 - Plot LN DO 750 nm 8 05 Plot LN DO 750 nm
e Weight No Weighting Z Weight No Weighting
Z 404 Intercept -2,05923+0,11 = Intercept -2,04782 £ 0,108
Slope 0,65788 + 0,048 ' Slope 0,66247 + 0,044
154 Residual Sum of Squ 0,06962 15 Residual Sum of Squa 0,05934
! Pearson's r 0,99205 ! Pearson's r 0,99331
204 R-Square (COD) 0,98417 204 R-Square (COD) 0,98666
3 Adj. R-Square 0,97889 ’ Adj. R-Square 0,98221
2,54 T T T T T T T 257 T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 6 8 10 12 14 16




Gréficos de Ln(DO7s0nm) em funcéo do tempo dos cultivos de P. kessleri sob aeracéo

LN(DO7500m)

LN(DO750nm)

intermitente a 15% CO,

15
154
1,04 = = U = . " aon = u
. " 1,0
05 L] "
0,5
00+ 4A . 4B
Equation y=a+bx g 007 Equation y=a+bx
0,5 Plot LN DO 750nm Oﬁ 05 Plot LN DO 750nm
Weight No Weighting a Weight No Weighting
1,04 Intercept -2,31312 0,07 Z 10 Intercept 2,204 £ 0,080
Slope 0,8514 +0,0421 - Slope 0,7376 + 0,032
159 Residual Sum of Squa ~ 0,01777 -1549 Residual Sum of Squa ~ 0,03216
2,04 Pearson's r 0,99756 20 Pearson's r 0,99706
' R-Square (COD) 0,99512 2,04 R-Square (COD) 0,99412
22,54 Adj. R-Square 0,99268 25 Adj. R-Square 0,99216
T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Tempo (dias) Tempo (dias)
15 1,5
m " =g
10 g "" RS 1,04 st :
0.5 7A 05 7B
L) —_
0.0+ Equation y=a+bx 5 0,0 1 Equation y=a+bx
Plot LN DO 750nm O" Plot LN DO 750nm
05+ Weight No Weighting a 054 Weight No Weighting
Intercept -1,95934 + 0,10 5 Intercept -2,05138 + 0,094
104 Slope 0,66268 £ 0,042 1,04 Slope 0,72074 + 0,038
154 Residual Sum of Squa 0,05377 15 Residual Sum of Squa 0,045
! Pearson's r 0,99393 ’ Pearson's r 0,9957
2,08 R-Square (COD) 0,9879 20 R-Square (COD) 0,99141
Adj. R-Square 0,98387 Adj. R-Square 0,98855
2,54 T T T T T T 2,57 T T T T T T T
4 6 8 10 12 14 16 2 4 6 8 10 12 14

LN(DO7500m)

Gréficos de In(DO750nm) em funcdo do tempo dos cultivos de P. kessleri sob aeracéo

Tempo (dias)

Tempo (dias)

intermitente a 30% CO,

15
1,04 s m g "= "
[}
0,54 =
- 5A
0,0+
Equation y=a+b*
0,5 Plot LN DO 750nm
Weight No Weighting
1,04 Intercept -2,69098 + 0,0237
Slope 0,91948 + 0,011
154 Residual Sum of Square  2,41961E-4
Pearson's r 0,99993
209 R-Square (COD) 0,99986
Adj. R-Square 0,99971
=25
T T T T T T
2 4 6 8 10 12

Tempo (dias)

LN (DO750nm)

15
104 ) LI
[}
05 -
[l 5B
0,0 .
Equation y=a+b*x
Plot LN DO 750nm
0.5 Weight No Weighting
Intercept -2,5608 + 0,0522
1,04 Slope 0,81451 £ 0,0241
Residual Sum of Square 0,00117
-1,54 Pearson's r 0,99956
- R-Square (COD) 0,99912
2,04 Adj. R-Square 0,99824
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15
am ™" 154
1,04 ="
s "
» 1,04 —_— LI ]
mm
0,5+ L]
8A 0,54
2 0,0 < 8B
S Equation y=a+bx s 0,04 -
> i LN DO 750nm ~ Equation y=a+bx
8 0,5 F’|0f Q ;5. Plot LN DO 750nm
= Weight No Weighting e A o
Z -2,45816 + 0,043 Z Weignt o ey
S 1,0 Intercept g =9 = a0 Intercept -2,40296 + 0,07577
Slope 0,69434 + 0,0158 Slope 0,69683 £ 0,02767
1,5 Residual Sum of Squar 0,00252 154 Residual Sum of Squares 0,00765
Pearson's r 0,99948 ! Pearson's r 0,99843
-2,04 R-Square (COD) 0,99896 204 R-Square (COD) 0,99686
" Adj. R-Square 0,99844 ™ Adj. R-Sq 0,99529
-2,5 T T T T T T T T -25 T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo (dias)

Tempo (dias)

Anadlise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio nos diferentes dias de cultivo de P.
kessleri sob aeracdo intermitente a 5, 15 e 30% de CO,

Concentracéao
de CO; (%)

Elemento
(%)

Dia 3 Dia 12

Dia 14

A B A B

A B

5

43,72 45,59
6,99 7,19
4,77 6,35

52,17
8,30
1,08

51,76
8,07
1,39

15

42,06 44,75
6,14 6,53
3,61 5,7

46,59 48,55
791 7,44
0,92 1,09

30

ZITOZITO0ZIO0

40,96 45,83
6,53 6,62
3,96 7,19

48,82 48,2
761 7,46
106 154
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APENDICE F - Espectros de massas MALDI-TOF dos extratos de pigmentos em
diferentes solventes puros (Et — Etanol / Met — Metanol / Ac — Acetona)
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APENDICE G - Espectros de absorcdo no UV-Vis dos extratos de pigmentos em
diferentes solventes puros (Et — Etanol / Met — Metanol / Ac — Acetona)
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