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RESUMO

As microalgas s&o micro-organismos promissores como matéria-prima
alternativa para a produgéo de biodiesel. A matriz energética esta em processo
de mudanca e fontes biodegradaveis e renovaveis sao objetos de muitos
estudos atualmente. O estresse nutricional é uma ferramenta fisiolégica
comumente estudada para estimular a sintese lipidica de reserva por
microalgas. O que é fundamental para o aproveitamento dessa biomassa para
a producao de biodiesel. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da
concentragao de fosforo no crescimento e sintese de lipideos pela microalga
Ankistrodesmus sp. (cepa ANRF-01). Para essa finalidade, o meio ASM-1 foi
manipulado em relagédo a sua concentracgao inicial de ortofosfato, de modo que,
foram obtidas 3 diferentes concentracbes de fésforo nos meios de cultivo da
cepa estudada. Os tratamentos nomeados de controle, P10 e P50 iniciaram o
experimento com valores de 227 uM, 22,7 pM e 4,54 uM de PO4'3,
respectivamente. Os cultivos foram desenvolvidos por 20 dias a 24°C, com
aeracao constante, intensidade Iuminosa de 500 pmoles fétons.m'z.s'1,
fotoperiodo de 12 h, pH inicial 8,0 e 6 L de volume de cultura. Foram realizadas
analises do crescimento celular, variagdo da concentracdo de clorofila-a,
carboidratos e nutrientes (nitrato e fosfato). Os lipideos foram analisados em
relagdo ao percentual de extrato bruto e suas classes de acidos graxos. Nos
resultados foi observado maior numero de células e biomassa para a condi¢cao
controle. A condigdo com maior limitacdo nutricional (P50) apresentou menor
quantidade de biomassa, porém as condi¢des P10 e P50 apresentaram valores
proximos de biomassa para o 9° dia de cultivo (224 e 216 mg/L,
respectivamente). Os maiores valores de lipideos produzidos foram detectados
no tratamento P50. Entre os dias amostrados para analise de lipideos, o 9° dia
de cultivo foi o mais promissor para o conteudo lipidico e o perfil de acidos
graxos de interesse. Ha a necessidade de quantidade significativa de
biomassa, alto conteudo de lipideos e um perfil de acidos graxos de interesse
para a produ¢cdo economicamente viavel de biodiesel, a partir de microalgas.
Logo, o estudo indica que, a condigao P50 no 9° dia (fase estacionaria) seria a
mais adequada como fonte alternativa, em uma futura producido de biodiesel
em larga escala. Estudos posteriores devem ser realizados para um melhor
embasamento fisioldgico sobre as condi¢gdes de cultivos desses organismos,
com este objetivo biotecnologico.

Palavras chave: microalga, lipideos, concentracao de fosforo e biodiesel.
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ABSTRACT

Microalgae are micro-organisms promising as an alternative raw material
for biodiesel production. The energy matrix is in process of change and
biodegradable and renewable sources are objects of many studies
nowadays. The nutritional stress is a commonly studied physiological tool to
stimulate the synthesis of lipid reserves by microalgae. What is fundamental
to the use of microalgae biomass for the biodiesel production. The objective of
this study was to evaluate the effects of phosphorus concentration on growth
and lipid synthesis by the microalgae Ankistrodesmus sp. (strain ANRF-01). For
this purpose, the ASM-1 medium was manipulated relative to its initial
concentration of orthophosphate. So, we obtained three different concentrations
of phosphorus in the culture medium of the strain studied. Treatments
appointed control, P10 and P50 started the experiment with values of 227 yM,
22.7 UM and 4.54 pM POy, respectively. The cultures were developed for 20
days at 24°C with constant aeration, light intensity of 500 ymoles photons.m?.s”
' photoperiod of 12 h, initial pH 8.0 and 6 L volume of culture. Analysis were
developed for cell growth, varying the concentration of chlorophyll a,
carbohydrates and nutrients (nitrate and phosphate). The lipids were analyzed
in relation to the percentage of crude extract and its classes of fatty acids. In the
results we observed more cells and biomass for the control condition. The
condition with the highest nutritional limitation (P50) showed a lower amount of
biomass, but the conditions P10 and P50 showed biomass values close to the 9
th day of culture (224 and 216 mg / L, respectively). The highest values of lipids
produced were detected in the P50 treatment. Among the days sampled for
analysis of lipids, the 9th day of culture was the most promising for the lipid
content and fatty acid profile of interest. There is need for significant amount of
biomass, a high content of lipids and fatty acid profile of interest to the
economical production of biodiesel from microalgae. Thus, the study indicates
that the condition P50 on the 9th day (stationary phase) would be more
appropriate as an alternative source, in a future production of biodiesel on a
large scale. Further studies should be conducted to give a better basis on the
physiological conditions of cultivation of these organisms for the biotechnology
purpose.

Key words: microalgae, lipids, phosphorus concentration and biodiesel.
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1 INTRODUCAO

1.1 Microalgas

A denominagdo microalgas agrupa micro-organismos eucariotos e
procariotos fotossintetizantes, sendo a grande maioria fitoplanctonica
(REYNOLDS, 2006). As trés classes mais importantes de microalgas em
termos de abundancia sé@o as diatomaceas (Bacillariophyceae), as algas verdes
(Chlorophyceae) e as algas douradas (Chrysophyceae) (DEMIRBAS &

DEMIRBAS, 2010).

As microalgas sdo um grupo ubiquitario de micro-organismos que podem
ser encontrados por todo o mundo. S&o principalmente distribuidas nos
ambientes aquaticos, mas também podem ser encontradas na superficie
terrestre em varios tipos de solos. As espécies aquaticas sdo encontradas
praticamente em qualquer local, desde rios de 4gua doce até lagos salgados,
com tolerancia para uma ampla faixa de pH, temperatura, turbidez e
concentracéo de O, e CO, (TOMASELLI, 2004).

A ampla variedade morfolégica, de estrutura celular, ecoldgica, de
pigmentos fotossintetizantes, niveis de organizacdo e produtos de reserva
refletem as variadas origens evolutivas desse grupo heterogéneo de
organismos que incluem procariotos (Prochlorobacterias) e eucariotos.
Podemos dizer que esses seres estdo entre 0os mais antigos do planeta e
centenas de espécies fazem parte desse “universo”, constituindo a base da

cadeia tréfica de ecossistemas aquaticos. Dessa forma, sdo os principais



organismos fotoautotréficos produtores de carbono organico nos mares e
aguas de interiores (REYNOLDS, 2006).

Alguns desses organismos podem viver em associacao simbidtica com
outras formas de vida, entretanto a maioria das microalgas € de vida livre. Em
relacdo a organizagdo celular, as microalgas podem ser unicelulares, coloniais
e filamentosas. Os organismos unicelulares podem ou n&o apresentar
mobilidade; nas formas modveis a capacidade de movimento deve-se, na
maioria das vezes, a presenca de flagelo. Entretanto, essa mobilidade das
microalgas fitoplanctdnicas ndo € capaz de vencer a turbuléncia das aguas
(REYNOLDS, 2006). A secrecao de mucilagem também pode ser o
responsavel pela mobilidade, porém é menos frequente. As microalgas
planctbnicas vivem em suspensdo na regido luminosa dos corpos d’agua,
incluindo aquela abaixo do gelo em regides polares. Podem também ser
bentdnicas, ligadas a substratos de fundo ou vivendo no sedimento
(TOMASELLI, 2004).

Entretanto, o termo microalga n&o tem legitimidade taxondmica.
Atualmente ndo existe um sistema definido de classificacdo das microalgas
aceitavel por todos. Isso ocorre, pois a taxonomia desse grupo esta em
constante e rapida mudanca em todos o0s niveis genéticos e estruturais. Por
isso, a distincéo e classificacdo das microalgas de acordo com a cor e outras
caracteristicas ainda tém sua importancia. Os sistemas atuais utilizados de
classificacdo se baseiam em certos critérios como: fun¢des basicas, tipos de
pigmentos, produtos de reserva, constituintes da parede celular, morfologia,
citologia e biologia molecular (REYNOLDS, 2006). De acordo com a

classificagdo proposta por Sieburth et al. (1978), o tamanho das microalgas



varia entre 20-200 pum. Esta classificacdo ainda é citada em trabalhos mais
atuais (REYNOLDS, 2006).

O interesse nesse grupo de organismos fototroficos deve-se ao seu
potencial de utilizacdo para a producdo de biomassa para alimentacao
humana, racdo animal e obtencdo de moléculas de alto valor agregado (ex:
carotendides e &cidos graxos), usando energia solar (BOROWITZKA &
BOROWITZKA, 1988).

Um ponto positivo e atraente em relacdo as microalgas é o grande
potencial para serem mantidas em cultivo, varias espécies sdo capazes de
manter seu crescimento em culturas liquidas e aeradas, onde as células
possuem acesso suficiente a luz, diéxido de carbono e outros nutrientes
(ROSENBERG et al.,, 2008). Em alguns casos podendo ser cultivadas em
condi¢cdes edafo-climaticas diversas, com a habilidade de sintetizar uma
variedade de produtos metabdlitos de alto valor agregado (BOROWITZKA &

BOROWITZKA, 1988).

1.2 Condig¢des Nutricionais

O conhecimento sobre a necessidade de fornecer nutrientes minerais e
outros fatores de crescimento nas culturas de algas ja existe ha muito tempo.
As microalgas possuem diversos tipos de nutricdo, onde as duas formas mais
relevantes sdo autotréfica (fototrofia) e heterotréfica (fagotrofia). Dentre essas,
a autotréfica € sem davida a mais importante. Nesse caso, 0S organismos
obtém a energia quimica (carboidratos e ATP) utilizando seu aparato

fotossintético, onde através da conversdo da energia solar em energia quimica,



reduzindo o CO, até a sintese de glicose pela oxidacdo de substratos,
principalmente a agua, com a liberagdo de O, (RENOLDS, 2006;
GROBBELAAR, 2004). A maioria das microalgas pertence a categoria dos
fotoautotréficos obrigatérios, ou seja, ndo conseguem crescer no escuro.
Embora, varias espécies necessitam de quantidades infimas de compostos
organicos, como vitaminas, para o seu crescimento (GROBBELAAR, 2004).

Os componentes organicos da célula de microalga, assim como de
qualguer organismo, compreendem principalmente proteinas, lipideos e
carboidratos condensados em proporgcbes varidveis. Na composicdo das
microalgas, além do carbono (C) pelo menos outros 19 elementos estdo
presentes na composicdo da matéria organica. Alguns sdo necessarios em
concentracbes na ordem de miligramas por litro (H, N, O, P, S, K, Na, Ca e
Mg). Além destes, 9 elementos (Si, Fe, Mn, Mo, Cu, Co, Zn, B e Va) podem ser
detectados em sua composicdo como elementos tragos ou micronutrientes e
normalmente sdo requeridos em concentracdes de nanogramas a microgramas

por litro (REYNOLDS, 2006).

Esses micronutrientes sdo incorporados em moléculas organicas
essenciais como em uma variedade de coenzimas (CoA, Cobamamida e etc)
que participam de reacOes primordiais. Os macronutrientes formam os
constituintes estruturais das biomoléculas, da membrana e do meio intracelular,
e participam nos processos energéticos e de regulacdo das atividades
metabdlicas. A sua auséncia ou insuficiéncia pode causar danos afetando
algumas funcdes vitais desses micro-organismos (LOURENCO, 2006). Dentre
0s nutrientes mais importantes estao o fosforo e o nitrogénio, os quais existem

no ambiente aquatico de diversas formas como: dissolvidos, particulados ou na



forma bidtica. Entretanto, apenas a forma dissolvida é diretamente disponivel

para o crescimento das microalgas (LOURENCO, 2006).

As microalgas possuem grande capacidade de absorver os nutrientes
mesmo quando muito diluidos no meio ambiente. Os elementos presentes de
forma abundante no meio externo das células tendem a ser acumulados
intracelularmente  (REYNOLDS, 2006). Desta forma, as propor¢cdes dos
elementos encontrados na composi¢do celular das microalgas, geralmente
refletem as condi¢gbes de disponibilidade de nutrientes no meio de cultura.
Portanto, as propor¢cfes e quantidades absolutas de varios dos componentes
elementares da célula estédo sujeitos a grandes variacdes. Estas dependem da
capacidade de absorgcéo das microalgas e mecanismos de estoque nutricional

guando em ambientes instaveis (REYNOLDS, 2006).

Alguns processos biotecnoldgicos com microalgas tém como objetivo
principal alcancar altos rendimentos celulares e para isso deve-se assegurar
um fornecimento adequado de macronutrientes. Os meios de cultura séo
formulados para conter nutrientes em excesso, assegurando que nunca se
tornem um fator limitante. Porém, em algumas aplicacbes biotecnoldgicas
especificas, os nutrientes sdo fornecidos em concentra¢des limitantes para se
obter os resultados esperados. Por exemplo: Estresse de N e sal para a
sintese maxima de carotendides em Dunaliella salina visando producédo de
beta-caroteno (BEN-AMOTZ & AVRON, 1989), ou carboidratos, Oleos e
gorduras em varias espécies de algas (BOROWITZKA, 1988), ou acidos graxos

poli-insaturados (GARCIA et al., 2000) em crescimento mixotréfico de algas.



1.2.1 Meios de Cultivo

A manutencéo correta das cepas de microalgas depende da escolha do
meio de cultura e os parametros fisico-quimicos adequados. No momento da
escolha do meio de cultura, o habitat natural das espécies em questéo deve ser
levado em consideracdo para determinar as necessidades basicas para seu
crescimento (BARSANTI & GUALTIERI, 2006).

Outro fator muito importante para a decisdo a respeito do meio de
cultura € o propdsito para qual a microalga sera cultivada. A manutencéo de
culturas em banco de cepas, ou crescimento visando maximo rendimento de
biomassa, ou condi¢cdes de estresse nutricional para otimizar a biossintese de
biocompostos sdo trés objetivos diferentes que necessitam de diferentes
formulacbes da receita nutricional. Um exemplo interessante ocorre no cultivo
comercial de Dunaliella, onde a producéo de beta-caroteno é elevada utilizando
a técnica de cultivo de duas fases. Na primeira, utiliza-se fotobioreatores com
excesso de N e baixa salinidade para a otimiza¢cdo da sintese de biomassa. Na
segunda, os reatores apresentam reducdo na concentracdo de N e alta

salinidade visando otimizar a producéo de beta-caroteno (BEN-AMOTZ, 1995).

1.2.2 Condicoes de Estresse

Vérios sdo os fatores que podem levar a uma condicdo de estresse para
as microalgas. As concentragbes de certos nutrientes, intensidade luminosa,
temperatura, salinidade e pH sdo os mais estudados atualmente. As diferentes
espécies de microalgas respondem de forma particular as alteragbes

nutricionais no ambiente externo. Porém, um padrdo conservado é a



capacidade de adaptacdo que esses organismos apresentam frente a variadas
condicbes. Por exemplo, um estudo recente feito por Aubriot et al. (2011),
demonstrou que o fitoplancton que crescia no lago Rod6 (Montevideu, Uruguai)
era limitado pela disponibilidade de fosfato, que variava em uma faixa critica de
concentracdo, dificultando sua absor¢cdo e incorporacdo em corpos de
polifosfato. Nesse caso, quando a concentracdo de fosfato na agua era
aumentada ocasionalmente como pulsos perioddicos (ex: liberacdo de fezes por
animais aquaticos), essa comunidade era capaz de adaptar-se aos pulsos de

fosfato e regular suas propriedades cinéticas de absorcéo do fosforo.

Aubriot et al. (2011) demonstraram que a absorcdo de fosfato e o
crescimento celular ndo estédo diretamente acoplados. A absorcao pode ocorrer
quando as células ndo estdo em crescimento e o crescimento celular pode
ocorrer em momentos que a concentracdo externa do fosfato € baixa, porém
utilizando reservas intracelulares de fosfatos previamente acumuladas na forma

de corpos de polifosfatos estocados (AUBRIOT et al., 2011).

A limitacdo de nutrientes nos meios de culturas é a condicdo de estresse
em microalgas mais estudada, devido aos resultados fisiolégicos obtidos. O
fornecimento de nutrientes afeta em grandes propor¢des a composigado quimica

das algas assim como sua taxa de crescimento (REYNOLDS, 2006).

Resultados experimentais mostram que células em condicbes de
deficiéncia de fosforo podem alcancar taxas de absorcdao mais elevadas do que
células em condi¢cdes saturantes de fosfato. Nessas condi¢cbes, as células
podem absorver de 8-16 vezes mais do que o minimo da quota celular,

convertendo o fosfato em “pools” internos de corpos de polifosfato e sustentar



de 3-4 geracdes de crescimento em condi¢cdes de deplecédo de fosfato (YAO et

al., 2011).

As microalgas representam um sistema experimental singular para o
estudo de respostas ao estresse de organismos fotossintetizantes,
possibilitando o estudo dos processos metabdlicos e moleculares associados
com a resposta e adaptacdo dos organismos fotossintéticos ao estresse
(BARSANTI & GUALTIERI, 2006). O estudo do estresse fisiologico e
adaptacdo das microalgas possuem também uma importante aplicagcdo no

desenvolvimento biotecnoldgico para o cultivo em massa das microalgas.

O estimulo ao acumulo de produtos de alto valor agregado esta associado
com condicdes de estresse, como € 0 caso do acumulo de acidos graxos em
geral, por limitacdo de nutrientes. O aprimoramento do conhecimento da
resposta fisioldgica pode ajudar no desenvolvimento de um melhor sistema de
producdo para o composto de interesse e futuramente, permitira uma visao do
potencial de modificacdo genética de cepas escolhidas (BARSANTI &

GUALTIERI, 2006).

1.2.3 Fosforo

O fosforo € um importante fator limitante em varios ecossistemas, onde
sua deficiéncia afeta diretamente o crescimento do fitoplancton. O fésforo é
essencial para o crescimento celular e varios processos celulares como
transferéncia de energia (ATP), biossintese de acidos nucléicos, fosfolipideos,

DNA, etc. O ortofosfato inorganico (PO4>) é a forma i6nica de fésforo de uso
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preferencial pelas microalgas e sua absorcdo é dependente de energia.
Portanto, esta é a fonte de P mais utilizada nos meios de cultura. A maioria das
microalgas é capaz de produzir fosfatases de superficie celular o que as
possibilita usar varias formas de fosfato inorganico como fonte de fosforo
(BARSANTI & GUALTIERI, 2006). Existem outras fontes de fésforo inorganico
que podem ser absorvidas pelas microalgas, como o fosfato diacido (H,PO,) e
o fosfato acido (HPO,?). Estes podem ser provenientes do &cido fosférico
(HsPO4) (REYNOLDS, 2006). Apesar da biomassa das algas conter menos que
1% de P, ele é um dos mais importantes fatores limitantes do crescimento, na
aplicacdo biotecnoldgica de algas, pois se liga facilmente a outros ions (ex:
CO,* e ferro) resultando na sua precipitacdo e consequentemente tornando-se
indisponivel para a absorcdo. Varias espécies de microalgas também séao

capazes de estocar P em excesso em corpos de polifosfatos durante a

absorcdo em condigles luxuriantes. Estes podem ser usados quando o meio

externo se torna limitante para esse fator nutricional. A demanda de P também
influencia na composicdo da biomassa produzida. O contetdo de lipideos e
carboidratos é afetado pela demanda interna e externa do P (BOROWITZKA,
1988). Em condi¢cbes de limitacdo desse nutriente, o contetdo de lipideos
aumenta e o crescimento celular é afetado negativamente.

Atualmente o nutriente mais utilizado para a realizacdo de estudos
fisiolégicos de microalgas é o nitrogénio. Por isso, existe uma caréncia de
informacgdes atuais na literatura referente a manipulacédo do fésforo no campo
de fisiologia de microalgas. Portanto, € importante o desenvolvimento de mais

estudos ecofisiolégicos utilizando o nutriente fosforo.



1.3 Lipideos de Microalgas

Os lipideos se caracterizam pela alta solubilidade em solventes organicos
e baixa solubilidade em &gua. Juntamente com as proteinas, carboidratos e
acidos nucléicos, os lipideos sdo componentes essenciais das estruturas
biolégicas. Essa biomolécula essencial esta presente na membrana celular (ex:
fosfolipideos), como metabdlitos secundarios (ex: &cidos graxos) e em produtos
de reserva (ex: triacilgliceréis), que podem ser acumulados em gotas de 6leo
alocadas no citoplasma. Os lipideos podem ser classificados em acidos graxos,
triacilglicerois, fosfolipideos, esfingolipideos, esterdides e prostaglandinas. A
maioria dos lipideos é derivada ou possui na sua estrutura acidos graxos. Em
sua maioria ocorrem combinados com membros de outras classes de
biomoléculas, produzindo, por exemplo, glicolipideos e lipoporteinas. A maioria
dos lipideos neutros sao triglicerideos e acidos graxos livres (BARSANTI &
GUALTIERI, 2006).

O conteddo lipidico esta presente naturalmente em algas autotrdficas e
varia de acordo com a espécie, nutricdo, época e estagio de crescimento da
alga (NARENDRA et al., 2010). O aumento desse composto pode ser
estimulado artificialmente utilizando técnicas de limitacdo de nutrientes no
meio.

Os lipideos das algas sdo compostos normalmente de glicerol, agucares
ou bases esterificadas para acidos graxos com cadeias de 12-22 carbonos.
Eles podem ser saturados ou insaturados. Algas eucaridticas possuem
predominantemente acidos graxos saturados e monoinsaturados. Os

triglicerideos sdo os lipideos de estoque mais comumente encontrados,
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constituindo mais de 80% da fracdo de lipideos totais. Uma caracteristica das
cloroficeas é o fato da ligacdo dupla insaturada ser na posicdo 6mega-3,
enquanto que as cianobactérias possuem na posicdo 6mega-6 (BECKER,

2004). Na Tabela 1 podemos observar os principais lipideos de algas.

As propor¢cdes dos acidos graxos podem ser afetadas por fatores
nutricionais e ambientais, assim como o conteudo lipidico total. O crescimento
celular e sintese de acidos graxos das microalgas sdo diretamente afetados
pela composicdo do meio de cultura e condigdes ambientais em que s&o
expostas (ex. limitacdo de nutrientes). A producdo dos lipideos pode ser
estimulada sob condi¢cdes de limitagdo do crescimento, como a limitagdo de
nutrientes, dessa forma, a sintese de lipideos de reserva se destaca durante a

fase estacionaria (HU, 2004).

Tabela 1 - Principais lipideos de algas (% de peso seco de biomassa)

(BECKER, 2004).

Acido graxo Spirulina Scenedesmus Chlorella Dunaliella
platensis obliquus vulgaris bardawil

Acido Laurico 0,04 % 0,3% - -

(12:0)

Acido Palmitico 45,5 % 16,0 % 20,4 % 41,7 %

(16:0)

Acido Palmitoléico 9,6 % 8,0% 5,8% 7,3%

(16:1)

Acido Esteérico 1,3% 0,3% 15,3% 2,9%

(18:0)

Acido Oléico (18:1) 3,8% 8,0% 6,6% 8,8%

Acido Linoléico 14,5 % 6,0% 1,5% 15,1%

(18:2)

Referéncias Hudson & Karis Kenyon et al. Spoehr & Fried et al.
(1974) (1972) Milner (1949) (1982)
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O conteado de acidos graxos é diferente de acordo com o grupo
taxonOGmico, apesar de existirem discrepancias entre organismos da mesma
classe. Dentre o0s varios acidos graxos de origem microalgal, os
comercialmente relevantes sdo os &cidos graxos essenciais poliinsaturados
(PUFAS), como acido linoléico (18:2), b-linolénico (18:3), araquidbnico (20:4) e
eicosapentaendico (20:5). Alguns dos acidos graxos de microalgas com
potencial para utilizacdo na producdo de biodiesel séo: &cido oléico (18:1),
linoléico (18:2), estearico (18:0), palmitico (16:0), undecaendico (11:0),

duodecaendico (12:0), cis-eicosaendico (20:1) e heptadecaendico (17:0).

Cloroficeas (Dunaliella sp. e Chlorella sp.) sdo deficientes em PUFAs C20
e C22, apesar de algumas espécies terem pequenas quantidades de EPA
(acido graxo eicosapentaendico) (acima de 3.2%). Devido a deficiéncia de
PUFA, as cloroficeas geralmente tém baixo valor nutricional e ndo sao
utilizadas isoladamente para dieta humana. No final da fase logaritimica, as
cloroficeas apresentam 23% de acidos graxos saturados. Essas moléculas
podem ter sua producdo aumentada com alteracées nas condi¢des de cultivo,
como por exemplo, na limitagcdo de nutrientes e altas intensidades luminosas

(BARSANTI & GUALTIERI, 2006).

Com algumas excec¢des, microalgas de diferentes origens tendem a ser
parecidas umas com as outras em relacdo a composi¢cdo celular.
Principalmente nas quantidades relativas de proteina, carboidratos e lipideos,
quando o cultivo é mantido sob condi¢des favoraveis. Entretanto, para algumas
espécies em particular a variagdo na composicdo da célula pode diferir muito

de acordo com as condi¢des de escolha para o cultivo.
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O conteudo lipidico nesses organismos varia em média entre 1-40% em
certas condi¢des, podendo alcancar mais de 85% do peso seco. Um estudo
pioneiro, sugeriu que Ankistrodesmus braunii durante a fase estacionaria
sintetiza uma quantidade de lipideos igual ou superior a Chlorella sp. e outros
organismos relacionados (MCMILLAN, 1957). Algumas espécies como a
Chlorella sp., Botryococcus braunii, e Dunaliella salina, quando expostas a
condigbes ambientais desfavoraveis podem acumular mais de 80% de &cidos
graxos, ou 80% de hidrocarbonetos ou 40% de glicerol, respectivamente, com
base no peso seco (HU, 2004). O cloroplasto e as inclusdes lipidicas
representam uma importante fonte de acidos graxos poliinsaturados (PUFAS)
como os acidos: eicosapentandico (EPA / 20:5), docosahexandico (DHA / 22:6)

e araquiddnico (AA / 20:4) (POHL, 1982).

As microalgas podem ter sua composicao alterada significativamente
guando cultivadas até a fase estacionaria em limitacdo de nitrogénio ou fésforo.
Nessa etapa, 0s niveis de carboidratos podem dobrar a custa da reducéo na
sintese de proteinas. Na auséncia do nitrogénio a alga continua a fixar o
carbono, porém nao sintetiza proteinas. Como resultado, o carbono é utilizado
principalmente para a producdo de compostos pobres em nitrogénio como

lipideos e carboidratos (HU, 2004).

Algumas espécies como Dunaliella sp. ou Tetraselmis suecica respondem
inversamente a limitagdo de nitrogénio, diminuindo o conteudo lipidico e
produzindo carboidratos no lugar de lipideos. Além do nitrogénio, outras
deficiéncias nutricionais podem levar ao aumento do conteudo lipidico, como a
limitacdo de fosforo. As diatoméceas sdo organismos que alteram seu

metabolismo com uma maior producdo de lipideos quando em limitacdo de
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silica. As cianobactérias ndo sdo caracterizadas por uma alteragéo significativa
dos acidos graxos ou composicao lipidica em resposta a falta de nitrogénio. Ou
seja, as cloroficeas sdo mais interessantes do que as cianobactérias para a
manipulagéo e otimizacdo de cultivos visando rendimento de biomassa para o

acumulo da composicéo lipidica (BECKER, 2004).

1.4 Chlorophyceae

Sabendo-se das vantagens da utlizacdo de microalgas para o
aproveitamento biotecnoldgico de varios de seus produtos conforme citado
anteriormente, as cloroficeas sdo as mais promissoras para a producdo de
biodiesel. A classe Chlorophyceae € formada de micro-organismos eucarioticos
autotroficos, também chamados de algas verdes devido sua pigmentacéo
(REYNOLDS, 2006). Abrangem um grande grupo de organismos com enorme
variedade morfoldgica, incluindo formas unicelulares, coloniais e filamentosas
(REYNOLDS, 2006). Os g¢géneros mais amplamente utilizados sao:
Chlamydomonas, Chlorella, Haematococcus e Dunaliella (ROSENBERG et al.,
2008). Elas possuem clorofila-a e -b, xantofilas: luteina e prasinoxantina e os
carotendides a, B, e y que podem ser sintetizados e acumulados fora do
cloroplasto sob condi¢des de limitacdo de nitrogénio e/ou outras situacfes de
estresse, 0 que acarreta em uma coloragdo amarelada das células. O produto
fotossintético de armazenamento € o amido que € composto de amilose e

amilopectina (REYNOLDS, 2006). Ao contrario de outras algas, o amido é

formado dentro do cloroplasto. As algas verdes sdo cosmopolitas habitando os
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mais diversos ambientes. Entretanto a maioria é de agua doce (cerca de 90%),
constituindo a maior parte do fitoplancton de 4gua doce (REYNOLDS, 2006).

Alguns exemplos importantes com aplicacdo comercial de membros do
grupo Chlorophyceae séo: Chlorella sp., género mais importante na aplicacéo
biotecnolégica, sendo cultivada e comercializada como alimento humano
(MENDOZA, 2011). Além disso, foi a primeira alga a ser isolada em cultura
pura visando estudos sobre fotossintese; Dunaliella sp., extensivamente
estudada e comercializada como fonte natural de beta-caroteno;
Ankistrodesmus sp., estudada visando a aplicacdo biotecnolégica para
producao de biodiesel (MENDOZA, 2011).

As Chlorophyceaes sdo as microalgas mais utilizadas na producgéo de
biodiesel devido sua caracteristica de altas taxas de crescimento e altas
densidades populacionais. De modo que, em boas condi¢cdes de cultivo as
células podem duplicar sua biomassa em poucos dias. Além disso, o contetdo
lipidico encontrado nesses organismos € alto alcancando valores acima de

50% (DEMIRBAS & DEMIRBAS, 2010).

1.4.1 Lipideos para a Produciao de Biocombustiveis

Atualmente ja se sabe que 0 uso continuo de combustiveis fésseis néo é
mais sustentavel, isso devido ha uma série de fatores, entre eles, o acimulo de
CO; no ambiente e as alteracdes politicas e econdbmicas em torno dos
principais paises produtores de petrdleo. A necessidade de fontes renovaveis,
carbono neutro, é evidente e urgente tanto para o meio ambiente quanto para a
economia mundial. Atualmente, a grande maioria do biodiesel comercializado é

proveniente de 6leos vegetais, principalmente soja, girassol e palma e é
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produzido através de uma reacdo de transesterificacdo (MENDOZA, 2011).
Nesta reacdo quimica, o Oleo (geralmente triacilgliceréis) reage com metanol
ou etanol através de um catalizador (base ou acido forte) resultando em
ésteres de acido graxo de cadeia longa (biodiesel) e uma molécula do co-
produto glicerol. Porém € possivel também ser produzido a partir de gordura
animal e Gleo de fritura (CHISTI, 2007; GRIFFITHS & HARRISON, 2008).
Entretanto, essas fontes ndo podem suprir de fato a demanda atual de
combustiveis para o transporte. Portanto, um grande investimento vem sendo
feito para a utilizacdo das microalgas como uma fonte alternativa de matéria-

prima para esta finalidade (CHISTI, 2007; GRIFFITHS & HARRISON, 2008).

As microalgas podem fornecer diversos tipos de biocombustiveis
renovaveis. Podemos citar: 0 metano produzido a partir de digestdo anaerébica
da biomassa microalgal; o biodiesel produzido a partir do éleo/lipideo extraido;
e 0 bio-hidrogénio produzido durante a fotossintese (CHISTI, 2007).

Os lipideos de microalgas tém sido muito estudados também devido seu
interesse comercial nutricional e farmacéutico. Como por exemplo, o acido
linoléico que é utilizado como suplemento alimentar. Dentre alguns dos muitos
acidos graxos produzidos por esses organismos, estdo aqueles de interesse
biotecnolégico para a producdo de biocombustiveis (acidos graxos
monoinsaturados de cadeia longa) (BECKER, 2004).

As microalgas podem ser utilizadas como terceira geracdo na producao
de biocombustiveis e apresentam vantagens em relagdo aos vegetais
superiores. Por exemplo, a nao utilizacdo de terras destinadas para agricultura,
rapido crescimento celular, possibilidade de colheita continua, ndo necessidade

de agua adequada para o abastecimento publico para seu cultivo, alta
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eficiéncia fotossintética e maior produtividade lipidica. Na Tabela 2 podemos
observar alguns dados tedricos que corroboram a justificativa do uso de
microalgas como fonte para producéao de biodiesel devido sua maior eficiéncia
em produc¢do de 6leo quando comparadas com os vegetais superiores (CHISTI,

2007).

Tabela 2 — Dados teoricos comparativos entre fontes de biodiesel

(CHISTI, 2007).

Comparacdo entre algumas fontes de biodiesel

Cultivo Rend. Oleo (L/ha) Area de plantio (%) de area
necessaria (M ha)? cultivavel existente
EUA®

Milho 172 1540 846

Soja 446 594 326

Canola 1190 223 122

Oleo de Palma 5950 45 24

Microalga® 136.900 2 1,1

Microalga® 58.700 4,5 2,5

*Para suprir 50% de todo combustivel utilizado no transporte nos EUA
B70% de dleo por peso seco (biomassa)
30% de oleo por peso seco (biomassa)

Entretanto, o maior problema atualmente enfrentado para a sua
comercializacdo é a questdo econdmica, pois o valor do produto final
(biocombustivel) ainda € mais barato do que o gasto para sua producao.

Atualmente, a producdo em larga escala de biomassa de microalgas necessita
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de insumos de combustiveis fésseis, ou seja, no ciclo de produgdo do
biocombustivel, combustiveis fésseis sdo utilizados para a constru¢cdo das
instalagcdes de producdo (reatores) e para atividades operacionais (mistura,
coleta e processamento da biomassa, fornecimento de nutrientes e etc.)
(REIJNDERS, 2008). Porém, as microalgas parecem ser a Unica fonte
renovavel para producdo de biodiesel com capacidade de suprir a demanda
global de combustiveis no setor de transporte (MENDOZA, 2011).

Um aspecto positivo para o uso biotecnolégico das microalgas seria o
fato delas consumirem CO, atmosférico. Portanto, o cultivo em larga escala
torna-se importante para a remediacdo dos gases liberados na atmosfera pela
combustédo por usinas e outras fontes (ROSENBERG et al., 2008).

Além disso, atualmente existem campanhas contra o uso de terras
cultivaveis para a producdo de combustiveis, que poderiam ser usadas para
producdo de alimentos para os humanos e animais. Esse problema é
persistente, pois a producdo de biocombustivies atual é proveniente apenas de
vegetais superiores e a utilizacdo de fonte alimentar humana para producao de
biocombustiveis poderia afetar o preco do mercado de alimentos (GRIFFITHS
& HARRISON, 2008). Por isso, o cultivo de microalgas ajudaria em um
problema entre a producao alimentar e producdo de biocombustiveis, ja que
nao é necessario o uso de terras férteis nem de irrigacdo para o cultivo desses
organismos (MENDOZA, 2011).

Por outro lado, a producdo de biodiesel a partir de microalgas é
tecnicamente viavel, porém ainda ndo se mostra economicamente interessante.
Apesar de existir tecnologia para tal, questdes operacionais dificultam o

processo, dentre estes estariam 0s insumos necessarios para injecao de COo,
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energia para agitagdo do meio de cultura, controle de temperatura, entre
outros. As principais questbes econdmicas sédo produtividade de biomassa,
seguido de custos operacionais e de colheita das células (GRIFFITHS &
HARRISON, 2008). O que leva a necessidade do desenvolvimento de
tecnologias de producdo com custo-beneficio positivo que permitam uma alta
producdo de biomassa, colheita desta e extracdo do 6leo. Adicionalmente, é
necessario o estudo de técnicas de otimizacdo das condi¢cdes nutricionais e
ambientais dos cultivos de microalgas, visando um maior rendimento de

biomassa e produtividade lipidica com um perfil de acidos graxos de interesse.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de diferentes concentragcdes de ortofosfato no
crescimento e producdo de lipideos por microalgas e analisar os lipideos
extraidos e &cidos graxos produzidos visando a producdo potencial de

biodiesel.

2.2 Objetivos Especificos

1) Selecionar uma espécie de microalga (Chlorophyceae) produtora de
lipideos, a partir de um teste piloto com cepas pertencentes ao banco de
cultura do Laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias
(LETC).

2) Avaliar o efeito da reducdo da concentracdo de ortofosfato no
crescimento e producéo de lipideos por Ankistrodesmus sp.

3) Determinar o perfil dos &cidos graxos produzidos.

4) Definir a melhor condicdo de cultivo para obtencdo de um conteudo
lipidico e perfil de acidos graxos de interesse para a producdo de

biodiesel.
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3 METODOLOGIA

3.1 Selecao da cepa para o estudo com variacao nutricional

A selecdo da cepa foi realizada através de um experimento prévio, onde
foram testadas trés linhagens de cloroficeas (Chlorella sp. CLRF-01,
Desmodesmus sp. DERF-01 e Ankistrodesmus sp. ANRF-01). As cepas
unialgais e ndo-axénicas foram obtidas do banco de cultura do LETC. Neste
ensaio piloto foram determinados as curvas de crescimento e os conteudos
lipidicos dos respectivos organismos. As condi¢des dos cultivos foram de 200,
500 e 1000 pumoles fétons.m™?.s*, fotoperiodo de 12 h, temperatura de 24 +2
°C, aeracao constante com ar comprimido filtrado, meio ASM-1 com pH inicial
de 8,0, duracao de 15 dias de cultivo tipo batch (fechado). Cada linhagem foi
testada em cada uma das trés intensidades luminosas e os cultivos ocorreram
em balGes de vidro com capacidade de 6 L de volume. A utilizacdo de trés
diferentes intensidades luminosas foi devido o interesse em observar o
comportamento das cepas em médias e altas intensidades para um futuro
estudo com variacdo de luz, a ser desenvolvido com a cepa mais promissora

em relacdo ao conteudo lipidico.
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Ankistrodesmus sp. (ANRF-01) Desmodesmus sp. (DERF-01) Chlorella sp. (CHLRF-01)
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3.2 Micro-organismo estudado com varia¢ao nutricional e sua
manutencao

Para este estudo foi utilizada uma cepa unialgal, ndo-axénica da microalga
Ankistrodesmus sp. — (ANRF-01). A cepa escolhida para o estudo foi obtida do
banco de culturas do LETC, do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho
(IBCCF) da UFRJ. Este micro-organismo foi isolado pela equipe deste
laboratorio a partir de amostras de agua provenientes do Reservatério do Funil-

RJ (ambiente aquatico estudado pelo LETC ha mais de 15 anos).

A manutencdo de ANRF-01 foi realizada em tubos de ensaio com meio
ASM-1 (GORHAM et al.,, 1964) e repiques feitos periodicamente a cada 15
dias. As condicdes para o cultivo foram de 200 pmoles fétons.m?.s™,

fotoperiodo de 12 h, temperatura de 24 +2 °C e pH inicial 8,0.

3.3 Preparacdo dos meios de cultivo

O meio de cultivo utilizado no experimento com variacdo nutricional foi
preparado utilizando agua milliQ e sais inorganicos, preconizados para 0 meio
ASM-1, que estdo descritos na Tabela 3. O experimento foi realizado em trés
condi¢cbes distintas no que se refere a concentracdo inicial de fosforo
inorganico no meio de cultivo. O controle foi desenvolvido em meio ASM-1 que
possuiu 227 uM de PO,3. A condi¢ao de tratamento 1 correspondeu ao meio
ASM-1 com 22,7 uM de PO43 sendo chamada de P10. A condicdo de
tratamento 2 correspondeu ao meio ASM-1 com 4,54 uM de PO.>, sendo
chamada de P50. Ressaltamos que, com excec¢ao do ortofosfato, as demais

concentragdes dos outros macro e micronutrientes utilizadas na composigéo do
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meio ASM-1 foram as mesmas para as trés diferentes condicbes de cultivo
(controle, P10 e P50). A condicéo P10 e P50 se referem a reducgéo de 10 vezes
e 50 vezes, respectivamente, da concentracao inicial de ortofosfato do meio

ASM-1.

Tabela 3 - Composi¢cao do meio ASM-1 em [umol/L] (GORHAM et al.,
1964)

NaNO; [2000] MgS0,[200] | MgCl, [200] CaCl, [200] K,HPO, [100]
Na,HPO, [100] FeCl, [4] H3BO; [40] MnCl, [7] ZnCl, [3,2]
CoCl, [0,08] CuCl,[0,0008] = Na,. EDTA [20]

3.4 Condig¢des de cultivo

O in6culo utilizado para o experimento com variagcdo nutricional foi
previamente aclimatado por 7 dias em intensidade luminosa de 500 pmoles
féotons.m™.s™. Apés este periodo um ntimero de células de 2,3 X 10° células/mL
foi inoculado nas trés diferentes condicbes. Controle, P10 e P50, que foram

cultivadas em triplicatas.

As condicbes de cultivo, assim como a aclimatacdo do in6culo foram:
fotoperiodo de 12 h, temperatura de 24 +2 °C, aeragdo constante com ar
comprimido filtrado, intensidade luminosa de 500 pmoles fétons.m?.s* e pH
inicial dos meios corrigidos para 8,0. A duracdo do estudo foi de 19 dias em
cultivo tipo batch (fechado). A temperatura do meio de cultura foi medida
utilizando um recipiente com agua milliQ de mesmo volume que o do meio de
cultivo, ao qual um termdmetro digital foi mergulhado e permaneceu ao longo
dos 19 dias nas mesmas condi¢des de luz que os frascos de cultivo. A média

da variacdo de temperatura para uma intensidade luminosa idéntica a que o
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experimento foi exposto (500 umoles fétons.m?.s™) foi entdo determinada. A
escolha da intensidade luminosa de 500 pmoles fétons.m?.s™ utilizada nesse
experimento foi em decorréncia dos resultados obtidos nessa intensidade que
foram os mais promissores para contetdo lipidico, entre as trés cepas testadas
no experimento prévio de selecdo da cepa ANRF-01. Além disso, essa
intensidade luminosa pode ser considerada uma intensidade mediana em
relagdo ao obtido na superficie do espelho d’agua (1000 umoles fétons.m?.s™)
de onde a cepa ANRF-01 foi isolada. Adicionalmente, o presente experimento
foi realizado em conjunto com um estudo da variacdo da intensidade luminosa
utiizando o mesmo organismo. A condicdo controle do estudo com
intensidades luminosas foi 500 pmoles fétons.m?.s™ e as condicdes de cultivo
foram as mesmas, logo essa escolha permitiu uma comparacéo dos resultados

ao final dos experimentos.

3.5 Amostragens para as analises fisiologicas

No momento das amostragens o meio de cultivo foi homogeneizado,
através de agitacdo, para garantir a reprodutibilidade entre as réplicas. O
crescimento celular, concentracédo de clorofila-a, quantificacdo de carboidratos
intra e extracelulares e analises de nutrientes foram acompanhados em dias
alternados ao longo do experimento. Amostragens para biomassa e contetdo
lipidico foram feitas no 5° dia de experimento (T5), 9° dia (T9), 13° dia (T13) e

19° dia (T19).
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3.6 Curvas de crescimento

Para determinacdo do numero de células, volumes de 5,0 mL de cada
cultura foram amostrados e fixados com lugol neutro. O crescimento celular foi
acompanhado por meio de contagem de células realizada em microscopio 6tico
modelo OLYMPUS BX51, utilizando camara de Fuchs-Rosenthal. As taxas de
crescimento (1) foram determinadas conforme a formula descrita em Fogg &

Thake (1987) apresentada abaixo:

U= (In N2 -1In Nl)/(tz-tl)

Onde: p = taxa de crescimento

N; e N2 = nimero de células/mL nos tempos t; (1° dia da fase exponencial) e t;

(4ltimo dia da fase exponencial).

O rendimento maximo das culturas (R), que corresponde ao numero
méaximo de células atingido ao final do cultivo dividido pelo nimero de células

no inéculo inicial, foi obtido segundo Marinho & Azevedo (2007).

3.7 Quantificacao de clorofila-a

A concentracdo de clorofila-a foi determinada por espectrofotometria, de
acordo com o método tricromatico de Jeffrey & Humphrey (1975). Foram
filtrados volumes de 5,0 mL de cada cultura em filtros de borosilicato e estes
foram acondicionados em papel aluminio e armazenados no freezer -80 °C até
processamento. A extracdo de clorofila—a foi realizada com 7,0 mL de acetona
90% em tubos encapados com papel aluminio. O filtro foi macerado dentro de
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cada tubo na presenca da acetona e mantido sob refrigeracédo por 18 horas,
sendo entdo centrifugados em rotacdo de 1188 x g por 10 minutos. O

sobrenadante formado foi utilizado para a determinacéo espectrofotométrica.

Foram determinadas as absorbancias do extrato nos comprimentos de
onda 750 nm, para correcao de turbidez e, 665 nm, 647 nm e 630 nm, para
clorofila-a, clorofila-b e -c, respectivamente. Os valores obtidos nas trés leituras
acima foram utilizados para o calculo da concentracéo de clorofila-a de acordo

com a equacao proposta por Lorenzen (1967).

3.8 Quantificacdo de carboidratos intracelulares e extracelulares

O método utilizado nessa andlise foi o proposto por Myklestad & Haug
(1972), modificado de Dubois et al. (1956). Para a quantificacdo de
carboidratos foi utilizado como padrdao de referéncia glicose (Merck). Os
carboidratos intracelulares foram quantificados a partir de 5,0 mL de cultura,
filtrados em filtros de borosilicato previamente calcinados. Esses filtros foram
entdo armazenados em papel aluminio e mantidos em freezer -80 °C até suas
analises. Para extracdo dos carboidratos intracelulares, os filtros foram
colocados em tubos de vidro de parede reforcada com 1,0 mL de &cido
sulfirico 80% e deixados por 20 h a temperatura ambiente em capela de
exaustdo. Posteriormente, a reacédo foi interrompida com adicdo de 6,0 mL de
agua milliQ e entdo a mistura centrifugada a 719 x g por 10 minutos. O
sobrenadante foi retirado e nele adicionado 250,0 ul de fenol a 5% e 2,5 mL de
acido sulfurico 100%. Apos agitacéao por 20 segundos em vortex, foi aguardado

o resfriamento do extrato a temperatura ambiente, por aproximadamente 30
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minutos, para determinacdo da absorbancia por espectrofotometria no

comprimento de onda de 485 nm.

Os carboidratos extracelulares foram obtidos do filtrado de
aproximadamente 5,0 mL de cultura. Ao filtrado foram adicionados 10,0 pl de
azida sodica 0,5%, para armazenamento em geladeira até seu processamento.
Para extracdo, 1,0 mL do filtrado foi colocado em tubo de vidro e adicionados
250,0 pL de fenol a 5% e 2,5 mL de acido sulfarico 100%. Apés agitacao por 20
segundos em vortex, foi aguardado o resfriamento a temperatura ambiente por
aproximadamente 30 minutos para leitura no comprimento de onda de 485 nm

em espectrofotdmetro.

3.9 Quantificacdo de biomassa

A biomassa seca foi determinada a partir de 500,0 mL de cada cultura, que
foram centrifugados a 4390 x g por 5 minutos a 2 °C para retirada do meio de
cultivo e também para lavagem das células com agua milliQ. Foram realizadas
duas lavagens com 250 mL de agua milliQ que tinham o objetivo de retirar o
excesso dos sais proveniente do meio, buscando minimizar a influéncia da
massa desses sais no momento de pesagem da biomassa seca. Apds essa
etapa, a biomassa Umida foi liofilizada. Através de gravimetria obteve-se o peso
seco da biomassa seca com o uso da balanca de precisdo (minimo 0,01 mg)

da Mettler Toledo modelo AG 245.
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3.10 Deteccao de lipideos intracelulares por fluorescéncia (“Nile Red”)

Essa etapa foi realizada em colaboragcdo com a doutoranda Roberta
Fernandes Pinto e o Prof. Dr. Celso Santana no Laboratério de Biologia do
Instituto Nacional de Metrologia, Padronizacdo e Qualidade Industrial

(INMETRO), de acordo com o protocolo descrito por Greenspan et al. (1985).

A presenca de lipideos neutros no interior das células foi verificada
através da marcacdo com o marcador Nile Red. As amostras das microalgas
foram lavadas com tampéao fosfato salino (Phosphate Buffered Saline - PBS),
pH 7,3 por 40 minutos em temperatura ambiente e fixadas em formaldeido 4%.
Em seguida, as amostras foram novamente lavadas em PBS e aderidas em
laminulas revestidas com poli-lisina 0,1%. As células foram coradas com Nile
Red (100 pg/mL em PBS) durante 15 minutos em temperatura ambiente e o
excesso do fluoréforo foi lavado com PBS. A observacdo das células foi
realizada por microscopia (Axioplan Zeiss) acoplada a camera digital
(Hamamatsu color chilled 3000 — C5810) e a localizagédo dos granulos de
lipideos no interior das células por microscopia de fluorescéncia utilizando-se
um microscépio confocal (Leica TCS SP5). O comprimento de onda utilizado no
fluorimetro para excitacdo do fluoroforo foi de 485 nm, o de emissdo 538 nm.
No caso da fluorimetria, o valor excluido, considerado como “background”, foi

de 530 nm.
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3.11 Lipideos (Extrato Bruto)

A extracdo dos lipideos foi realizada pelo método de Folch et al. (1957)
modificado. Primeiramente, a biomassa liofilizada foi macerada utilizando silica
gel 60 e um almofariz de ceramica. A extracao foi realizada com uma solucéo
de Cloroférmio/Metanol (CHCIl3/MeOH) 2:1 v/v, em agitagdo por 4 h a
temperatura ambiente. O extrato foi filtrado em funil de vidro com filtro de silica
e reservado. O material celular foi novamente extraido em uma solucéo
CHCI3/MeOH 1:2 vi/v, sob as mesmas condi¢cdes da primeira extracdo. A etapa
de filtrac&o foi realizada novamente e o segundo filtrado foi reunido ao anterior,
sendo denominado de extrato bruto lipidico. O extrato bruto lipidico foi
concentrado em rotaevaporador (Heidolph Hei-VAP) e entdo 0 seu peso seco
determinado por método gravimétrico com o uso da balanca de precisédo

(minimo 0,01 mg) da Mettler Toledo modelo AG 245.

3.12 Fluxograma das etapas realizadas para analise dos ésteres

Extrato bruto lipidico

Porcao de outras classes
de moléculas

Porcao de acido graxo

Outros FAME's ndo detectados

Figura 1 — Etapas realizadas para alcancgar a analise final dos “FAME’s” de interesse.

| FAME's de interesse |
I (deteccdo por meio de |
| padrbes de referéncia) i
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3.13 Obtencao dos ésteres (“FAMEs” - Fatty acid methyl ester)

A partir do extrato bruto lipidico seco foi aplicado o método adaptado de
Joseph & Ackman (1992) para a conversao dos acidos graxos presentes em
metil ésteres marcados com BF3; (Borotrifluormetano 12% em metanol).
Inicialmente foi acrescentado ao extrato uma base forte (NaOH 0,5 mol.L™ em
metanol), seguida por agitacdo em vortex por 30 segundos e aguecimento em
banho termostatizado (80-90 °C) por 5 minutos. Apods resfriamento a
temperatura ambiente, foi adicionado o marcador BF3 e 0 extrato foi novamente
agitado e aquecido por 50 minutos. Esta mistura foi resfriada por exposi¢cao do
frasco em &gua corrente e a seguir adicionou-se a mistura uma solucao
saturada de cloreto de sodio para separacdo de fases (lipidica e aquosa). Em
seguida, foi adicionado n-hexano 85% sob agitacdo constante. A mistura foi
entdo mantida em repouso sob refrigeracdo por 10 minutos, para melhor
separacao das fases. O sobrenadante referente aos ésteres da fase lipidica foi
retirado, sendo o procedimento de adicdo de n-hexano 85% repetido para um
melhor rendimento da extracdo desses ésteres. Por fim, os ésteres em solucdo
de n-hexano 85% foram secos sob atmosfera de nitrogénio e mantidos sob

congelamento para as analises por cromatografia gasosa.

3.14 Deteccao dos “FAMEs” de interesse por Cromatografia Gasosa

As andlises para identificar os acidos graxos produzidos pelas microalgas e
determinar suas respectivas concentracdes por comparagdo com 0s padroes

“‘FAME’s” foram realizadas pela técnica de Cromatografia Gasosa (CG).
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Os ésteres de acidos graxos obtidos pela derivatizacdo do extrato bruto
lipidico foram analisados em um cromatdgrafo a gas acoplado a um detector de
ionizagao de chama (DIC), Agilent Techologies 7890A Autosampler 7693. Foi
utilizada uma coluna capilar modelo Carbowax com comprimento de 25 m,
diametro interno de 250 um e 0.25 pum de expessura do filme. O modo de
injecdo utilizado foi “Split”, com divisdo de fluxo 40:1; o gas de arraste utilizado
foi Hélio com fluxo de 1,0 mL.min™" e o volume de injecdo foi de 1,0 pl. As
temperaturas do injetor e do detector eram de 250 °C, com isoterma de 200 °C
durante 25 minutos. A quantificacdo dos resultados foi realizada com uma faixa
de trabalho de 1,0 pg/mL a 40,0 ug/mL, com método de padronizacéo externa,
onde € avaliada a resposta do analito em relacdo aos padrbes de referéncia.
Os padrdes analiticos, (Sigma Aldrich), utilizados foram: Acido octadecaenoico
(acido esteérico - C18:0), cis-9-octadecaendico (acido oléico — C18:1), cis- 9
cis-12 octadecaendico (acido linoléico — C18:2), hexadecaendico (acido
palmitico — C16:0), duodecaendico (acido laurico — C12:0), heptadecaendico
(margarato de metilo — C17:0), undecaendico (acido céprico — C11:0) e cis-
eicosaendico (acido gonddico — C20:1). A curva de calibracdo foi feita com
cinco concentragbes: 1,0; 5,0; 10,0; 20,0 e 40,0 pg/mL, e a injecdo de cada
ponto da curva foi realizada em triplicata. O limite de quantificacdo (L.Q.) desse
procedimento foi de 1,0 pg/mL e o limite de deteccdo do método foi de 0,01

png/mL.
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3.15 Nutrientes:

As variacdes das concentracdes de nitrato e fosfato extracelulares, ao longo
do desenvolvimento dos cultivos, foram analisadas por cromatografia de ions,
com o equipamento ICS-1000 Dionex. A coluna de anion e a pré-coluna
utilizadas foram AS14A Dionex e AG14A Dionex, respectivamente. A fase
movel de anion utilizada foi uma solucao de carbonato de sédio (Spectrum) 8,0
mM e bicarbonato de sédio (Dionex) 1,0 mM. Os padrdes de anion Dionex
utilizados continham concentracéo inicial de 100,0 mg.L™ para nitrato e 150,0

mg.L™ de fosfato.

Tabela 4: Curva de calibragéo com padrédo de anion (ug.L™)

Para a analise dos nutrientes, um volume de aproximadamente 15,0 mL de
filtrado de cada cultura foi obtido utilizando-se filtro de borosilicato. Este filtrado
foi armazenado em frascos de plastico limpos e nunca utilizados. Os mesmos
foram mantidos em freezer -20 °C até andlise no cromatégrafo de ions. As
amostras antes de serem injetadas no equipamento eram diluidas de acordo
com a necessidade e filtradas em filtro de celulose regenerada (Sartorius) de

porosidade 0,45 um e tamanho de 13 mm.
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3.16 Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software estatistico
SPSS Statistics 17.0, através da analise multivariada ANOVA e teste de

Tukey.

3.17 Fluxograma Geral

Para facilitar a compreensdo, encontra-se abaixo um fluxograma do

trabalho realizado em etapas no presente estudo.

[Selegéo da cepa]

l

[ CLRF-01, DERF-01, ANRF-01

Escolhadacepa ANRF-OI]

Experimento com variacao de PO, J P
m gl n Escolhada
L/ ‘\_\ L,/ '*.\ L/ "\‘ melhor _condi;@io
Controle P10 P50 de cultivo para
producdaode
biodiesel

~

Analises Fisiologicas:
- Crescimento celular
- Biomassa

- Clorofila-a 4>
- Carboidratos Analises Estatistica

- Lipidios (extrato bruto)
- Esteres (FAME’s)
- Nutrientes

Figura 2 — Fluxograma geral de todas etapas realizadas no presente estudo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecao da cepa ANRF-01

As curvas de crescimento das trés cepas de microalgas testadas para a
selecdo daquela que seria utilizada no experimento com variagdo nutricional
podem ser observadas nas Figuras 3, 4 e 5. As diferentes intensidades
luminosas testadas (200, 500 e 1000 pmoles fétons.m-2.s-1) para as trés cepas
(ANRF-01, DERF-01 e CHLRF-01), nao refletiram diferenca aparente nas
curvas de crescimento até o 12° dia de cultivo. A microalga que obteve o maior
namero de células no ultimo dia de experimento foi a CHLRF-01, seguida de

DERF-01 e ANRF-01.
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©
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Tempo de cultivo (dias)

Figura 3 — Crescimento celular da cepa ANRF-01 em nimero de células/mL de cultura, nas

trés intensidades luminosas de 200, 500 e 1000 pumoles fotons.m™?.s™.
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Figura 4 - Crescimento celular da cepa DERF-01 em numero de células/mL de cultura, nas

trés intensidades luminosas de 200, 500 e 1000 pmoles fétons.m?.s™.
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Figura 5 - Crescimento celular da cepa CHLRF-01 em numero de células/mL de cultura,

nas trés intensidades luminosas de 200, 500 e 1000 pmoles fétons.m™.s™.
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O conteddo lipidico por peso seco de biomassa pode ser observado na
Figura 6. Entre as trés cepas testadas, o micro-organismo Akistrodesmus sp.
(ANRF-01) nas intensidades luminosas de 200 e 500 pmoles f6tons.m™.s™ foi
aquele com maior valor de lipideo em porcentagem por peso seco,

aproximadamente 30% e 27%, respectivamente .
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Figura 6 — Conteldo de lipideo em porcentagem (%) por peso seco de biomassa para

CHLRF-01, ANRF-01 e DERF-01 nas trés intensidades luminosas de 200, 500 e 1000 pumoles

fotons.m>.s™.

Na Figura 7 podemos notar que a cepa ANRF-01 obteve valores de
intensidade de fluorescéncia significativamente maiores, para as trés

intensidades luminosas testadas em relacédo as cepas DERF-01 e CHLRF-01.
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Figura 7 — Intensidade de fluorescéncia para as trés cepas testadas (CHLRF-01, ANRF-01
e DERF-01) em trés diferentes intensidades luminosas de 200, 500 e 1000 pmoles fétons.m?.s’
!, Marcacdo com fluorocromo Nile Red para inferir a quantidade de lipideos intracelulares

através de fluorescéncia.

Figura 8 — Foto retira utilizando microscopio confocal de fluorescéncia da cepa ANRF-01
marcada com o fluorocromo Nile Red. Os granulos amarelos representam os lipideos neutros

intracelulares.
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Portanto, apesar da cepa ANRF-01 néo ter alcangcado o maior valor final de
células para a curva de crescimento, os dados obtidos pela analise dos lipideos
(Figuras 6 e 7) indicam que este seria 0 organismo mais promissor para o
acumulo de lipideos. Dessa forma, a cepa ANRF-01 foi a escolhida dentre as
trés microalgas testadas na selecdo inicial para o estudo com variagcéo

nutricional.

4.2 Estudo com variacdo nutricional e a cepa ANRF-01

4.2.1 Crescimento Celular e Biomassa

A microalga Ankistrodesmus sp. (cepa ANRF-01) cultivada em meio ASM-1
controle apresentou um niimero maximo de células de 14,3 X 10° células/mL e
biomassa seca de 780,0 mg/L de cultura, no 19° dia de cultivo. Na metade da
duracdo do experimento, ou seja, no 9° dia, a biomassa seca atingida foi de
301,6 mg/L. Na condicdo controle foi obtido o maior crescimento celular e
consequentemente apresentou 0 maior conteldo de biomassa seca ao longo
do experimento (Figura 9). Ao analisarmos a Figura 10, pode-se inferir que o
namero de células continuaria crescendo apés o 19° dia, caso o cultivo fosse
mantido por mais tempo. Ou seja, para a cepa estudada, o meio controle até 19
dias de cultivo ainda apresentava condi¢cdes favoraveis para o crescimento
celular. O rendimento maximo obtido foi de 62,5 (Tabela 5). A fase exponencial
do crescimento foi observada entre os dias 1 e 7 de cultivo e a taxa de

crescimento calculada para esse periodo foi 0,26 (Figura 10, Tabela 5).
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Figura 9 - Biomassa seca (mg/L) obtida em culturas de ANRF-01, nas diferentes

concentracdes de fésforo (controle, P10 e P50). Os resultados representam a média (n=3) *

erro padrao. Diferenca estatistica no 13° dia entre controle e P10 (*p<0,01), controle e P50
(#p<0,01) e P10 e P50 (©p<0,05) e no 19° dia entre controle e P10 (*p<0,01), controle e P50
(#p<0,01) e P10 e P50 (©p<0,05). (*,# e © = diferenca significativa).
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Figura 10 - Crescimento celular de ANRF-01 (106 células/mL), nas diferentes

concentracdes de fésforo (controle, P10 e P50). Os resultados representam a média (n=3) +

erro padrdo. Diferenca estatistica no 9° dia entre controle e P50 (#p<0,05) e no 19° dia entre

controle e P10 (*p<0,01) e controle e P50 (#p<0,01). (* e # = diferenca significativa).
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Tabela 5 - Valores da taxa de crescimento (i) e rendimento maximo (R),
obtidos durante o experimento realizado com variagdo das concentracdes de

fésforo inorganico (Controle, P10 e P50).

Controle P10 P50
Taxa de crescimento | 0,26" 0,27° 0,33"°
Rendimento maximo | 62,5** 30* 17,2*

Legenda: Diferenca estatistica na taxa de crescimento entre controle e P50 (#p<0,01) e
P10 e P50 (©p<0,05). Diferenca estatistica no rendimento maximo entre controle e P10
(*p<0,05) e controle e P50 (#p<0,01).

Na condi¢cdo de cultivo P10, a curva de crescimento apresentou uma
alteracdo em relacdo ao controle, podendo-se observar o valor de 6,85 X 10°
células/mL e biomassa seca de 426,4 mg/L no 19° dia de cultivo, ou seja,
inferior ao obtido no controle. No 9° dia a biomassa alcangou o valor de 224,4
mg/L de cultura, sendo aproximadamente 1,34 vezes menor do que o controle
nesse dia. A reducdo em 10 vezes da quantidade de fosfato disponivel no meio
afetou fisiologicamente a célula, o que foi refletido na reducdo do crescimento
celular e consequentemente na biomassa. O rendimento maximo obtido foi de
30,0 e apresentou diferenca estatisticamente significante (p<0,05), em relacéo
ao valor calculado para o controle (Tabela 5). A fase exponencial ocorreu entre
os dias 1 e 5 de cultivo, com uma taxa de crescimento muito proxima da
apresentada no controle, no valor de 0,27 (Tabela 5). Portanto ao
compararmos com o controle, a velocidade de crescimento durante a fase
exponencial ndo apresentou diferenca significativa, mesmo quando com a
reducdo da fonte de fosforo no meio de cultura (Tabela 5 e Figura 10).

Entretanto, a cultura se manteve por menor tempo na fase exponencial
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resultando numa menor produgcdo de biomassa. Sabendo-se que a condicdo
P10 é de limitagdo nutricional, j& era esperada uma reducdo do crescimento
celular e biomassa quando comparada com o controle. Entretanto, a ordem de
grandeza dessa diminuicdo era desconhecida. Em relagdo ao controle,
podemos observar que a limitacdo P10 teve influéncia no numero de
células/biomassa a partir do final da fase exponencial, porém nao foi suficiente

para afetar a velocidade de crescimento das células (taxa de crescimento).

Na condicéo de cultivo P50, ao contrario do ocorrido nas outras condicoes,
0 valor maximo atingido para o nimero de ceélulas ndo foi no ultimo dia de
experimento e sim no 7° dia com 3,92 X 10° células/mL. No 19° dia os valores
obtidos foram 3,54 X 10° células/mL e 325,2 mg/L de biomassa seca. No
momento intermediario do estudo, o 9° dia, a biomassa seca alcancou o valor
de 216,0 mg/L de cultura, sendo aproximadamente 1,39 vezes menor do que o
controle. Portanto, bastante préxima da condicdo P10. Podemos dizer que
nesse momento do cultivo (9° dia), entre as condicBes P50 e P10 ndo existiu
uma alteracao significativa na reducdo da biomassa produzida em comparacao
com o controle. Cabe enfatizar que, as biomassas da condi¢cdo P10 e P50 no
9° dia de cultivo apresentaram valores muito semelhantes. A partir do 7° dia, a
curva de crescimento comecou a declinar, isto é, ocorreu morte celular,
mostrando o efeito da limitacdo do fosforo (reducdo em 50 vezes) na fisiologia
das células. Goldberg & Cohen’s (2006), estudaram a microalga de agua doce
Monodus subterraneus em diferentes condi¢cdes de cultivo com decrescentes
concentracbes de fosfato (175, 52,5 e 17,5 uM), e também observaram o

comportamento de queda da densidade celular. Li Xin et al. (2010), cultivaram

uma Chlrophyceae de agua doce (Scenedesmus sp.) em meios com diferentes
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concentragbes de fbésforo e observaram o mesmo comportamento de
diminuicdo continua do crescimento celular a medida que a concentracdo do

fosforo total inicial era reduzida.

Na condicdo P50 de nosso estudo (4,54 uM), o rendimento maximo foi de
17,2, com diferenca significativa (p<0,01) apenas em relagdo ao controle
(Tabela 5). A fase exponencial ocorreu entre os dias 1 e 5 de cultivo com a taxa
de crescimento no valor de 0,33 (Tabela 5). Na presente condi¢cdo, apesar do
maior estresse sofrido pelas células, a velocidade de crescimento durante a
fase exponencial foi a mais alta entre os tratamentos apresentando diferenca
significativa entre o controle e a condicdo P10 (Tabela 5 e Figura 10). O efeito
da taxa de crescimento foi refletido nos valores de biomassa, no 52 dia a
biomassa seca de P50 foi maior que P10, ja que a fase exponencial de P50 e
P10 teve o mesmo intervalo de tempo (1-5 dias). Adicionalmente a esse fato,
apesar da morte celular ter iniciado a partir do 7° dia de cultivo, a biomassa
seca da condicdo P50 continuou a crescer até o 19° dia de cultivo, ou seja, as
células remanescentes tornaram-se mais densas. Provavelmente, ocorreu o
acumulo de algum componente intracelular e, tratando-se de limitacédo
nutricional, acreditamos que foram os lipideos e/ou carboidratos que tenham

tido sua sintese intensificada.

O fosforo é componente elementar dos acidos nucléicos, e participam da
sintese de proteinas (biomassa), e podem afetar o equilibrio do ADP e ATP,
interferindo em diversas reacdes energéticas na célula (PARK et al., 2011). Por
isso, o fosforo é um requerimento essencial para a vida de qualquer organismo
(REYNOLDS, 2006). Como descrito anteriormente, o contetido de fosforo das

microalgas é de aproximadamente 1% de sua biomassa, podendo chegar a
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0,03% da biomassa seca em algumas espécies. Entretanto, existem fortes
evidéncias que a disponibilidade do fosforo apenas limitaria a atividade e
crescimento das microalgas quando a concentracdo desse nutriente esta
abaixo do limite de absor¢édo do mesmo (entre 5 a 1 pg/L), o que normalmente

fica abaixo da deteccao analitica convencional (REYNOLDS, 2006).

Entretanto, em condi¢cdes de limitacdo de fosforo no meio, as microalgas
sintetizam fosfatases especificas que auxiliam na internalizacdo do P deficiente
para seu armazenamento. Logo, a capacidade desses organismos em estocar
o fésforo intracelularmente possibilita que a quantidade de fésforo total em
relacdo a biomassa seca alcance até =3% (REYNOLDS,2006). Contudo, em
condi¢des criticas de limitacdo de fésforo (<0,1 yM P) a capacidade de
armazenamento intracelular fica prejudicada devido as infimas quantidades do

nutriente disponivel.

As afirmacgBes acima explicariam o fato das células da condicdo P10, no
presente estudo, terem apresentado a capacidade de manter seu crescimento
celular até o 19° dia, mesmo em condi¢cdes de deficiéncia desse nutriente no
meio de cultura. Contudo, na condicdo P50, a deficiéncia de 50 vezes nao
permitiu que o crescimento fosse mantido até o 19° dia, verificando-se o
declinio a partir do 7° dia de cultivo, ou seja, o dano fisioldgico foi intenso nesse
tratamento. A maquinaria de sintese de proteinas foi afetada pela intensa
limitacdo existente no meio de cultura. Portanto, a limitagdo de fésforo afetou
diretamente e de forma proporcional o crescimento celular, refletido pela
reducdo de biomassa nos tratamentos P10 e P50, quando comparados com a
condicdo controle. Consequentemente, a condicdo P50 apresentou o menor

conteudo de biomassa em relagéo ao controle.
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4.2.2 C(Clorofila-a

Ao compararmos o grafico de niumero de células/mL (Figura 10) com o de
clorofila-a pg/L (Figura 11) observamos uma coeréncia, onde o controle
apresentou um maior numero de células e consequentemente maior
concentracdo de clorofila por litro, seguido das condicbes P10 e P50.
Entretanto, apesar das células continuarem se multiplicando na condigcédo
controle, ap6s o 11° dia, a concentracdo deste pigmento comecou a declinar.
Na condicdo P10 a curva de clorofila-a parece estagnar a partir do 9° dia e em
P50 o declinio se inicia no 9° dia de cultivo. O valor maximo obtido de clorofila-
a em pg/L no controle foi no 11° dia com o valor de 11,01 pg/L. Na condicéo
P10 o maior valor foi no 13° dia com o valor de 5,32 ug/L e para P50 foi no 9°
dia com valor de 2,97 pg/L (Figura 11). Goldberg & Cohen’s (2006), também
correlacionaram a deficiéncia de foésforo no meio de cultivo com uma sintese de

clorofila-a severamente afetada.
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Figura 11 — Variagdo da concentracéo de clorofila-a (pg/L) em culturas de ANRF-01, nas
diferentes concentracdes de fosforo (controle, P10 e P50). Os resultados representam a média
(n=3) % erro padrdo. Diferenca estatistica no 9° dia entre controle e P10 (*p<0,01) e controle e
P50 (#p<0,01). (* e # = diferenca significativa).

Os dados de concentracao de clorofila-a por células nos permitem avaliar a
influéncia da limitacdo de fésforo na producao desse pigmento (Figura 12). A
producdo de clorofila por célula na condicdo controle apresentou-se
aumentando até o 9° dia, seguindo de uma queda brusca (Figura 12). Na
condi¢do P10 a producéo de clorofila-a se manteve em crescimento até o 7°
dia de cultivo, seguida de um declinio continuo a partir desse dia. Na condicéo
P50 a producéo de clorofila por célula cresceu apenas até o 3° dia de cultivo

mantendo-se posteriormente em leve queda.
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Figura 12 — Variacdo da concentracdo de clorofila-a (ug/lo6 células) em culturas de
ANRF-01, nas diferentes concentracdes de fosforo (controle, P10 e P50). Os resultados
representam a média (n=3) + erro padrdo. Diferenca estatistica no 9° dia entre controle e P10
(*p<0,01) e controle e P50 (#p<0,01). (* e # = diferenca significativa).

A variacdo da concentracdo de clorofila-a por células apresentou-se
diretamente relacionada com as fases de crescimento dos cultivos, indicando
uma correlacao entre a limitacéo de fosforo, o estado fisioldégico das células e a
sintese desse pigmento. O fosforo € um dos nutrientes essenciais para a via
fotossintética e sua exaustéo afeta diretamente a fotossintese. De acordo com
o estudo desenvolvido por Park et al. 2011, a deficiéncia de fosforo afeta de
modo negativo genes relacionados com as vias metabolicas basicas da célula,
incluindo a biosintese de clorofila-a. Além disso, foi comprovado que,
particularmente os genes envolvidos com as reacdes de fotossintese seriam
mais afetados do que outros genes quando em limitacdo de fésforo. Portanto,
esses autores observaram reducdo no conteudo de clorofila-a em células
mantidas sob reducao de fosforo. A clorofila-a € um pigmento essencial para a

captura da luz e consequentemente para o crescimento celular. Li et al. (2008)
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observaram, em Neochloris oleoabundans, que em condi¢cdes de limitacado de
nitrogénio a concentragéo de clorofila-a decresceu bastante e de acordo com
esses autores, isso ocorreu provavelmente devido a utilizagdo do N contido
nesse pigmento para a multiplicagdo celular. De acordo com os dados ja
obtidos na literatura & provavel que em nosso estudo, esse pigmento também
tenha tido sua sintese reduzida devido a deficiéncia de fosforo. Observando
nossos resultados, vimos que o controle mantém seu crescimento até o 19°,
porém o conteudo de clorofila-a decai a partir do 9° dia de cultivo (Figuras 10 e
12). No caso dos tratamentos P10 e P50 observamos a queda da concentracao
do pigmento por células a partir do 7° e 3° dias e o crescimento celular até os
dias 19° e 7°, respectivamente. Podemos concluir que a condi¢cdo de estresse
por limitacdo de fésforo comprometeu a sintese de clorofila-a de forma
dependente do grau de deficiéncia desse nutriente. Na condi¢cdo P10 a reducao
do fésforo ainda permitiu que a célula continuasse desprendendo energia para
a divisao celular, entretanto reduziu a sintese de clorofila-a. Na condi¢cao P50 a
deficiéncia foi muito grande para que a célula se mantivesse em crescimento e
a sintese de clorofila-a foi bastante afetada. Dessa forma, acreditamos que a
energia para a sintese desse pigmento tenha sido desviada para outra via

metabdlica, como a sintese de lipideos de reserva.

Na Figura 13 € possivel observar a coloragcdo mais amarelada dos meios
de cultivo com reducdo de fésforo quando comparados com o controle no
altimo dia de experimento (19° dia). llustrando a reducdo da sintese desse
pigmento proporcional as condigbes de exaustdo de fosforo, onde a condigcédo

P50 apresentou-se mais amarelada em relacdo ao P10 e controle.
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Figura 13 — Fotos dos frascos de culturas no 19° dia de experimento dos cultivos Controle, P10

e P50 (da esquerda para direita).

4.2.3 Carboidratos intra e extracelulares

A variagdo da concentracdo de carboidratos intracelulares em pg/mL
(Figura 14) apresentou um perfil semelhante até o 7° dia de cultivo, para os
diferentes tratamentos. A partir do 9° dia, o contelddo de -carboidratos
intracelulares na condigdo controle manteve-se aumentando de forma mais
acentuada em relacdo aos demais, porém sO observou-se diferenca
significativa entre o controle e P10 (p<0,05) e controle e P50 (p<0,01), a partir
do 13° dia. Este aumento se manteve até o 15° dia, onde alcangou seu valor
méaximo em 239,5 pg/mL (condi¢do controle). Ao compararmos as condi¢cdes
com limitacdo de fosforo (P10 e P50) notamos que sO existe uma diferenca
significativa entre suas curvas no 13° dia de cultivo, onde o P10 se destaca e

alcanca o valor de 137,2 pg/mL. A curva da condicdo P50 sO apresentou
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aumento entre o 3° e 11° dias, onde obteve seu valor maximo de 96,3 pug/mL.

Ja na condicéo P10, este aumento se deu do 3° ao 13° dia.
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Figura 14 — Variacao da concentracdo de carboidratos intracelulares (ug/mL) em culturas
de ANRF-01, nas diferentes concentracBes de fosforo (controle, P10 e P50). Os resultados
representam a média (n=3) = erro padrdo. Diferenca estatistica no 13° dia entre o controle e
P10 (*p<0,05) e controle e P50 (#p<0,01). (* e # = diferenca significativa).

A variacdo da concentracdo de carboidratos extracelulares em pg/mL
(Figura 15) se manteve equivalente nos trés tratamentos até o 7° dia,
ocorrendo uma leve discrepancia entre as curvas apenas no 9° dia, porém sem
diferenca significativa. Ou seja, a limitagdo do macronutriente em questao, nas
condicbes experimentadas, nao alterou na quantidade de carboidratos
excretada pelas células estudadas. Além disso, € evidente que a quantidade no
meio exterior € muito menor do que a sintetizada intracelularmente, chegando a
uma média de aproximadamente 37 vezes menor, quando analisamos o

controle no 9° dia.
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Figura 15 — Variacdo da concentracdo de carboidratos extracelulares (ug/mL) em
culturas de ANRF-01, nas diferentes concentracdes de fésforo (controle, P10 e P50). Os

resultados representam a média (n=3) * erro padréo.

Analisando as curvas dos carboidratos intracelulares por células (Figura
16) notamos que ndo ha grandes diferencas entre os tratamentos. As
condi¢cBes P10 e P50 foram as que apresentaram diferenca significativa entre si
no 11° dia de cultivo (p<0,05), onde P50 alcancou o valor de 29,4 pg/10°
células. Portanto, apesar do grafico de carboidratos intracelulares em pg/mL ter
apresentado o controle com o maior conteudo de carboidratos no 13° dia, o
mesmo ndo se observou quando os dados por células foram analisados, onde
as trés condicdes se comportaram de modo semelhante nesse dia. A condi¢ao
P50 apresentou o maior conteudo por célula no 11° dia de cultivo. Essa
observacdo se deve ao fato que, o controle tem o maior numero de ceélulas
durante todo o experimento e por isso a quantificacdo de -carboidratos
intracelulares por volume (mL) de cultura se mostra acima do P10 e P50.

Entretanto, as células com a maior limitacdo de fosforo acumularam mais
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carboidratos, o que é demonstrado por P50 no 11° dia de cultivo, com um
aumento significativo. Embora sem comprovacao estatistica, verifica-se que a
condi¢cdo controle manteve-se com menores concentragdes de carboidratos
intracelulares durante a sua fase exponencial de crescimento, 0 que era
esperado. Varias pesquisas ja demonstraram o aumento dos carboidratos de
estoque, a custa do declinio de proteinas/biomassa, em condi¢des de limitagdo

nutricional (Bgrsheim et al., 2005; Jacob-Lopes et al., 2007).
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Figura 16 — Variagdo da concentracdo de carboidratos intracelulares (ug/lO6 células) em
culturas de ANRF-01, nas diferentes concentracdes de fésforo (controle, P10 e P50). Os
resultados representam a média (n=3) * erro padrédo. Diferenca estatistica no 11° dia entre P10
e P50 (©p<0,05). (©= diferenca significativa).

4.2.4 Nutrientes

Os macronutrientes analisados no presente estudo foram o fosfato e o
nitrato do meio extracelular. A quantificacdo do fosfato, em pg/L, ao longo do

desenvolvimento dos cultivos, pode ser visualizada na Figura 17. O controle,
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P10 e P50 no 1° dia de cultivo apresentaram valores diferentes dos calculados
para o experimento com limitagéo de fosfato. Os valores de 18.104 pg/L, 1.212
pHg/L e 912 pg/L foram obtidos respectivamente para as condigdes controle,
P10 e P50. Entretanto, os valores respectivos calculados para o inicio do

estudo foram 21.565 ug/L, 2.156,5 ug/L e 431,3 pg/L.
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Figura 17 — Variacdo da concentracdo de fosfato no meio de cultivo (ug/L) durante o
desenvolvimento de culturas de ANRF-01, nas diferentes concentragdes de fosforo (controle,
P10 e P50). Os resultados representam a média (n=3) + erro padrdo. Diferenca estatistica para
todos os dias com excecdo do 11° dia, entre o controle e P10 (*p<0,01) e controle e P50
(#p<0,01). (* e # = diferencga significativa). O grafico menor na parte superior a direita, se refere

aos dados de P10 e P50 para melhor visualiza¢do da escala do eixo y.

Em todas as trés condicOes estudadas podemos observar a absorcao
continua do fosfato presente no meio de cultura através da queda progressiva
da concentracdo desse nutriente (Figura 17). As amostras foram analisadas e

quantificadas até o 11° dia de cultivo, devido o fato que nos dias seguintes
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essas concentracdes estavam abaixo do limite de quantificacdo do método
utilizado (6 pg/L). Apesar do gréafico desta Figura expor de forma mais clara os
dados do controle, podemos afirmar que ocorreu uma queda continua na
quantidade do nutriente analisado nas 2 condi¢8es de limitacdo de fosforo até o
9¢ dia e para o controle até o 11° dia. Entretanto, no ultimo dia de andlise, os
tratamentos P10 e P50 apresentaram um aumento na quantidade do
macronutriente em relacdo ao 9° dia, provavelmente decorrente da liberacao
desse nutriente para o0 meio a partir da morte celular. Ao compararmos o
controle com os tratamentos de limitagdo de fésforo a diferenca significativa
ocorreu em todos os tempos amostrais (p<0,01 entre controle e P10; controle e
P50) com excecdo do 11° dia. Nao houve diferenca significativa entre os

tratamentos P10 e P50 em nenhum dia amostrado para esta analise.

O mesmo comportamento em relacdo aos decrescentes valores de
fosfato € observado na Figura 18, onde o fosfato é expresso em relacdo ao
namero de células. Da mesma forma que na relacdo por litro de cultura, o
nutriente apresenta um leve aumento no 11° dia de amostragem para P10 e
P50. As diferencas significativas entre os tratamentos seguiram 0 mesmo
padrao da quantificacao por litro de cultura, ndo ocorrendo diferencga entre P10
e P50. Atribuindo a quantificacdo inicial de fosfato de cada condicdo como
100% podemos aferir que no 9° dia de cultivo o controle apresentava 3,2% da
concentracdo inicial analisada, P10 e P50 apresentavam 0,7% e 0,9%,
respectivamente, da quantidade inicial. Portanto, podemos afirmar que a
porcentagem da absorcdo de fosforo foi semelhante nos tratamentos com

limitagdo desse nutriente até o 9° dia de cultivo. Uma reducgéo teodrica em 50

vezes na concentragdo inicial do fosfato ndo estimulou uma absor¢éo maior do
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que a reducgéo de 10 vezes. A quantificacao inicial da concentracéo do fosfato,
no controle, P10 e P50 foram 18.104 pg/L, 1.212 pg/L e 912 pgiL,
respectivamente. Esse fato estd relacionado com o crescimento celular,
mostrando um potencial dano fisioldgico sofrido pelas células no meio de

cultura P50.

Apesar da concentragdo de fosfato por células chegar perto de zero no
11° dia, o crescimento celular ainda foi observado nas condi¢cdes controle e
P10 apls esse periodo. Este fato pode indicar que, o fosfato intracelular de
reserva foi suficiente para a manutencdo do crescimento em condi¢bes de

exaustao.
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Figura 18 — Variacdo da concentracdo de fosfato no meio de cultivo (ug/lO6 células) durante o
desenvolvimento de culturas de ANRF-01, nas diferentes concentragdes de fosforo (controle,
P10 e P50). Os resultados representam a média (n=3) + erro padrao. Diferenca estatistica para
todos os dias com excecdo do 11° dia, entre o controle e P10 (*p<0,01) e controle e P50
(#p<0,01). (* e #= diferenca significativa). O grafico menor na parte superior a direita, se refere

aos dados de P10 e P50 para melhor visualizacdo da escala do eixo y.
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Na Figura 19 podemos observar a variagdo da concentragéo de nitrato
por litro de cultura. Entre o 1° e o 7° dia de experimento, o nitrato decresce de
forma semelhante entre os tratamentos, sem diferenga significativa entre eles.
Apenas no 9° e 11° dia o controle apresenta uma queda mais acentuada, em
relacdo aos tratamentos de limitagdo nutricional, comprovada pela diferenca
significativa em relagcdo aos mesmos (p<0,05, entre controle e P10 no 9° e 11°
dia); (p<0,01 entre controle e P50 no 9° e 11° dia). Entre as condi¢cbes P10 e
P50 nao existiu diferenca significativa em nenhum dia analisado. A absorc¢ao do
nitrogénio foi obviamente afetada pela deficiéncia de fésforo. De modo que, a
limitag&o de fosforo nos tratamentos P10 e P50 parecem influenciar a eficiéncia
da absorcdo do nitrogénio do meio de cultivo quando em longos periodos de
cultivo (9 e 11 dias). Essa reducdo na absorcao do nitrogénio em condi¢des de
limitacdo de fosforo, deve provavelmente ter ocorrido como consequéncia da
reducdo da sintese protéica nessa condi¢cdo, que resultou em uma menor taxa

de divisao celular.
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Figura 19 - Variacdo da concentracdo de nitrato no meio de cultivo (pg/L) durante o
desenvolvimento de culturas de ANRF-01, nas diferentes concentra¢des de fésforo (controle,
P10 e P50). Os resultados representam a média (n=3) + erro padrdo. Diferenca estatistica no
9° e 11° dias entre controle e P10 (*p<0,05) e controle e P50 (#p<0,01). (* e #= diferenca

significativa).

Analisando a variagdo da concentracdo de nitrato extracelular por
namero de células (Figura 20) identificamos que o decréscimo ocorre para as
trés condicdes até o 5° dia sem diferenca significativa entre as mesmas nesse
periodo. Na condicao controle, a partir do 7° dia de cultivo, observou-se que o
esgotamento do nitrato no meio foi continuo, enquanto que nas condi¢des P10
e P50 passou-se a observar uma reducdo na absorcdo desse nutriente.
Comparando as condicbes de limitacdo de fosforo, observamos que na
condicdo P50 ndo ocorreu absorcdo entre o 9° e 11° dia de cultivo e na
condicdo P10 a absorgdo ocorreu de forma muito discreta entre os dias
mencionados. Li Xin et al. (2010), observaram a absorc&o de fosfato e nitrato
no cultivo de Scenedesmus sp. e, assim como o apresentado aqui, reportaram
a absorcao do nitrato como dependente da disponibilidade de fosforo no meio.
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Esses autores observaram que, em maiores concentracdes iniciais de fosforo,

as células apresentavam melhores eficiéncias de absorcéo do nitrato.

200
0 180 I
S 160
‘0 140
(&)
2, 120
~ 100 B Controle
O 30
> BRE10
o 60 Ps0
=] I T *
o 40 .
5 - . * © #0©
0
T1 T3 T5 T7 T9 T11
Tempo (dias)

Figura 20 — Variacdo da concentracdo de nitrato no meio de cultivo (pg/lO6 células) durante o
desenvolvimento de culturas de ANRF-01, nas diferentes concentracdes de fésforo (controle,
P10 e P50). Os resultados representam a média (n=3) + erro padréo. Diferenca estatistica no
7° dia entre controle e P10 (*p<0,05) e no 11° dia entre controle e P10 (#p<0,01), entre controle
e P50 (#p<0,01) e P10 e P50 (©p<0,05). (*, # e ©= diferenca significativa).

4.2.5 Lipideos

O nome extrato bruto lipidico atribuido ao contetdo de lipideos, deve-se ao
fato que o processo de extracdo utilizado leva a uma extracdo ndo especifica
dos lipideos das microalgas. Portanto, todas as moléculas solUveis nos
solventes orgéanicos utilizados foram extraidas juntamente com a porgao
lipidica, inclusive o pigmento clorofila-a, como podemos observar na Figura 21.

Por isso, faz-se necessaria uma maior atencdo em relacdo aos protocolos
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utilizados atualmente na literatura com a finalidade de extrair lipideos de
microalgas. Normalmente os trabalhos nessa area referem-se a esse tipo de
extrato como extrato lipidico e a partir dai fazem uma série de estimativas que
certamente levam a super estimacao do conteudo real de lipideos presente na

composicao das microalgas.

Figura 21 — Extrato bruto lipidico de microalgas apés extracdo com solventes orgénicos

(cloroférmio e metanol).

A sintese de lipideos ocorreu ao longo de todo o experimento e em todas as
condi¢bes (Figura 22), sendo verificado que aquela que apresentou os maiores
valores percentuais (%) de extrato bruto lipidico/peso seco de biomassa foi a
condicdo P50 desde o 5° dia de experimento. Apenas no 9° dia de experimento
(fase estacionaria) foram observadas diferengas significativas entre as trés
condi¢cbes de cultivo. A condicdo P50 teve o maior valor chegando a 37% e
P10 o segundo maior valor com 29,4% de lipideos na biomassa seca. Os
resultados apresentados corroboram com a hipétese que a limitacédo nutricional
€ um eficiente estimulo para o aumento do conteudo lipidico por biomassa, fato
ja relatado por varios pesquisadores (Goldberg & Cohen’s, 2006; Courchesne

et al., 2009; Li Xin et al., 2010).
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Figura 22 — Extrato bruto lipidico (%) obtida em culturas de ANRF-01, nas diferentes
concentracdes de fosforo (controle, P10 e P50). Os resultados representam a média (n=3) *
erro padrdo. Diferenca estatistica no 9° dia entre controle e P10 (*p<0,05), controle e P50
(#p<0,01) e P10 e P50 (©p<0,01). (*, # e ©= diferenca significativa).

O maior acumulo lipidico de reserva na menor concentracdo inicial de
fésforo deve-se provavelmente a rapida exaustdo do nutriente ainda em baixa
densidade celular. Nessa fase, a disponibilidade de luz no meio ainda era alta,
permitindo que grande quantidade de energia chegasse as células
individualmente. Entretanto, devido a deficiéncia nutricional, as células teriam a
sintese de proteinas reduzida e a producdo de energia seria utilizada para o

acumulo de lipideos de reserva (Courchesne et al., 2009).

Em todos os tratamentos testados, 0 maximo na sintese de lipideos foi
alcancado no 19° dia (fase estacionaria), sendo estes 32,6%, 38% e 44,4%
para controle, P10 e P50, respectivamente. Entretanto, ao observarmos a curva
de crescimento de P10 e P50 notamos que o numero de células de P50

comeca a declinar a partir do 9° dia, enquanto que P10 continua a crescer
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ainda no 19° dia, ou seja, apesar da condicao P50 ter maior valor absoluto de
extrato lipidico (%), a condi¢cdo P10 apds o 9° dia seria a mais promissora em
produtividade lipidica (producdo por unidade de biomassa) devido a maior
producdo de biomassa. Li Xin et al.(2010), observaram 0 mesmo
comportamento no experimento de limitagdo de fosforo, onde o alto contetdo
lipidico é inversamente proporcional a baixa produtividade lipidica, ou seja,

maior conteudo lipidico porém menor biomassa/namero de células.

Ao compararmos o percentual lipidico da condicdo P10 com P50, notamos
uma diferenca significativa, onde P50 é 25% e 16% maior do que P10 no 9° dia

(p<0,01) e 19° dia (p<0,05), respectivamente.

Nos dados apresentados como extrato bruto de lipideos/10° células (Figura
23), os maiores valores observados também ocorrem na condicdo P50, com o
maximo de 2,76 e 4,08 pug de extrato bruto/ 10° células no 13° dia e 19° dia,
respectivamente. Nesse caso, o valor obtido para P50 € 70% e 0,7% maior do
qgue o valor obtido para P10, no 13° e 9° dia, respectivamente. Comparando os
valores absolutos de células por volume (mL) de meio de cultura (Figura 10)
com a quantidade de lipidios produzida (Figura 22), notamos que ndo existe
uma proporcionalidade entre o aumento do niamero de células e o aumento na

sintese dos lipidios.

Podemos concluir que a regra geral sobre o comportamento fisiologico de
microalgas em situacdes de estresse, como citado anteriormente, &
representado nesse experimento, onde o tratamento com a menor
concentracdo de fosforo foi 0 que apresentou maior acumulo de reserva

energeética lipidica. Isso esta relacionado com o estado fisioldgico das células
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nas condicbes P50 e P10, de forma que as células apresentam maior teor
lipidico na situacdo com menor concentracdo de fésforo. Adicionalmente, sabe-
se que condi¢cdes de limitacdo de fésforo levam a uma regulacdo génica
positiva da via biosintética de lipideos de reserva da célula (PARK et al., 2011).
Fato este, que corrobora com o comportamento apresentado pelas células no

presente estudo.
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Figura 23 — Extrato bruto lipidico (ug/lo5 células) obtida em culturas de ANRF-01, nas
diferentes concentracdes de fosforo (controle, P10 e P50). Os resultados representam a média
(n=3) % erro padréo. Diferenca estatistica no 19° dia entre controle e P50 (#p<0,01) e P10 e
P50 (©p<0,01). (# e ©= diferenca significativa).

4.2.6 Esteres de acidos graxos (“FAME’s”)

A Figura 24 se refere a porcentagem dos metil ésteres de acidos graxos,
calculada apds derivatizacdo dos acidos graxos do extrato bruto em metil
esteres (“FAME’s”) e determinacdo de sua massa. Observando a Figura 24,

notamos que a barra de erro padrdo das trés condicbes testadas se
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apresentam muito grandes, isso ocorreu devido a falta de eficiéncia durante o
processo de derivatizacao utilizado. De acordo com o teste estatistico (ANOVA
multivariada) n&do houve diferenca significativa entre os tratamentos em
nenhum dos dias amostrados para a analise dos “FAME’s”. Este resultado
deve-se a ineficiéncia da metodologia aplicada para o processo de
derivatizacdo nas amostras estudadas, o que levou a uma grande variacao
entre as réplicas e consequentemente um grande valor do erro padrao. Como
j& mencionado, a metodologia utilizada foi a de JOSEPH & ACKMAN (1992),
que usualmente é utilizada para amostras de 5 g de 6leo de vegetais, sendo
adaptada nesse estudo para uma quantidade bem inferior, em média de 50 mg
de 6leo de microalgas, o que provavelmente resultou na ineficiéncia observada.
Na Tabela 6 podemos observar a quantificacdo em pg/mL de cada um dos
acidos graxos de interesse (“FAME’s”), apresentando grande variacao entre as
réplicas, fato ocorrido devido a ineficiéncia da metodologia aplicada. Por esta
razdo, ndo foi possivel realizar a quantificacdo dos acidos graxos de interesse
presentes, sendo possivel apenas confirmar a deteccao dos mesmos, que sera
descrita no item 4.2.7. Uma alternativa frente ao problema enfrentado seria o
desenvolvimento de nova metodologia, para uma melhor aplicacdo, dado a
matriz utilizada (microalgas) e a pequena quantidade de biomassa analisada

guando comparada com as matrizes de vegetais superiores.
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Figura 24 — Total de “FAME’s” de acidos graxos (%) por total de extrato bruto lipidico obtida em
culturas de ANRF-01, nas diferentes concentracdes de fésforo (controle, P10 e P50). Os

resultados representam a média (n=3) + erro padréo.
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4.2.7 Deteccao dos “FAME’s” de interesse por Cromatografia Gasosa

Apesar de toda porcdo acido graxo ter sofrido o protocolo de
derivatizacado formando metil ésteres (“FAME’s”) apenas foram identificadas 8
moléculas dessa classe (citadas no item 3.14). Outras moléculas também de
interesse para a producao de biodiesel podem estar presentes sem terem sido

detectadas pela cromatografia gasosa.

Na Tabela 7 estdo representadas a ocorréncia de cada uma das 8
moléculas detectadas por cromatografia gasosa. Os ésteres de interesse foram
detectados em sua minoria, em todas as condi¢cdes estudadas, no 5° dia de
cultivo. A condicdo controle e P10 apresentaram um perfil mais variado ja no
ultimo dia de cultivo (19° dia). E notavel que o perfil de metil ésteres de
interesse, na condicdo P50 com 9 dias de cultivo e na condigao controle com
19 dias de cultivo, foram aquelas com uma maior variedade de acidos graxos
detectada, entre os trés tratamentos testados. Portanto, a reducéo de fosforo
em 50 vezes parece ter afetado o perfil de acidos graxos, em relacédo ao 9° dia
de cultivo. Uma possivel explicagdo para a presenca do acido palmitico em
todas as condicdes e dias analisados seria o tipo de metodologia de extracao
empregado para o estudo dos lipideos. Pesquisadores ja reportaram que
diferentes metodologias de extracao levam a um perfil variado de acidos graxos
(BALASUBRAMANIAN et al., 2011). A utilizagdo da combinacdo dos solventes
organicos cloroformio e metanol favorece a extracdo do acido palmitico. No
estudo de Mendes et al., (2006), diferentes protocolos de extracdo foram
testados e o perfil de acidos graxos para a cianobactéria Arthrospira (Spirulina)

maxima, onde a utilizacdo do protocolo de extracdo (BLIGH & DYER, 1959)
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com cloroférmio e metanol apresentou maior afinidade pelos acidos palmiticos
e linoléicos em comparacdo com outras metodologias aplicadas, como

acetona; metanol ou hexano.

Goldberg & Cohen’s (2006) observaram que a limitagdo nutricional de
fosforo afetou diretamente o perfil de &cidos graxos produzidos para a

microalga Monodus subterraneus.

Tabela 7 — “FAME’s” de interesse detectados para cada uma das
condi¢cbes estudadas (Controle, P10 e P50) nos tempos amostras do 5°, 9° e
19° dias de cultivo (T5, T9 e T11).

" e CISs-

FAME's AP |AO |AL |AE |AD |MHD |AU EICO
T5 | X X X | X

Controle| T9 | x | x | X X X

T19| x | x | X | X | X X X X
T5 | X X X

P10 T9 | X | X X
T19| x | x | x | X X X
T5 | x | x | x | X

P50 TO | x | X | x | X | X X X X
T19| x | X | X | X | X X X

Legenda: AP: acido palmitico; AO: acido oléico; AL: acido linoléico; AE: acido estearico; AD:
acido duodecaenoico; MHD: heptadecaenodico; AU: acido undecaendico; CIS-EICO: cis-

eicosaendico.

Podemos sugerir que, a condicdo P50 no 9° dia de cultivo, seria a mais
promissora para o cultivo em larga escala, na futura producéo de biodiesel. As
justificativas seriam: 1) para aplicacdo biotecnoldgica das microalgas nesta
finalidade, é necessaria uma quantidade significativa de biomassa para facilitar
a extracdo dos lipideos. Nesse tempo de cultivo, as condicbes P10 e P50
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apresentaram biomassa muito semelhante (sem diferenca significativa); 2) o
conteudo lipidico, ou seja, porcentagem de lipideo por biomassa seca, deve ser
elevado. P50 apresentou um maior conteudo lipidico em relacdo a P10, no 9°
dia de cultivo; 3) é necesséario que o tempo de cultivo seja o menor possivel
para evitar aumento dos gastos no processo; 4) para a producdo de um
biodiesel com boas propriedades fisico-quimicas é necessaria a presenca de
‘FAME’s” de interesse. Logo, a condicdo P50 no 9° dia de cultivo, foi aquela
que apresentou o melhor perfil; 5) com a utilizagdo da condicdo P50, um menor
aporte de insumos nutricionais seriam gastos no cultivo desses micro-

organismos.

Uma tentativa para cultivar grandes quantidades de biomassa e ainda com
altos conteudos lipidicos seria um cultivo realizado em duas etapas, onde
primeiramente ndo ocorreria limitagcdo de nutriente no meio e depois o estimulo
para acumulo dos lipidios seria fornecido através do cultivo em meio com

limitac&o nutricional.
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5 CONCLUSOES

1) A cepa ANRF-01 apresentou-se promissora na sintese de lipideos de

reserva e por isso foi selecionada para o experimento com variacado

nutricional.

2) A limitacdo do macronutriente fosforo no meio ASM-1 afetou diretamente

e de forma proporcional o crescimento celular da microalga ANRF-01.

3) A via biossintética de clorofila-a sofreu declinio proporcional a limitagéo

do fésforo de modo correlacionado com a fase de crescimento do
organismo. Esta via energética foi provavelmente desviada para sintese

lipidica.

4) As células cultivadas nos tratamentos P10 e P50 podem sofrer grandes

danos fisioldégicos (absorcdo de nitrogénio e divisdo celular) quando

mantidas por longos periodos nessas condi¢des.

5) Ocorreu um aumento na producado de lipideos quando em condigbes de

6)

deficiéncia de fosforo, sendo esta diretamente proporcional. Além disso,
existiu relacdo entre aumento do conteddo lipidico e fase de

crescimento.

No 9° dia de cultivo as condigbes P10 e P50 apresentaram valores

semelhantes de biomassa, porém na condicdo P50 observou-se maior
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conteddo lipidico, maior diversidade e sintese de &cidos graxos de

interesse.

7) A producdo de biodiesel requer uma quantidade significativa de
biomassa, conteddo lipidico e &cidos graxos de interesse. Nesse
contexto, a condicdo P50 no 9° dia de cultivo seria a mais interessante
para esta aplicacdo. Além disso, seria economicamente mais vantajoso

devido a reducé&o do nutriente fornecido.
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