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RESUMO
As microalgas sdo microrganismos que vivem em ambientes aquéticos
dulciculas e marinhos. Apresentam a capacidade de realizar fotossintese para a
manutencdo de seus processos bioquimicos. Diversos estudos estdo sendo
feitos com esses microrganismos devido a capacidade destes de produzir varios
compostos de interesse biotecnologico, dentre estes compostos podem ser
citados os acidos graxos, proteinas, aminoacidos, pigmentos, entre outros, 0s
quais podem ser destinados a diferentes ramos industriais. No entanto, para que
se chegue no nivel de aplicacdo, € necessario a otimizacdo de diversas
variaveis, bem como luminosidade, tipo de cultivo, meio de cultivo a ser utilizado.
Sendo assim, o0 presente teve como objetivo estudar a fisiologia da espécie
Chlorella sorokiniana. Logo, para se obter melhores conclusdes sobre a fisiologia
e adaptabilidade ao meio de cultivo proposto, fez-se uso de modelos
matematicos, os quais fornecem respostas rapidas sobre o crescimento,
produtividade, entre outros, dos microrganismos. Sendo assim, 0 presente
trabalho foi divido em trés artigos. O primeiro é um artigo de revisdo sobre 0s
parametros cinéticos e sua aplicabilidade nos estudos com diversas microalgas.
O segundo artigo, trata-se de um artigo de revisédo objetivando o conhecimento
dos pigmentos microalgais, bem como das metodologias associadas a analise
dos mesmos. O terceiro artigo, trata-se de um estudo fisiolégico tendo como
base os nutrientes do fertilizante NPK com o intuito de que variando as
concentragfes do mesmo, fosse possivel observar uma influéncia no resultado
dos principais parametros cinéticos, a velocidade maxima especifica de

crescimento e a produtividade de biomassa.

Palavras-chave: Parametros cinéticos; microalgas, pigmentos, fisiologia.

Vi



ABSTRACT

Microalgae are microorganisms that live in freshwater and marine aquatic
environments. They have the ability to perform photosynthesis for the
maintenance of their biochemical processes. Several studies are being done with
these microorganisms due to their ability to produce various compounds of
biotechnological interest, among these compounds can be mentioned fatty acids,
proteins, amino acids, pigments, among others, which can be destined to different
industrial branches . However, in order to reach the application level, it is
necessary to optimize several variables, as well as brightness, type of cultivation,
cultivation medium to be used. Therefore, the present study aimed to study the
physiology of the species Chlorella sorokiniana. Therefore, in order to obtain
better conclusions about the physiology and adaptability to the proposed culture
medium, mathematical models were used, which provide quick answers about
the growth, productivity, among others, of microorganisms. Thus, the present
work was divided into three articles. The first is a review article on kinetic
parameters and their applicability in studies with several microalgae. The second
article is a review article aimed at the knowledge of microalgal pigments, as well
as the methodologies associated with their analysis. The third article is a
physiological study based on the nutrients of the NPK fertilizer with the intuition
that by varying its concentrations, it would be possible to observe an influence on
the result of the main kinetic parameters, the specific maximum growth speed

and the biomass productivity.

Keywords: Kinetic parameters; microalgae, pigments, physiology.
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1. INTRODUGAO GERAL
1.1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Esta dissertagéo constitui um conjunto de atividades realizadas pela
aluna Nathanya Nayla de Oliveira durante a execuc¢dao do mestrado pelo
Programa de P6s-Graduacéo em Ciéncia e Tecnologia Ambiental, com énfase
na area de Tecnologia Ambiental, pela Universidade Federal da Grande

Dourados, iniciado em 2018.

O objeto do presente estudo nesta dissertacdo foram as microalgas
num contexto geral e em um contexto mais especifico da espécie Chlorella
sorokinina. O tema da presente dissertacéo foi pensado a partir dos métodos
e ferramentas que podem ser utilizados para otimizar o crescimento e

desenvolvimento, bem como a sintese de bioprodutos microalgais.

Nesse sentido, o primeiro assunto abordado em um capitulo foram os
parametros cinéticos, os quais sdo muito utilizados para verificar a fisiologia
microbiana por meio de ferramenteas matematicas baseadas em calculos. A
partir destes calculos é possivel prever um comportamento fisiolégico bem
como elucidar um possivel cenario econdmico vantajoso, por meio da

produtividade.

Visando entéo os bioprodutos das microalgas, com énfase nos de alto
valor agregado, foi discutido entdo a elaboragdo de um artigo de revisao, no
qual foi abordado de forma breve os pigmentos e os métodos de extracao,
analise e identificacdo dos mesmos, uma vez que tais metodologias poderéo
posteriormente serem aplicadas em futuros trabalhos com microalgas pelo
grupo de pesquisa em Bioengenharia, levando em consideracao a estrutura
laboratorial.

Posteriormente, objetivando uma melhor compreensado sobre a
fisiologia da microalga Chlorella sorokiniana em relacdo aos nutrientes;
nitrogénio, fosforo e potassio (N, P, K), foi realizado um estudo em condi¢des
heterotréficas no qual as ferramentas de avaliacdo utilizada foram modelos
matematicos (parametros cinéticos), em especial, a velocidade especifica

maxima de crescimento, tempo de duplicagcéo e produtividade celular.



1.2 ESTRUTURA DO TRABALHO
O presente trabalho foi estruturado da seguinte maneira:

Capitulo 1: Determinacdo dos parametros cinéticos para aplicacdes

biotecnolégicas com microalgas;

Capitulo 2: Pigmentos microalgais e os métodos de extragcdo, analise
e identificagéo;

Capitulo 3: Estudo da fisiologia de Chlorella sorokininana CTT 7727
em ensaios com diferentes concentracdes dos nutrientes: nitrogénio, fosforo

e potassio;

Capitulo 4: Consideracdes finais e sugestao de trabalhos futuros.



2. DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS PARA

APLICACOES BIOTECNOLOGICAS COM MICROALGAS*
*Capitulo 11 do Livro: (2020) Phycobiotechnology: Biodiversity and Biotechnology of Algae
and Algal Products for Food, Feed, and Fuel. CRC Press.

Resumo. Microalgas sdo microrganismos que apresentam capacidade de
sequestrar CO? e utilizar processos bioquimicos para produzir compostos de
relevante interesse biotecnologico, como: alimentos e ragdes, farmacos,
cosmeéticos, biocombustiveis, entre outros. Sua aplicagcdo industrial depende,
entre outros fatores, da obtencéo de altas produtividades celulares e de seus
bioprodutos acumulados, como proteinas, carboidratos, lipidios com perfis
especificos de 4cidos graxos, corantes, antioxidantes, enzimas, entre outros.
Isso esta diretamente relacionado a genética celular, as condi¢des de cultivo
e a eficiéncia de recuperacéao de células e produtos. Portanto, é extremamente
importante entender, em profundidade, a relacéo entre todas essas variaveis.
As principais condigdes de cultivo que afetam a fisiologia das microalgas sé&o
seus requisitos ambientais e quimicos, mais especificamente concentracées
e fontes de carbono, nitrogénio, fésforo e potassio, temperatura, fotoperiodo,
pH, agitacdo, tempo de cultivo, tipo de biorreator e modo de cultivo. Uma
forma simples de correlacionar esses parametros e avaliar a fisiologia celular
€ por meio da determinacédo dos parametros cinéticos da cultura. Esta é uma
ferramenta matematica simples, que nao requer uma infraestrutura analitica
complexa para sua execucdo, gerando informacdes rapidas sobre o
comportamento dos microrganismos, a fim de identificar com mais precisao
as condicbes de cultivo mais adequadas para cada potencial aplicacéo
biotecnoldgica, levando em consideracdo cada cepa. Entre os principais
parametros cinéticos estdo: velocidade especifica de consumo de substrato
(uS), velocidade especifica maxima de crescimento (Pmax), tempo de
duplicagéo (TD), rendimento de biomassa (Yx/s), rendimento do produto (Ye/
s), bem como biomassa (Px) e produtividades de produto (Pr). Neste capitulo,
parametros cinéticos em culturas de microalgas em diferentes condi¢des de
cultivo foram compilados na literatura, com o objetivo de sistematizar essas

informagdes, buscando um melhor entendimento do metabolismo celular, para



obtencao de linhagens celulares e condi¢cbes de crescimento otimizadas para

cada aplicagéo biotecnoldgica especifica.

Palavras-chave: Modelagem matematica; metabolismo; velocidade

especifica maxima de crescimento; produtividade.



Abstract. Microalgae are microorganisms whose ability to sequester CO2 and
use biochemical processes to produce compounds of relevant
biotechnological interest has aroused great interest, be it food and feed,
pharmaceuticals, cosmetics, biofuels, among others. Its industrial application
depends, among other factors, on obtaining high cell productivities and
accumulated products of interest, such as proteins, carbohydrates, lipids with
specific fatty acids profiles, dyes, antioxidants, and enzymes, among others.
This is directly related to cell genetics, culture conditions and the recovery
efficiency of cells and products. Therefore, it is extremely important to
understand, in depth, the relationship between all these variables. The main
cultivation conditions that affect the physiology of microalgae are their
environmental and chemical requirements, more specifically carbon, nitrogen,
phosphorus and potassium concentrations and sources, temperature,
photoperiod, pH, agitation, cultivation time, type of bioreactor and mode of
cultivation. A simple way of correlating these parameters and evaluating the
cellular physiology is through the determination of the kinetic parameters of
culture. This is a simple mathematical tool, which does not require a complex
analytical infrastructure for its execution, generating quick information about
the behavior of microorganisms, in order to more accurately identify the most
suitable growing conditions for each potential biotechnological application,
taking into consideration each strain. Among the main kinetic parameters are
specific substrate consumption rate (uS), maximum specific growth rate (umax),
doubling time (TD), biomass yield (Yxs), product yield (Yess), as well as
biomass (Px) and product (Pe) productivities. In this chapter, kinetic
parameters in microalgae cultures in different culture conditions were compiled
from the literature, aiming to systematize this information, seeking for a better
understanding of cellular metabolism, to obtain cell strains and optimized

growth conditions for each specific biotechnological application.

Keywords: Mathematical modeling; metabolism; growth rate; productivity.



2.1 INTRODUCAO

Nos dias atuais, nossa sociedade tem demonstrado uma preocupacao
em relacdo as materias-primas ndo renovaveis. Assim, iniciou-se a busca por
fontes alternativas de matérias-primas renovaveis que atendam aos requisitos
de uma bioeconomia sustentavel. Nesse cenério, as microalgas podem se
apresentar como possiveis candidatas para resolver grande parte desse
problema. A partir de seu crescimento e desenvolvimento, ela realiza a sintese
e bioacumulacdo de produtos biotecnoldgicos interessantes no contexto
industrial.

Esses bioprodutos podem ser polissacarideos, proteinas, lipideos,
enzimas, entre outros metabdlitos derivados do metabolismo da microalga.
Consequentemente, existem varias aplicacdes industriais para cada um
destes compostos, e. para biocombustiveis, alimentos, racbes animais,
aplicacfes cosméticas e farmacéuticas (HARISKOS e POSTEN, 2014).

Varios parametros podem influenciar o crescimento, desenvolvimento
e sintese de bioprodutos por microalgas, como temperatura, fonte de carbono
(mixotrdéfica, autotréfica ou heterotréfica), presenca ou auséncia de alguns
macro e micronutrientes, luminosidade, pH, agitacdo / aeracéo, tempo de
cultivo, tipo de biorreator, modo de cultivo, entre outros. Portanto, essas
variaveis tém sido estudadas ao longo dos anos com o objetivo de otimizar as
condicBes de cultivo para as diversas espécies de microalgas.

Nesse sentido, é importante avaliar os parametros cinéticos dos
cultivos. Sao obtidos a partir de modelos matematicos simples, fornecendo
respostas sobre o comportamento microbiano em diferentes condicbes de
cultivo, o que resulta em informacfes relevantes sobre a fisiologia e o
metabolismo dos mesmos (HISS, 2001). Uma das principais vantagens da
avaliacdo desses parametros é que ndo requer uma infraestrutura analitica

complexa.

2.2 MICROALGAS
O termo microalgas engloba um conjunto heterogéneo de

microrganismos incluindo procariontes (cianobactérias) ou eucariontes (maior



parte das microalgas) (CASTRO-PUYANA et al. 2013) que em sua maioria
apresenta a capacidade de utilizar o dioxido de carbono combinado com a luz
solar, macro e micronutrientes presentes nos ambientes aquaticos para
realizar seu processo fotossintético (TRAMOTIN et al. 2018). Uma das
principais caracteristicas das microalgas € o fato de realizarem fotossintese,
ou seja, sdo produtoras primarias que apresentam notdvel adaptabilidade a
situacdes adversas.

As microalgas podem ser encontradas em ambientes aquaticos
dulcicolas, marinhos, salobros, entre outros. Além disso, elas também podem
ser utilizadas para realizar a biorremediagcédo de ambientes contaminados com
metais pesados, contaminantes inorganicos e matéria organica entre diversos
outros (TORRES et al. 2017; DE MENDONCA et al. 2018).

Os estudos com microalgas tém se intensificado ao longo dos anos
devido ao fato de representarem um grupo heterogéneo de microrganismos
que apresentam caracteristicas interessantes de biossintese e
bioacumulacao de produtos, que sao excelentes fontes de matéria-prima para
producao de diversos bioprodutos (ZHAN et al., 2017).

E importante destacar as muitas aplicacbes em que se enquadram
(Tabela 2), por exemplo a producdo de pigmentos, como o beta-caroteno
(SRINIVASAN et al., 2015), que pode se apresentar como um suplemento na
nutricdo humana. Outro exemplo sdo os acidos graxos, como 0s acidos
graxos poliinsaturados, que possuem atividade antioxidante e podem ser
destinados a industria farmacéutica, assim como muitos outros que podem
ser destinados a producdo de biodiesel (MIAZEK et al.,, 2017). Existem
também microalgas produtoras de micosporina, que podem ser direcionadas
a filtros solares (SATHASIVAM et al., 2017). Outras aplica¢des incluem, por
exemplo esterdis, proteinas, bioetanol e bioplasticos (Tabela 2.1).



Tabela 2.1. Bioprodutos de microalgas e aplicacdes por espécies.

Bioproduto

Aplicacao

Microalga

Pigmentos

Nutricionais e médicas

Neochloris oleoabundans,
Dunaliella salina, Arthrospira maxima,

Synechococcus sp.

Acidos graxos

Farmacéutica e cosméticos

Chlorella sorokiniana
Scenedesmus obliquus
Chlorella sp.
Schizochytrium limacinum

Micosporinas

Protetor Solar

Chlorella sorokiniana; Scenedesmus spp.

Esteréis Alimentacao animal Navicula incerta, Asterionella glacialis, Haslea
ostrearia
Proteinas Nutricdo humana e animal Tetraselmis sp.

Chlorella vulgaris

Spirulina platensis; Nannochloropsis sp.

Lipidios em geral Biodiesel Scenedesmus obliquus
Chlorella sp., Schizochytrium limacinum
Carboidratos Bioetanol Nannochloropsis sp.

Chlorella sorokiniana




2.3 PARAMETROS CINETICOS

Os parametros cinéticos sdo modelos matematicos que favorecem o
entendimento dos aspectos fisiologicos e bioquimico dos microrganismos, da
mesma forma podem auxiliar no que diz respeito a otimizacéo das condicfes de
cultivos por meio dos resultados obtidos em um sistema produtivo e ainda
proporcionar conclusdes a sobre relagdo custo beneficio (TRAMOTIN et al.,
2018).

Um dos modelos propostos e aceito até hoje para explicar o crescimento
dos microrganismos, e que também é utilizado para as microalgas, € o de Monod
(Equacéo 2.3.1), o mesmo é baseado no consumo de nutrientes (HISS, 2001;
TRAMOTIN et al., 2018).

s ~
p=pmax —— Equacgéo 2.3.1

Nesta equacdo o p = velocidade de crescimento especifico (h'1); umax = velocidade de
crescimento maximo especifico (h1); o Ks = constante de afinidade do substrato (g.L?) e S =

concentracdo do substrato (g.L?).

Outra maneira de calcular a velocidade especifica de crescimento € por
meio da densidade 6tica utilizada durante o cultivo, a mesma pode aparecer de
forma variavel em diversos estudos, alguns autores assumem como sendo 680
nm o melhor comprimento de onda (FAZELI DANESH et al., 2018). Sendo assim,
segundo Widdel 2007 o célculo da velocidade especifica de crescimento é feito
por meio da formula:

__ InoD2-In0D1
- t2—t1

Equacéo 2.3.2

Nesta equacdo o u = velocidade de crescimento especifico (h'1); In = logaritmo neperiano; OD2
= densidade 6tica final; OD1 = densidade o6tica inicial; t1 = tempo inicial; t2 = tempo inicial e final
do cultivo.

Outra forma para calcular a velocidade especifica de crescimento € por
meio da contagem celular, dessa maneira € realizada a contagem celular, sendo
assim, pode-se fazer uso da equacéo descrita no trabalho realizado por Dewan

et al., (2012):



__din(N)

” Equacéo 2.3.3

Nesta equacdo o pu = velocidade de crescimento especifico (h-1); In = logaritmo neperiano; N =

numero de células; t = tempo de cultivo; d = derivada.

J& a velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) € determinada
como a inclinagdo dessa regido linear (NASCIMENTO et al., 2016). Como o
crescimento é determinado por uma taxa, a concentracao de biomassa (X) pode
ser indicada pela concentracdo de massa celular seca (DW), densidade 6ptica
(OD) ou contagem de células (N), como ja demonstrado anteriormente. Dessa
forma, para calcular pmax todos esses parametros devem ser obtidos durante a
fase exponencial de crescimento, onde a velocidade especifica de crescimento

€ constante e maxima (HISS, 2001).

1 /dX ~
Umax = p (E) Equacéo 2.3.4
lnf = pmax (tf — ti) Equacgéo 2.3.5

Nesta equacdo o pmax = velocidade especifica maxima de crescimento (h-1); In = logaritmo
neperiano; X= biomassa; Xi = biomassa inicial; Xf = biomassa final; ti = tempo de cultivo incial; tf

= tempo de cultivo final; d = derivada.

Outro parametro essencial para compreender aspectos fisiolégicos das
microalgas € o tempo de duplicacdo ou tempo de geracdo (HISS, 2001;
FUENTES-GRUNEWALD et al., 2013), o mesmo fornece uma resposta sobre o
tempo necessario para que uma célula possa se dividir, sendo mais evidente
durante a fase exponencial, porém pode ser influenciado por fatores ambientais.
O tempo de duplicagdo também é importante pelo fato de fornecer uma possivel
resposta para questdes industriais tais como: qual tipo de modo de cultivo
(continuo, semi continuo, descontinuo) seria mais viavel. O mesmo pode ser

obtido através do pmax, como é demonstrado nas equagdes a seguir:

In— = pmax(tf — ti) Equacio 2.3.6

In2
umax

td = Equagéo 2.3.7
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Nesta equagdo In = é o logaritmo neperiano; X = concentracéo celular final; Xi = concentracdo
celular inicial; umax = velocidade especifica de crescimento maxima; tf = tempo final da fase

exponencial; o ti = tempo inicial da fase exponencial; td = tempo de duplicacéo.

Analogamente, a velocidade especifica de consumo de substrato (uS)
pode ser calculada, de acordo com a Equacdo 2.3.8, que combinada com a

Equacéo 2.3.4 da a Equagéo 2.3.9.

1 as ~
Us = }(— E) Equacao 2.3.8

umax
YX/s

us = Equacéo 2.3.9

Onde: uS = velocidade especifica de consumo de substrato; d = derivada; X = concentracdo de
biomassa; S = concentracdo de substrato; t = tempo de cultura; YX / S = rendimento de

biomassa.

Os rendimentos séo calculados com base no consumo de um substrato
para a formacgdo da biomassa ou de um produto especifico. A partir da Equacao
2.3.8, observa-se que o rendimento de biomassa (Yx/s) foi obtido a partir do
quociente da variagdo da biomassa (X) e do substrato (S) (Equacéo 2.3.9). Da
mesma forma, obtém o rendimento do produto (Yp/s) a partir do quociente da
variacdo do produto (P) e do substrato (S) (Equacao 2.3.9). Eles também sao
chamados de fator de conversao de substrato em célula (Yx/s) e fator de
converséo de substrato em produto (Yr/s). E importante destacar que os valores
de absorbéncia medidos ou numero de células devem ser convertidos em
valores de massa usando uma relacao linear de unidades de densidade 6ptica

(ou células) por grama de massa de células secas para calcular o rendimento de

biomassa.
_ Xf-Xi .

Yx/s = SiSf Equagdo 2.3.10
__ Pf-Pi .

Ypis = SiSF Equacdo 2.3.11
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Onde Xf = concentracgéo final de biomassa (gL?); Xi = concentragédo inicial de biomassa (gL?); o
Si = concentracao inicial de substrato (gL1); Sf = concentracéo final de substrato (gL1); Pf =

concentracao final de produto (gL1); Pi = concentracdo inicial de produto (gL-1).

Outros parametros essenciais para fornecer uma visualizacdo da
eficicia e eficiéncia de um processo de producdo de microrganismos sédo a
produtividade da biomassa (Px; Equagéo 2.3.12) e a produtividade do produto
(Pp; Equacéo 2.3.13) (RIBEIRO e HORII; 1999). Geralmente, sdo utilizadas as
produtividades finais da biomassa e do produto, mas vale ressaltar que tais
produtividades podem ser calculadas durante qualquer periodo do bioprocesso.
Na maioria dos casos, as produtividades finais ou maximas sao alcancadas. A
produtividade da biomassa da microalga é determinada principalmente a partir
da biomassa seca, entdo a biomassa € centrifugada e submetida a uma
metodologia de secagem e a produtividade é determinada apdés pesagem

constante, em termos de concentrag&o por tempo.

_ X2-xi
Tt

Px

Equation 2.3.12

P2-Pi

Pp = Equation 2.3.13

Onde X2 =representa a concentracao celular (g.L1) escolhida durante um periodo do processo
produtivo ou pode ser a concentracdo celular maxima encontrada; Xi = concentragdo celular
inical (g.L1); t = tempo de cultivo, podendo ser total ou parcial, dependendo do periodo que onde
a concentracao celular foi escolhida; P2 = concentragdo de produto (g.L*) escolhida ou a
concentracdo maxima de produto que foi formado; Pi = concentragéo inicial (g.L?) de produto; t
= representa o tempo durante o processo de producédo do produto, podendo ser parcial ou total.

Sendo que o resultado final de ambas as produtividades é dado em g.L-1-d1.
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2.4 EFEITO DAS CONDICOES DE CULTIVO NA FISIOLOGIA DA
MICROALGA

2.4.1 MICROALGAS

As principais condicbes de cultivo que afetam a fisiologia das
microalgas sdo seus requisitos ambientais e quimicos, especificamente as
fontes e concentracdes de carbono (ZHAN et al.,, 2017), outros nutrientes,
temperatura, fotoperiodo, pH, entre outras variaveis (KIM et al., 2012).

As microalgas apresentam necessidades especificas para melhor
desempenho no crescimento, desenvolvimento e sintese de compostos
essenciais. Porém, para atender a essas necessidades, estudos devem ser
realizados de forma a otimizar as variaveis para obter as melhores condi¢des de
cultivo possiveis. Mais do que isso, € fundamental determinar os parametros
cinéticos durante essas avaliacbes em diferentes condicfes de cultivo para

melhor compreender a fisiologia e o0 metabolismo de cada cepa.

2.4.2 FONTE DE CARBONO

Um requisito que precisa ser avaliado antes de iniciar um cultivo de
microalgas é a fonte de carbono que sera utilizada, pois pode influenciar o
crescimento, a sintese e o acumulo de biomoléculas. Para isso, existem
diferentes tipos de metabolismo do carbono: mixotrofico, autotréfico e
heterotréfico (ABREU et al., 2012; SALATI etal., 2017), dependendo da natureza
da fonte de carbono, que pode ser inorganica ou organica.

As culturas autotréficas sao aquelas em que a fonte de carbono utilizada
€ o diéxido de carbono atmosférico inorganico, portanto a microalga o captura e
o utiliza para o processo fotossintético, por meio do qual produz a energia
necessaria para sobreviver, crescer e se reproduzir. Este sistema € comumente
visto em ambientes naturais e artificiais (ZHAN et al., 2017).

A vantagem desse tipo de cultivo é a alta disponibilidade de diéxido de
carbono atmosférico (GUPTA e PAWAR, 2018). Porém, as desvantagens estao
relacionadas a dependéncia das condi¢cdes climaticas, dificuldade de

manutencdo do ambiente para manter o mesmo asséptico, além da dificuldade
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de implantagdo em ambientes abertos e devidos biorreatores, muitas vezes
necessitando de aeradores para promover um maior contato da célula com o
diéxido de carbono atmosférico, o que pode desencadear um alto custo (ZHAN
et al., 2017).

Os cultivos heterotréficos sdo caracterizados pela auséncia de luz e
suplementacdo do meio de cultura com fontes organicas de carbono, por
exemplo a glicose, glicerol, acetato, efluentes domeésticos, entre outros. Essas
culturas tém a vantagem de ndo depender da luminosidade, maior controle do
processo de producéo, maior crescimento celular, além da possibilidade de obter
maior teor de lipidios nas células, que podem ser aplicados para a producéo de
biodiesel (DEVI et al., 2012; KATIYAR et al., 2017; MOHAN et al., 2015; ZHANG
et al., 2013). A principal desvantagem é a contaminacao principalmente quando
o cultivo é realizado com glicose (ZHAN et al., 2017).

Os cultivos mixotréficos sdo caracterizados por utilizar uma fonte de
carbono organico e uma fonte de carbono inorganico (SALATI et al., 2017), ou
seja, apresenta as vantagens do sistema autotréfico e heterotréfico na mesma
cultura. Dessa forma, a microalga pode primeiro aproveitar o carbono organico
e depois fazer uso do didéxido de carbono.

Esse sistema permite que a microalga sintetize os produtos que seriam
encontrados separadamente em cada sistema de cultivo, além de um menor
gasto energético que é encontrado no sistema autotréfico (ABREU et al., 2012).
Tem como principais vantagens a obtencdo de um alto e rapido crescimento
celular, o que resulta em maiores produtividades de biomassa, e acimulo de
lipidios, além da diminuicdo da producédo de dioxido de carbono, resultado do
metabolismo heterotréfico (ZHAN et al., 2017).

2.4.3 OUTROS NUTRIENTES

A nutricdo das microalgas se caracteriza principalmente pela sua
diversidade, pois existem algumas microalgas com maior demanda nutricional
em relagdo a outras. Além da fonte de carbono, alguns macros e micronutrientes
fazem parte das necessidades das microalgas, como nitrogénio e fésforo. Esses

nutrientes afetam diretamente o metabolismo celular.
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O nitrogénio é essencial porque é necessario na producao de proteinas
e também na sintese de acidos nucléicos, sendo um nutriente indispensavel para
a divisdo celular. Conforme a concentracdo de nitrogénio é aumentada nos
cultivos, torna-se possivel obter um alto rendimento protéico, mas quando esse
nutriente é limitado, algumas microalgas passam por um estresse e, assim,
evitam a sintese protéica, acumulando lipidios, que em algum contexto pode ser
interessante (JI et al., 2014).

O fosfato € importante na proliferacéo celular, pois também € necessario
na sintese de acidos nucléicos. Eles sdo importantes para manter a integridade
celular, pois os fosfolipidios estdo presentes na membrana celular. Este nutriente
estd associado aos maiores crescimentos alcancados em tempos mais curtos
(PARK et al., 2014).

Existem varios meios de cultura para a producao de microalgas, mas é
preciso sempre atentar para as necessidades nutricionais de cada espécie (e
linhagem) e, claro, a concentracdo de cada um dos reagentes. Por exemplo,
Dunaliella salina é uma microalga marinha, consequentemente ha uma
exigéncia da presenca de sais em alta concentragcédo para seu desenvolvimento
(JOHNSON et al., 1968; MOROWVAT e GHASEMI, 2016). Além disso, alguns
meios tém em sua composic¢ao fontes de carbono organico que podem estimular
0 aumento da produtividade celular, exemplo a glicose, quando comparada a
algumas culturas autotrdficas, mas novamente depende da espécie / cepa

escolhida.

2.4.4 pH, LUMINOSIDADE E FOTOPERIODO

O pH é uma variavel importante a ser analisada antes e durante o cultivo
de microalgas, pois pode afetar a disponibilidade dos elementos quimicos no
meio. Cada espécie de microalga possui um pH ideal para seu cultivo. Se o pH
sofrer variagdes, isso poderia resultar em algum efeito na distribuicdo das
espécies de didéxido de carbono, podendo modifica-lo. Aléem disso, afeta a
disponibilidade de macro e micronutrientes e, portanto, afeta diretamente o meio
de cultura e os aspectos fisiol6gicos da microalga (DE MELO et al., 2018).

As microalgas sdo altamente sensiveis as mudangas ambientais e

quimicas, entdo outros fatores que também podem influenciar tanto o
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crescimento e a producdo de biomassa e seu conteudo intracelular sédo a
intensidade de luz e o ciclo fotoperiodo (claro e escuro) escolhidos. Este ultimo
costuma ser utilizado como 12:12 ou 24h de claro e escuro, respectivamente,
dependendo do objetivo.

Esses parametros acabam exercendo uma influéncia maior nas culturas
autotroficas, uma vez que a maioria das microalgas necessitam de luz para
realizar seu processo fotossintético (WAHIDIN et al., 2013). Porém, é necessario
que a intensidade luminosa e o fotoperiodo escolhidos sejam suficientes para
que a microalga nédo sofra com o excesso de luz ou mesmo a falta de
luminosidade, que caracteriza a fotolimitagdo, ou seja, quando a intensidade
luminosa ou exposicao € superiora ao que as microalgas suportam (CHEN et al.,
2011).

Esses fatores séo considerados primordiais em um cultivo de microalga,
visto que deve considerar as espécies de microalga, por apresentarem
necessidades especificas, o volume da cultura, a densidade celular que pode
ser desenvolvida ao longo do cultivo para melhorar a eficiéncia do crescimento
da biomassa e a produtividade da biomassa (WAHIDIN et al., 2013). O excesso
de iluminacao, por exemplo pode estimular que o excesso de carboidratos /
acucares seja convertido em lipidios, reduzindo a divisdo celular (MITRA et al.,
2012).

2.5 PARAMETROS CINETICOS APLICADOS A MICROALGA

A determinacdo de parametros cinéticos de cultivos de microalgas é
importante para o entendimento da fisiologia celular e a otimizagéo dos sistemas
de producdo. Diversos dados referentes aos parametros cinéticos forma
copilados da literatura e se encontram disponiveis nos apéndices, apresentados
em forma de tabelas (Tabela 2.2, 2.3, 2.4, 2.5 e 2.6). Os parametros mais
avaliados nos estudos com microalgas sao a velocidade especifica maxima de
crescimento (Mmax) € a produtividade de biomassa (Px) (Tabela 2.2). Esses dois
parametros juntamente com a concentracdo maxima de biomassa (Xmax) foram
compilados da literatura para microalgas do género Chlorella (Tabela 2.3),
Spirulina (Tabela 2.4), Scenedesmus (Tabela 2.5), além de outras espécies

(Tabela 2.6), a fim de fazer uma comparacao em termos de fonte e concentracao
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de carbono, meio, temperatura, pH, fotoperiodo e intensidade luminosa, uma vez
que aspectos quimicos e fisicos podem influenciar o cultivo de microalgas
(Tabelas 2.3, 2.4, 2.5 e 2.6).

Para as espécies de Chlorella, observa resultados de cultivos
mixotréficos e heterotréficos, com diferentes fontes de carbono, desde glicose
até subprodutos e residuos industriais, além das culturas autotréficas com
diéxido de carbono (Tabela 2.3). Por exemplo, pode-se observar que o estudo
realizado por Mondal et al. (2014) a fonte de carbono que mais demonstrou
viabilidade para cultivo da Chlorella sp. foi soro de queijo, pois resultou ha maior
concentragdo celular de 1,62 g L enquanto a cultura autotréfica apresentou
concentragdo celular de apenas 0,69 g L (Tabela 1.3).

Outro exemplo é o estudo realizado por Salati et al. (2017), que avaliou
diferentes subprodutos industriais como fonte de carbono para a microalga
Chlorella vulgaris. Eles relataram que a maior concentracéo de células (2,59 g
L1) e produtividade celular (0,52 g Lt d!) foram obtidas com soro de queijo.
Houve um aumento de 2 vezes em relacdo ao cultivo autotréfico que atingiu a
concentracdo celular de 1,21 g L e produtividade celular de 0,24 g L* d*
(Tabela 2.3). De acordo com Abreu et al. (2012), quando se utiliza soro de queijo
como fonte de carbono, é possivel aumentar a concentracdo de células de 1,6
para 2,9 vezes em relacdo as culturas autotroficas.

Em um estudo conduzido por Barrocal et al. (2010) com Spirulina
maxima, a vinhaca de beterraba em varias concentra¢des foi usada como fonte
de carbono. Para o cultivo mixotréfico, a maior concentracéo celular obtida foi
de 4,8 g L! e a maior produtividade celular foi de 0,24 g L d* enquanto que
para o cultivo autotréfico a concentracédo celular obtida foi de 4,0 g L e a
produtividade celular foi 0,20 g L d! (Tabela 2.4). A partir dai, conclui que néo
existem tais diferengas de crescimento considerando esses dois substratos.

Outra fonte de carbono amplamente utilizada em cultivos mixotroficos é
o glicerol, residuo industrial da producdo de biodiesel. Um estudo realizado por
Andruleviciute et al. (2014) mostraram que a maior concentragéo celular de 1,92
g L* foi obtida para Chlorella sp. usando 5 g de glicerol por litro de meio (Tabela
2.3). Essa concentracao foi a mesma que apresentou maior concentragao celular

de 2,15 g L e produtividade celular de 0,229 g L d* para Scenedesmus sp.
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(Tabela 2.5). Porém, considerando a produtividade celular, melhores resultados
foram obtidos com glicerol a 2 g L* para Chlorella sp. (0,227 g L d!; Tabela
2.3). Emrelacéo aos cultivos autotroficos, foram obtidas concentracdes celulares
de 1,58 e 1,67 g L e produtividades celulares de 0,089 e 0,094 g L* d! para
Chlorella sp. (Tabela 2.3) e Scenedesmus sp. (Tabela 2.5), respectivamente.
Assim, pode-se concluir que Chlorella sp. tem seu metabolismo mais adaptado
tanto para cultivo mixotréfico com glicerol quanto para cultivo autotrofico com
diéxido de carbono quando comparado ao Scenedesmus sp.

Considerando outras espécies de microalgas, Morowvat e Ghasemi
(2016), avaliando o tradicional meio de cultura Johnson para Dunaliella salina,
mostrou que a glicose na concentracdo de 15 g L foi a mais adequada para o
aumento da produtividade celular, que foi de 0,46 g L~ d! para o meio otimizado
com glicose, enquanto para o meio tradicional, sem glicose, foi de 0,18 g L* d*
(Tabela 2.6).

Em relacéo as diferentes fontes de carbono, € possivel observar que as
culturas mixotroficas em geral apresentam maiores concentracdes celulares e
produtividades celulares do que as culturas autotréficas para a Chlorella,
Spirulina, Scenedesmus e outras microalgas (Tabelas 2.3, 2.4, 2.5 e 2.6).
Justifica-se pelo fato de que quando uma fonte de carbono orgéanico é adicionada
e a luminosidade mantida, o crescimento e desenvolvimento de microalgas é
induzido pelo aproveitamento de fontes de carbono organico e inorganico,
apresentando assim as vantagens dos metabolismos autotréfico e heterotréfico
no mesmo cultivo (ZHAN et al., 2017).

1.6 CONCLUSAO

Os parametros cinéticos sdo muito Uteis para a avaliagdo de um
processo produtivo em termos da influéncia das varidveis em um sistema
complexo. Eles sdo de facil determinacdo, pois é calculado a partir de
ferramentas matematicas simples e basicas. Os parametros cinéticos fornecem
informacdes rapidas sobre o comportamento dos microrganismos, de forma a
identificar com maior precisédo as condi¢cdes de cultivo mais adequadas para
cada cepa levando em consideracao o potencial de aplicagdes biotecnologicas.

7

Para isso, € importante avaliar criticamente cada um desses parametros. Do
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ponto de vista econémico, as produtividades méaximas de biomassa e produto
Sao 0s parametros mais importantes para definir processos, no entanto, as
velocidade especificas maximas de crescimento e os rendimentos de biomassa
e produto séo cruciais para a compreensao da fisiologia e do metabolismo das

diferentes cepas de microalgas.
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1 Tabela 2.1. Bioprodutos de microalgas e aplicacdes por espécies.

Bioprodutos Aplicacdes Microalga Referéncia

Pigmentos Nutricionais e médicas  Neochloris oleoabundans Castro-Puyana et al., 2013
Dunaliella salina, Arthrospira maxima, Maki-Arvela et al., 2014
Synechococcus sp.

Acidos Farmacéutica e Chlorella sorokiniana Kumar et al. 2014

Graxos cosmética Scenedesmus obliquus Salama et al. 2014

Chlorella sp.

Schizochytrium limacinum

Kumar et al. 2014; Soares
etal., 2012

Nelson and Viamajala,
2016

Micosporinas

Protetor solar

Chlorella sorokiniana, Scenedesmus spp.

Sathasivam et al., 2017

Esterdis Alimentacéo animal Navicula incerta, Asterionella glacialis, Volkman, 2003
Haslea ostrearia
Proteinas Nutricdo humana e Tetraselmis sp. Schwenzfeier et al., 2011
animal Chlorella vulgaris Coustets et al. 2015
Spirulina platensis, Nannochloropsis sp. Wang et al., 2017
Lipideos em Biodiesel Scenedesmus obliquus Salama et al. 2014
geral Chlorella sp., Schizochytrium limacinum Nelson and Viamajala,
2016
Carboidratos  Bioetanol Nannochloropsis sp. Wang et al., 2017

Chlorella sorokiniana

Freitas et al., 2017
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Tabela 2.2. Parametros cinéticos determinados para diferentes espécies de microalgas.

Microalga Umax | Dt | YX/S | Yps | Px | Pp | Objetivo do estudo Referéncia
Auxenochlorella + - + - + - Caracterizagdo do crescimento de microalgas em condig8es heterotréficas utilizando acidos Turon et al., 2015
protothecoides organicos como fonte de carbono.
Botryococcus braunii + - - - + + Investigar o efeito da variagdo da intensidade da luz e do aumento do di6éxido de carbono no Huang et al.,
crescimento de microalgas. 2017
Botryococcus braunii + - - - + - Avaliar a influéncia do fotoperiodo no crescimento e produtividade de microalgas. Krzeminska et
al., 2014
Chlorella minutissima - - - - + + | Avaliar o uso de glicerol bruto de baixo custo em cultivo heterotroéfico. Katiyar et al.,
2017
Chlorella sorokiniana - - + - + + Utilizagdo da madeira de faia (Fagus sylvatica) para o crescimento de microalgas e producéo de | Miazek et al.,
acidos graxos e pigmentos. 2017
Chlorella sorokiniana + - + - + - Caracterizagdo do crescimento de microalgas em condig8es heterotréficas utilizando acidos Turon et al., 2015
orgéanicos como fonte de carbono.
Chlorella vulgaris + - - - + Avaliar a capacidade de remover poluentes organicos e inorganicos de fontes agricolas. Baglieri et al.,
2016
Chlorella vulgaris - - - + - Investigar a decomposi¢éo da biomassa de algas guando exposta a altas temperaturas. Ali et al., 2015
Chlorella vulgaris + - - - - - Verificar como o crescimento influencia o tamanho da célula microalgal e investigar o possivel Dewan et al.,
efeito no conteldo intracelular. 2012
Chlorella vulgaris - - - - + + Uso de efluente para cultivo de microalgas e producéo de lipidios. Ebrahimian et al.,
2014
Dunaliella salina - - - - + - Maximizar a produgéo de biomassa. Khadim et al.,
2018
Monoraphidium + - - - + - Avaliar a viabilidade do uso de vérias fontes de carbono para estimular o crescimento e a Yee, 2015
griffithii produtividade da biomassa.
Nannochloropsis - - - - + - Investigar a decomposi¢éo da biomassa de algas quando exposta a altas temperaturas. Ali et al., 2015
oculta
Neochloris conjuncta + - - - + - Avaliar a influéncia do fotoperiodo no crescimento e produtividade de microalgas. Krzeminska et
al., 2014
Neochloris terrestris + - - - + - Avaliar a influéncia do fotoperiodo no crescimento e produtividade de microalgas. Krzeminska et
al., 2014
Neochloris texensis + - - - + - Avaliar a influéncia do fotoperiodo no crescimento e produtividade de microalgas. Krzeminska et
al., 2014
Scenedesmus + - - - + + | Verificar o efeito das luzes vermelha e branca em rela¢&o ao crescimento celular, assimilacdo de | Gupta and
abundans carbono, respiracdo celular, producédo de pigmentos e lipidios e perfil de acidos graxos. Pawar, 2018
Scenedesmus + - - - + - Avaliar a influéncia do fotoperiodo no crescimento e produtividade de microalgas. Krzeminska et
obliquus al., 2014
Scenedesmus + - - - + - Avaliar a capacidade de remover poluentes organicos e inorganicos de fontes agricolas. Baglieri et al.,
quadricauda 2016
Spirulina sp. + + - - + - Estimular o aumento de carboidratos nas células das microalgas. Braga et al., 2018
Mix of microalgae + - - - - + Otimizagao do meio de cultura para aumentar o acimulo de lipidios. Fazeli Danesh et

al., 2018

Mmax = velocidade especifica maxima de crescimento; Dr: tempo de duplicacéo; Yws = rendimento de biomassa; Yeis = rendimento de produto; Px:
produtividade de biomassa; Pe: produtividade de produto: +: presenga; -: auséncia.
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Tabela 2.3. Parametros cinéticos obtidos de cultivos de Chlorella.

Microalga S Fonte de carbona Umax PP Xmax Px T pH Meio de Cultvo Intensidade | Referéncia
(gL d?h (h:h) | (gLh (gLtd?h) (°C) luminosa
D) (umol m?s-
)
Chlorella sp. - 0.158+0.016 | 8:16 1.58 0.089+0.003 | 22+2 | 7.6x0.2 | Mod. BG11 ~250 Andruleviciute et
al., 2014
Chlorella sp. 2 Glicerol 0.342+0.029 | 8:16 1.65 0.227+0.027 | 22+2 | 7.6+0.2 | BG11 ~250 Andruleviciute et
al., 2014
Chlorella sp. 5 Glicerol 0.188+0.016 | 8:16 1.92 0.148+0.009 | 22+2 | 7.6+£0.2 | BG11 ~250 Andruleviciute et
al., 2014
Chlorella sp. 10 Glicerol 0.122+0.003 | 8:16 1.70 0.138+0.003 | 22+2 | 7.6+£0.2 | BG11 ~250 Andruleviciute et
al., 2014
Chlorella sp. *a Dioxido de carbono 0.44 12:12 | 0.95 0.03 25 6.9 BG11 70 Mondal et al.,
BTA 9031 2016
Chlorella sp. 5 Acetate de sddio 121 12:12 | 1.45 0.06 25 6.9 BG11 70 Mondal et al.,
BTA 9031 2016
Chlorella sp. 5 Bicarbonato de sédio 0.27 12:12 | 0.71 0.01 25 6.9 BG11 70 Mondal et al.,
BTA 9031 2016
Chlorella sp. 5 Frutose 1.2 12:12 | 1.24 0.05 25 6.9 BG11 70 Mondal et al.,
BTA 9031 2016
Chlorella sp. 5 Permeado de soro de 1.8 12:12 | 1.62 0.07 25 6.9 BG11 70 Mondal et al.,
BTA 9031 queijo 2016
Chlorella sp. 5 Molasses 1.47 12:12 | 1.55 0.07 25 6.9 BG11 70 Mondal et al.,
BTA 9031 2016
Chlorella *b Diéxido de carbono 0.86 - 0.39 0.028 25 - Watanabe 25 lliman et al., 2000
emersonii
Chlorella *b Diéxido de carbono 0.46 - 111 0.079 25 - Watanabe LN 25 lliman et al., 2000
emersonii
Chlorella *C Diéxido de carbono 0.10+0.06 - 2.06 - 25 8 Jattner 200 Borkenstein et al.,
emersonii 2011
Chlorella *C Diéxido de carbono do 0.13+0.08 - 2.00 - 25 8 Jattner 200 Borkenstein et al.,
emersonii gas de combustdo 2011
Chlorella - Efluente da pecuaria 0.61 - 35 - Mod. BG11 160 Kim and Kim,
emersonii 2017
Chlorella - Efluente da pecuaria 0.53 - 35 - Mod. BG11 160 Kim and Kim,
emersonii 2017
Chlorella - Efluente da pecuaria 0.51 - 35 - Mod. BG11 160 Kim and Kim,
emersonii 2017
Chlorella *b Diéxido de carbono 0.43 - 0.46 0.032 25 - Guillards 25 lliman et al., 2000
minutissima
Chlorella *b Dioxido de carbono 0.43 - 0.22 0.016 25 - Guillards LN 25 lliman et al., 2000
minutissima
Chlorella 10 Glicerol 0.91+0.1 24:00 | 2.67+0.3 24 - BG11+pep. 100 Sforza et al., 2011
protothecoides
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Chlorella 10 Glicerol 0.87+0.01 - 1.10+0.2 24 - BG11+pep. Nao Sforza et al., 2011

protothecoides informado

Chlorella *b Dioxido de carbono 0.33 - 0.03 0.002 25 - Watanabe 25 lliman et al., 2000

protothecoides

Chlorella *b Dioxido de carbono 0.27 - 0.33 0,023 25 - Watanabe LN 25 lliman et al., 2000

protothecoides

Chlorella *b Di6xido de carbono 0.58 - 0.04 0.002 25 - Watanabe 25 lliman et al., 2000

sorokiniana

Chlorella *b Di6xido de carbono 0.19 - 0.07 0.004 25 - Watanabe LN 25 lliman et al., 2000

sorokiniana

Chlorella *e Dioxido de carbono 0.05 - - 6.00 32 7 TBP 180+20 Ojo et al., 2014

sorokiniana

Chlorella *e Dioxido de carbono 0.05 - - 6.07 32 7 TBP 180+20 Ojo et al., 2014

sorokiniana

Chlorella *e Di6xido de carbono 0.09 - - 6.05 32 7 TBP 180+20 Ojo et al., 2014

sorokiniana

Chlorella *e Di6xido de carbono 0.11 - - 6.61 32 7 TBP 180+20 Ojo et al., 2014

sorokiniana

Chlorella *e Dioxido de carbono 0.12 - - 6.23 32 7 TBP 180+20 Ojo et al., 2014

sorokiniana

Chlorella - Efluente da pecuaria 0.34 35 - Mod. BG11 - 160 Kim and Kim,

sorokiniana nitrogen 2017

Chlorella - Efluente da pecuaria 0.45 35 - Mod. BG11 - 160 Kim and Kim,

sorokiniana nitrogénio 2017

Chlorella - Efluente da pecuaria 0.33 35 - Mod. BG11 — 160 Kim and Kim,

sorokiniana nitrogénio 2017

Chlorella - - 0.04+0.02 - 3.76+0.02 | 0.63+0.02 - 10+£0.1 | Zarrouk *f 1.88-555 De Bhowmick et

variabilis al., 2014

Chlorella - - 0.09+0.02 - 4.90+0.08 | 1.07+0.08 - 10+£0.1 | Zarrouk *f 1.88-555 De Bhowmick et

variabilis al., 2014

Chlorella - - 0.38+0.04 - 8.11+0.04 | 1.76+0.04 - 10+£0.1 | Zarrouk *f 1.88-555 De Bhowmick et

variabilis al., 2014

Chlorella - - 0.43+0.02 - 6.65+0.04 | 1.70+0.04 - 10+£0.1 | Zarrouk *f 1.88-555 De Bhowmick et

variabilis al., 2014

Chlorella - - 0.31+0.04 - 6.00+£0.06 | 1.32+0.06 - 10+0.1 | Zarrouk *f 1.88-555 De Bhowmick et

variabilis al., 2014

Chlorella - 0.21+0.02 - 7.20£0.01 | 1.55+0.01 - 10+0.1 | Zarrouk *f 1.88-555 De Bhowmick et

variabilis al., 2014

Chlorella - 0.16+0.03 - 5.06+0.06 | 1.14+0.06 - 104+0.1 | Zarrouk *f 1.88-555 De Bhowmick et

variabilis al., 2014

Chlorella vulgaris | 2.2 Soro de queijo - 12:12 | 2.59+0.04 | 0.52+0.02 25 8.4 BG11 370 Salati et al., 2017

Chlorella vulgaris | 2.2 Ultrafiltrado digerido - 12:12 | 1.67+0.03 | 0.33+0.04 25 8.4 BG11 370 Salati et al., 2017
mais glicerol

Chlorella vulgaris | 2.2 Residuo de Vinho - 12:12 | 1.75+0.05 | 0.35+0.02 25 8.4 BG11 370 Salati et al., 2017
Branco

Chlorella vulgaris | - Dioxido de carbono - 12:12 | 1.21+0.02 | 0.24 £ 0.03 25 8.4 BG11 370 Salati et al., 2017
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Chlorella vulgaris | - Solucéo de soro de leite | 0.12+0.00 24:0 1.98+0.43 | 0.32£0.13 30 - - 70 Abreu et al., 2012
em p6 ndo hidrolisado
Chlorella vulgaris | - Mistura de glicose e 0.47+0.05 24:0 2.24+0.34 | 0.46+0.09 30 - - 70 Abreu et al., 2012
galactose
Chlorella vulgaris | - Solugéo de soro de leite | 0.43+0.00 24:0 3.58+0.12 | 0.75+0.01 30 - - 70 Abreu et al., 2012
em pé hidrolisado
Chlorella vulgaris | *h Dioxido de carbono 0.13+0.01 24:0 1.22+0.12 | 0.10+0.01 30 - - 70 Abreu et al., 2012
Chlorella vulgaris | - Extrato de casca de - 24:0 2.20 0.183 26 4.4-8.5 | Extrato de casca | 160-180 Park et al., 2014
laranja de laranja
Chlorella vulgaris | 5 Glicose - 24:0 0.65 0.052 26 4.4-8.5 | Mod. BG11 160-180 Park et al., 2014
Chlorella vulgaris | - Di6xido de carbono - 24:.0 0.44 0.036 26 4.4-8.5 | BG11 160-180 Park et al., 2014
Chlorella vulgaris | 10 Lactose 0.29+0.02 - 1.60+0.01 | 0.12+0.01 27+1 | 6.8 BBM com soro 72+4 De Melo et al.,
de queijo 2018
Chlorella vulgaris | 0.1 Licor de milho 0.38+0.01 - 2.10+0.01 | 0.20+0.02 27+1 | 6.8 BBM com licor 7214 De Melo et al.,
*g de maceragédo 2018
de milho
Chlorella vulgaris | 0.2 Vinhaga 0.34+0.0 - 0.77+0.03 | 0.09+0.02 27+1 | 6.8 BBM com 7214 De Melo et al.,
*g vinhaca 2018
Chlorella vulgaris | - - 0.29+0.0 - 0.91+0.02 | 0.08+0.02 27+1 | 6.8 BBM 7214 De Melo et al.,
2018
Chlorella vulgaris | 1/25 Glutamato monossédico | - 24:0 0.80+0.05 | 0.049 25+3 | 7.0 MSGW 30 Jietal., 2014
*d
Chlorella vulgaris | 1/50 Glutamato monossodico | - 24:0 0.97+0.01 | 0.058 25¢3 | 7.0 MSGW 30 Jietal., 2014
*d
Chlorella vulgaris | 1/100 | Glutamato monossoédico | - 24:0 1.02+0.05 | 0.061 25¢3 | 7.0 MSGW 30 Jietal., 2014
*d
Chlorella vulgaris | 1/200 | Glutamato monossoédico | - 24:0 0.78+0.00 | 0.047 25+3 | 7.0 MSGW 30 Jietal., 2014
*d
Chlorella vulgaris | 1/400 | Glutamato monossoédico | - 24:0 0.56+0.02 | 0.034 25+3 | 7.0 MSGW 30 Jietal., 2014
*d
Chlorella vulgaris | 1/600 | Glutamato monossoédico | - 24:0 0.47+0.02 | 0.030 25¢3 | 7.0 MSGW 30 Jietal., 2014
*d
Chlorella vulgaris | 1/800 | Glutamato monossoédico | - 24:0 0.43+0.01 | 0.028 25¢3 | 7.0 MSGW 30 Jietal., 2014
*d
Chlorella vulgaris | - Di6xido de carbono - 24:.0 0.35+0.02 | 0.022 25+3 | 7.0 BG11 30 Jietal, 2014
Chlorella vulgaris | 10 Glicose - 24 7.1 - 28 6.8 MBM 11.87 Mitra et al., 2012
Chlorella vulgaris | - Soro de soja - 24 5 - 28 6.8 - 11.87 Mitra et al., 2012
Chlorella vulgaris | - Vinhaca fina - 24 8.3 - 28 6.8 - 11.87 Mitra et al., 2012
Chlorella vulgaris | 10 Glucose - 24 5.6 - 28 6.8 MBM Nao Mitra et al., 2012
informado
Chlorella vulgaris | - Soro de soja - 24 25 - 28 6.8 - Nao Mitra et al., 2012
informado
Chlorella vulgaris | - Vinhaga fina - 24 5.8 - 28 6.8 - Nao Mitra et al., 2012
informado
Chlorella vulgaris | - Glicose *i - 24 8.0+0.2 2.0+ 0.05 28 6.8 MBM 11.87 Mitra et al., 2012
Chlorella vulgaris | - Soro de soja *i - 24 6.3+0.1 1.6+ 0.03 28 6.8 - 11.87 Mitra et al., 2012
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Chlorella vulgaris | - Vinhaga fina *i - 24 9.840.3 2.5+ 0.08 28 6.8 - 11.87 Mitra et al., 2012
Chlorella vulgaris | *b Didxido de carbono 0.99 - 0.41 0.041 25 - Watanabe 25 lliman et al., 2000
Chlorella vulgaris | *b Dioxido de carbono 0.77 - 0.52 0.037 25 - Watanabe LN 25 lliman et al., 2000

S: Concentragdo da fonte de carbono; umax: velocidade especifica maxima de crescimento; PP: fotoperiodo; Xmax: concentragdo celular méxima; Px:
produtividade celular; LN: baixo nitrogénio; TBP: meio de fosfato de base Tris; Mod .: modificado; * a: 3% v / v de CO2 com um fluxo de 0,25 L min-%;
*b: 5% v /v de CO2 com um fluxo de 1,0 L min-%; * ¢ com gas de combustdo, a concentragéo final de CO 2 foi 67,8 + 3,5; e com o CO2 puro foi de
71,2 + 3,5 Kg; * diluicao d descrita em Ji et al., 2014, sem especificagdo; * e: 2% v / v de CO2 com vazdo de 0,2 L min‘; * f: relacionado as estagtes
do ano; * g: concentracdo em % v/v (mL/L); *h: 2% v /v de COg; * i refere-se ao uso de biorreator, os demais tratamentos neste estudo ocorreram
em frascos Erlenmeyer; "-": Ndo mencionado.
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Tabela 2.4. Pardmetros cinéticos obtidos em cultivos de Spirulina.

Microalga S Fonte de Hmax PP Xmax Px T pH Meio de Cultvo Intensidade | Referéncia
(gL | carbona (dh (h:h) | (gLh (gL*d?) (°C) luminosa
D) (umol m2s-
)
Spirulina - - 0.11+0.01 | 16:08 | 4.0+0.1 0.20+0.01 | 32 9.3 Schlésser 81 Barrocal et
maxima al., 2010
Spirulina 1 Vinhagade | 0.13+0.05 | 16:08 | 4.8+0.2 0.24+0.01 | 32 9.3 Schlésser+vinhaca 81 Barrocal et
maximas beterraba al., 2010
Spirulina 2 Vinhaga de | 0.11+0.06 | 16:08 | 4.3+0.1 0.16+0.01 | 32 9.3 Schlésser+vinhaga 81 Barrocal et
maxima beterraba al., 2010
Spirulina 5 Vinhagade | 0.17+0.01 | 16:08 | 4.8+0.2 0.15+0.01 | 32 9.3 Schlésser+vinhaga 81 Barrocal et
maxima beterraba al., 2010
Spirulina 7 Vinhagade | - 16:08 | - - 32 9.3 Schlésser+vinhaca 81 Barrocal et
maxima beterraba al., 2010
Spirulina 2 Vinhaga de | 0.08+0.05 | 16:08 | 3.5+0.3 0.16+0.02 | 32 9.3 Schlésser+ vinhaca alcalinizada diluida 81 Barrocal et
maxima beterraba al., 2010
Spirulina 5 Vinhaga de | 0.08+0.05 | 16:08 | 3.5+0.3 0.15+0.02 | 32 9.3 Schlésser+ vinhaca alcalinizada diluida 81 Barrocal et
maxima beterraba al., 2010
Spirulina - - 0.97 12:12 | - - 30+£3 | 95 AO 70 Dos Santos
maxima et al, 2016
Spirulina 0.1 Vinhagade | 0.28 12:12 | 0.676 - 30+3 | 9.5 AO 70 Dos Santos
maxima *a cana etal., 2016
Spirulina 1.0 Vinhagade | 0.14 12:12 | 0.716 - 30+3 | 9.5 AO 70 Dos Santos
maxima *a cana etal., 2016
Spirulina 0.1 Vinhacade | 0.54 - - - 30+£3 | 95 AO Nao Dos Santos
maxima *a cana informado etal., 2016
Spirulina 1.0 Vinhaca de | 1.02 - - - 30+£3 | 95 AO Nao Dos Santos
maxima *a cana informado et al, 2016
Spirulina 0.5 Glicose 0.1272 12:12 | 4.02+0.07 | - 30 - Zarrouk 24.3 Muliterno et
platensis al., 2005
Spirulina 0.5 Glicose 0.1104 12:12 | 5.35+0.05 | - 30 - Zarrouk 40.5 Muliterno et
platensis al., 2005
Spirulina 0.5 Glicose 0.3312 12:12 | 1.28+0.02 | - 30 - Zarrouk 24.3 Muliterno et
platensis al., 2005
Spirulina 0.5 Glicose 0.1512 12:12 | 5.38+0.09 | - 30 - Zarrouk 40.5 Muliterno et
platensis al., 2005
Spirulina 1.0 Glicose 0.0336 12:12 | 3.18+0.03 | - 30 - Zarrouk 24.3 Muliterno et
platensis al., 2005
Spirulina 1.0 Glicose 0.1152 12:12 | 3.09+0.02 | - 30 - Zarrouk 40.5 Muliterno et
platensis al., 2005
Spirulina 1.0 Glicose 0.0984 12:12 | 2.51+0.04 | - 30 - Zarrouk 24.3 Muliterno et
platensis al., 2005
Spirulina 1.0 Glicose 0.2328 12:12 | 1.50+0.04 | - 30 - Zarrouk 40.5 Muliterno et
platensis al., 2005
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Spirulina - - 0.17 - - 0.29 30+1 | 95 Schldsser 55 Converti et
platensis al., 2006
Spirulina - - 1.7 - - 0.42 30+1 | 95 Schlésser 80 Converti et
platensis al., 2006
Spirulina - - 0.19 - - 0.62 301 | 95 Schlésser 120 Converti et
platensis al., 2006
Spirulina - - 0.13 - - 0.18 30+1 | 9.5 Schldsser 550 Converti et
platensis al., 2006
Spirulina - - 0.12*b - - 0.05 30+1 | 95 Schlbsser 55 Converti et
platensis al., 2006
Spirulina - - 0.098 *b - - 0.054 301 | 95 Schlésser 55 Converti et
platensis al., 2006
Spirulina - - 0.081 *b - - 0.06 301 | 95 Schlésser 55 Converti et
platensis al., 2006
Spirulina 16.8 | Bicarbonato | 0.031 12:12 | - 0.019 30 - Zarrouk 33.75 Reihner and
platensis de sadio Costa, 2006
Paracas

Spirulina 16.8 | Bicarbonato | 0.034 12:12 | - 0.022 30 - Zarrouk 33.75 Reihner and
platensis de sadio Costa, 2006
LEB-52

Spirulina 16.8 | Bicarbonato | 0.20 12:12 | - - 20 9 Zarrouk 25.65 Costa et al.,
platensis de sadio 2000
Spirulina 16.8 | Bicarbonato | 0.24 12:12 | - - 20 9 Zarrouk+0.003 g/L nitrato de sédio 25.65 Costa et al.,
platensis de sadio 2000
Spirulina 16.8 | Bicarbonato | 0.28 12:12 | - - 20 9 Zarrouk+0.015 g/L nitrato de sédio 25.65 Costa et al.,
platensis de sédio 2000
Spirulina 16.8 | Bicarbonato | 0.26 12:12 | - - 20 9 Zarrouk+0.030 g/L nitrato de sédio 25.65 Costa et al.,
platensis de sédio 2000
Spirulina 16.8 | Bicarbonato | 0.23 12:12 | - - 20 9 Zarrouk+0.060 g/L nitrato de sédio 25.65 Costa et al.,
platensis de sadio 2000
Spirulina 2.8 Bicarbonato | 0.25 12:12 | 0.75 0.145 30 8.2 Mod. Zarrouk 43.2 Andrade et
platensis de sadio al., 2008
Spirulina 5 Bicarbonato | 0.12 12:12 | 0.64 0.079 30 8.2 Mod. Zarrouk 43.2 Andrade et
platensis de sadio al., 2008
Spirulina 10 Bicarbonato | 0.16 12:12 | 0.55 0.088 30 8.2 Mod. Zarrouk 43.2 Andrade et
platensis de sédio al., 2008
Spirulina 20 Bicarbonato | 0.10 12:12 | 0.5 0.069 30 8.2 Mod. Zarrouk 43.2 Andrade et
platensis de sadio al., 2008
Spirulina 50 Bicarbonato | 0.09 12:12 | 0.21 0.011 30 8.2 Mod. Zarrouk 43.2 Andrade et
platensis de sadio al., 2008
Spirulina - - 0.71 - 2.105 0.114 30+1 | 8.7 Paoletti+20% nitrato de potassio +15 mM 156+6 Rodrigues et
platensis cloreto de ambnio al., 2011
Spirulina - - 0.75 - 2.613 0.135 30+1 | 8.7 Schlésser+20% nitrato de potassio +7.5 mM 156+6 Rodrigues et
platensis cloreto de ambnio al., 2011
Spirulina - - 0.30 - 2.252 0.097 301 | 8.7 Schldsser+20% nitrato de potassio +7.5 mM 15616 Rodrigues et
platensis cloreto de aménio al., 2011
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Spirulina - - 0.60 - 2.338 0.108 30+1 | 8.7 Schlésser+20% nitrato de potassio +7.5 mM 156+6 Rodrigues et
platensis cloreto de amodnio +1:33 carbonato de sodio / al., 2011
hidrogenocarbonato de sédio

S: Concentragdo da fonte de carbono; pmax: velocidade especifica maxima de crescimento; PP: fotoperiodo; Xmax: concentragao celular maxima; Px:
produtividade celular; * a:% de v / v (mL / L); * b: Os autores (Converti et al., 2006) utilizaram diferentes concentracfes celulares iniciais,
respectivamente: 0,15, 0,30 e 0,50 gL*; Mod.: modificado; "-": Ndo mencionado.
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Tabela 2.5. Parametros cinéticos obtidos a partir de cultivos Scenedesmus.

Microalga S Fonte de carbona Hmax PP Xmax | Px T pH Meio de Intensidade Referéncia
(gL (dh (h:h) | (gL | (gL*d?) (°C) Cultvo luminosa
D) (umol m?s-
)
Scenedesmus sp. 10 Glicose 0.23 12:12 | 0.757 | 0.079 25+2 | - BG11 150 Pancha et al., 2015
Scenedesmus sp. - - 0.124+0.027 | 8:16 1.67 0.094+0.006 | 22+2 | 7.6+0.2 | Mod. ~250 Andruleviciute et al.,
BG11 2014

Scenedesmus sp. 2 Glicerol 0.154+0.023 | 8:16 1.87 0.141+0.029 | 22+2 | 7.6+0.2 | BG11 ~250 Andruleviciute et al.,
2014

Scenedesmus sp. 5 Glicerol 0.220+0.003 | 8:16 2.15 0.229+0.047 | 22+2 | 7.6+0.2 | BG11 ~250 Andruleviciute et al.,
2014

Scenedesmus sp. 10 Glicerol 0.127+0.011 | 8:16 - 0.092+0.007 | 22+2 | 7.6+0.2 | BG11 ~250 Andruleviciute et al.,
2014

Scenedesmus 5 Aguas residuais de - - 0.42 - 27 - - 120 Jietal, 2015

obliquus alimentos +10% CO,

Scenedesmus 10 Aguas residuais de - - 0.44 - 27 - - 120 Jietal, 2015

obliquus alimentos r+14% CO,

Scenedesmus 4 Xilose 0.21 24:0 2.2 - - - BG11 160 Yang et al., 2014

obliquus

Scenedesmus 4 Glicose 0.30 24:0 - - - - BG11 160 Yang et al., 2014

obliquus

Scenedesmus 2 Xilose 0.32 24:0 - 0.2113 25+1 | 7-7.5 BG11 60 Song and Pei, 2018

quadricauda

Scenedesmus 4 Xilose 0.35 24:0 - 0.3614 25+1 | 7-7.5 BG11 60 Song and Pei, 2018

quadricauda

Scenedesmus 6 Xilose - 24:0 - 0.3108 25+1 | 7-7.5 BG11 60 Song and Pei, 2018

quadricauda

Scenedesmus 8 Xilose - 24:0 - 0.271 25+1 | 7-7.5 BG11 60 Song and Pei, 2018

quadricauda

Scenedesmus 10 Xilose 0.35 24:0 - 0.2581 25+1 | 7-7.5 BG11 60 Song and Pei, 2018

quadricauda

Scenedesmus 0 Xilose 0.1 24:0 - 0.0186 25+1 | 7-7.5 BG11 60 Song and Pei, 2018

quadricauda

S: Concentragdo da fonte de carbono; umax: velocidade especifica maxima de crescimento; PP: fotoperiodo; Xmax: concentragdo celular méxima; Px:
produtividade celular; Mod.: modificado; "-": Ndo mencionado.
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Tabela 2.6. ParAmetros cinéticos obtidos a partir do cultivo de varias outras cepas de microalgas.

Microalga S Fonte de carbona Umax PP Xmax Px T pH | Meio de Cultvo Intensidade | Referéncia
(gL (dh (h:h) | (gLh (gL*d | (°C) luminosa
h D) (umol m2s-
)
Dunaliella salina - - 0.24 - 0.571 0.18 25 - Johnson 60 Morowvat and
Ghasemi, 2016
Dunaliella salina 15.0 | Glicose 0.37 - 0.997 0.46 25 - Johnson otimizado (com 60 Morowvat and
Glicose ) Ghasemi, 2016
Dunaliella salina 5 Bicarbonato de 0.70 - - - 25 - Mod. Johnson 340 Kim et al., 2017
sadio
Dunaliella salina 5 Bicarbonato de 1.05 12:12 | - - 25 - Mod. Johnson 340 Kim et al., 2017
so6dio
Haematococcus 24 Acetate de sodio - 12:12 | 0.834+0.031 | - 24 8 MCM ~57 Sun et al., 2015
pluvialis
Haematococcus 24 Acetate de sodio - 12:12 | 0.832+0.027 | - 20 8 MCM ~57 Sun et al., 2015
pluvialis
Haematococcus 24 Acetate de sédio - 12:12 | 0.863+0.030 | - 18 8 MCM ~57 Sun et al., 2015
pluvialis
Haematococcus 24 Acetate de sodio - 12:12 | 0.894+0.032 | - 16 8 MCM ~57 Sun et al., 2015
pluvialis
Haematococcus *a Dioxido de carbono 0.236 12:12 | 2.028+0.09 - 23+2 | 7 - 202.5-405 Haque et al., 2017
pluvialis
Haematococcus *a Dioxido de carbono 0.280 12:12 | 2.836+0.03 - 23+2 | 7 - 202.5-405 Haque et al., 2017
pluvialis
Haematococcus *a Di6xido de carbono 0.317 12:12 | 4.37+0.07 - 23+2 | 7 - 202.5-405 Haque et al., 2017
pluvialis
Haematococcus *a Di6xido de carbono 0.013 12:12 | 0.259+0.02 - 23+2 | 7 - 202.5-405 Haque et al., 2017
pluvialis
Nannochloropsis - Di6xido de carbono - 12:12 | 0.61+0.03 - 25+2 | 7.5 | /2 solugdo Guillard *c 150 Fakhry and EI
salina atmosférico Maghraby, 2015
Nannochloropsis - Di6xido de carbono - 12:12 | 0.57+0.06 - 25+2 | 7.5 | /2 solug&o Guillard com 150 Fakhry and EI
salina atmosférico baixo N *b Maghraby, 2015
Nannochloropsis - Di6xido de carbono - 12:12 | 0.53+0.05 - 25+2 | 7.5 | f/2 solug&o Guillard com 150 Fakhry and El
salina atmosférico baixo N *b Maghraby, 2015
Nannochloropsis - Di6xido de carbono - 12:12 | 0.48+0.02 - 25+2 | 7.5 | f/2 solug&o Guillard com 150 Fakhry and El
salina atmosférico baixo N *b Maghraby, 2015
Nannochloropsis - Di6xido de carbono - 12:12 | 0.42+0.05 - 15 7.5 | f/2 solugéo Guillard 150 Fakhry and EI
salina atmosférico Maghraby, 2015
Nannochloropsis - Di6xido de carbono - 12:12 | 0.45+0.04 - 20 7.5 | /2 solug&o Guillard 150 Fakhry and El
salina atmosférico Maghraby, 2015
Nannochloropsis - Dioxido de carbono - 12:12 | 0.5+0.04 - 25 7.5 | f/2 solugdo Guillard 150 Fakhry and El
salina atmosférico Maghraby, 2015
Nannochloropsis - Di6xido de carbono - 12:12 | 0.53+0.02 - 30 7.5 | f/2 solucéo Guillard 150 Fakhry and EI
salina atmosférico Maghraby, 2015
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Nannochloropsis - Di6xido de carbono - 12:12 | 0.51+0.02 - 35 7.5 | /2 solugéo Guillard 150 Fakhry and EI
salina atmosférico Maghraby, 2015
Nannochloropsis 10 Glicerol 0.36+£0.2 | 24:.0 0.43+0.2 - 24 - f/2 solugéo Guillard mod. 100+10 Sforza et al., 2011
salina

Nannochloropsis 10 Glicerol 0.01 - 0.05 - 24 - N&o informado 100+10 Sforza et al., 2011
salina

S: Concentragdo da fonte de carbono; pmax: velocidade especifica maxima de crescimento; PP: fotoperiodo; Xmax: concentragao celular maxima; Px:
produtividade celular; * a:% de CO2: ar, 2,5, 5 e 10 v/ v (mL/L); * b: Baixo N: Baixo nitrogénio, respectivamente 25, 50 e 75% dos niveis originais

usados no meio de controle; * ¢: o meio de controle.
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3. PIGMENTOS MICROALGAIS E OS METODOS DE EXTRACAO,
ANALISE E IDENTIFICACAO

Resumo. Ha uma crescente demanda no sentido de utlizar os
microrganismos fotossintéticos, em especial as microalgas para sintese ou
acumulacdo de compostos de interesse biotecnoldgico. Tais compostos
podem ser destinados para diversas aplicacdes como: alimentacdo animal e
humana, producdo de biocobustiveis, cosméticos, produtos farmacéuticos,
entre outros. Tal fato, associado a diversidade de espécies de microalgas
existentes, permite que se alcance o tao idealizado objetivo. No entanto, deve-
se levar em consideracdo otimizacfes que sao necessarias para que o0
sucesso do processo produtivo seja alcancado. Sendo assim, nesse contexto,
0S pigmentos provenientes das microalgas tem se destacado devido a seus
beneficios & salude humana na prevencdo de diversas doencas. Entdo,
visando um conhecimento sobre a classe de pigmentos existentes bem como
0s métodos de extracdo, analise e identificacdo esse artigo de revisao foi
estruturado, para que assim fossem identificadas as vantagens e
desvantagens de cada um. ApGs um levantamento de periddicos cientificos,
foi possivel verificar a importancia e associacdo dos pigmentos no tratamento
ou prevencao de doencas. Além de verificar que cada classe de pigmentos
apresenta caracteristicas especificas tanto para extracéo e identificacdo. Em
referéncia aos métodos de identificacdo, foi possivel constatar que o uso
métodos cromatograficos, como a cromatografia liquida de alta efeciéncia
(CLAE) a identificacdo é mais precisa e permite quantificar a quantidade de

pigmento.
Palavras-chave: Microalga, Carotenoides, Clorofila, HPLC, Solvente.

Abstract. The crescent demand to use photosynthetic microorganisms,
especially as microalgae for synthetic or accumulation of compounds of
biotechnological interest. Such compounds could be used for several
applications such as animal and human food, production of biofuels,

cosmetics, and pharmaceutical products, among others. This fact, associated
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with the diversity of existing microalgae species, allows us to achieve the long-
dreamed objective. However, optimizations that are necessary for the success
of the production process to be achieved must be taken into account. Thus, in
this context, the pigments from microalgae have stood out due to their benefits
to human health in preventing various diseases. So, a knowledge about the
class of existing pigments as well as the methods of extraction, analysis and
identification this review article was designed, so that the advantages and
disadvantages of each one were assimilated. After conducting the search in
scientific journals, it was possible to verify the importance and association of
pigments in the treatment or prevention of diseases. In addition to checking
that each class of pigments has characteristics that are both specific for
extraction and identification. Referring to the identification methods, was
possible to realize that when using HPLC the identification is more accurate
and it is still possible to quantify the amount of pigment.

Keywords: Microalgae, Carotenoids, Chlorophyll, HPLC, Solvent.

3.1 INTRODUCAO

As microalgas sdo caracerizadas por um grupo bastante diversificado
de micro-organimos, sendo este grupo composto por organismos eucariontes
ou procariontes, dulcicolas ou marinhos, com aproximadamente 72.500
espécies e 16 classes ja catalogadas (BLAIR, KOKABIAN e GUDE et al.,
2014; SILVA et al., 2020).

A extensa diversidade de espécies permite que se obtenha uma
variedade de bioprodutos, provenientes do metabolismo microalgal. Estes sao
carboidratos, lipideos, proteinas, pigmentos, entre outros compostos. Outra
particularidade interessante € que elas sdo versateis no sentido de
adaptabilidade a diferentes ambientes e condigbes climaticas. Tais
caracteristicas estimulam estudos fisiologicos, bem como dos métodos de
recuperacgdo celular, extracdo e purificagcdo de produtos, entre outros. Além
de incentivar investimentos, nos compostos considerados de alto valor

agregado (FRANCHINO et al, 2013; HULTBERG, CARLSSON e
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GUSTAFSSON, 2013; SALATI et al., 2017; GOSH et al., 2017; LEVASSEUR,
PERRE e POZZOBON, 2020).

Os pigmentos das microalgas sdo compostos atribuidos a lista de
produtos de valor econbémico significativo. S8o componentes naturalmente
sintetizados pelas microalgas e possuem propriedades antioxidantes,
anticancer, anti-inflamatorio, entre outras. Quando extraidos, podem ser
purificados e utilizados como um alimento nutricional, precursor de vitaminas,
ou em cosméticos. Sendo assim, existe um apelo comercial farmacéutico,
alimenticio e das industrias cosméticos (D’ALESSANDRO e ANTONIOSI
FILHO, 2016; CHEW et al., 2017; HU et al., 2018).

Os grupos de pigmentos se dividem em carotenoides, ficobilinas e
clorofilas (GUREV, DRAGANCEA e HARITONOQV, 2020), cada qual com suas
particularidades e beneficios a saude humana. Portanto, essa revisédo foi
proposto no sentindo de conhecer mais sobre a classificagdo dos
ficopigmentos, os principais pigmentos encontrados nas microalgas, seus
beneficios a saude humana, além de abordar os métodos de extracao,
purificacdo (se necessario), andlise, identificagdo, bem como as vantagens e

desvantagens de cada método.

3.2 PIGMENTOS MICROALGAIS

Os pigmentos provenientes das microalgas podem ser lipossollveis
ou hidrossollveis. Sdo classificados em trés grupos: carotenoides , ficobilinas
e clorofilas. S&o responsaveis por determinar a cor do microrganismo, por
exemplo, a cor verde é caracteristica das clorofilas, a cor amarela e laranja
caracteristica dos carotenoides e a cor vermelha e azul é carcteristica das
ficobilinas (LEVASSEUR, PERRE e POZZOBON, 2020; GUREV,
DRAGANCEA e HARITONQV, 2020).

Constituem uma diversidade de moléculas com algumas propriedades
importantes, dentre elas a atividade antioxidante que é observada em
diferentes espécies de microalgas, consequentemente diversas aplicagdes

sao evidenciadas, no entanto, vale destacar as relacionadas ao tratamento e
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prevencédo de doencgas cronicas (Tabela 2.1) (RAPOSO, DE MORAIS e DE
MORAIS, 2015).

3.2.1 CAROTENOIDES:

Séo divididos em duas grandes classes, os carotenos (-caroteno, a-
caroteno and licopeno), sdo constituidos basicamente de carbono e
hidrogénio, a outra classe é das xantofilas (luteina, b-criptoxantina,
zeaxantina, astaxantina e fucoxantina) constituidos basicamente de carbono,
hidrogénio e oxigénio. Sendo o (3-caroteno, luteina e astaxantina os mais
estudados (GONG e BASSI, 2016; ZULUAGA et al., 2017).

Outra caracteristica importante dos carotenoides estd no fato de
absorverem luz nas bandas espectrais visiveis, no qual a clorofila ndo absorve
eficientemente (D’ALESSANDRO e ANTONIOSI FILHO, 2016).

Além disso, os carotenoides sao indispensaveis na dieta humada
devido ao fato de que seus compostos possuem propriedades indispensaveis
a saude, como por exemplo o fato de que os carotenoides podem atuar como
percussores da vitamina A e a luteina é necessaria para garantir a saude dos
olhos e consequentemente conservar a visdo (AMENGUAL, 2019; GUREYV,
DRAGANCEA e HARITONQV, 2020).

Luteina

E um pigmento xantofilico priméario presente em plantas e algas
verdes. Auxilia no processo fotossintético durante a incidéncia luminosa, de
modo que protege o sistema fotossintético de danos foto-oxidativos (HU et al.,
2018). E acumulada na macula do olho humano com o intuito de proteger os
olhos de danos oxidativose “melhorar a visao” (pois, auxilia protegendo a
degeneragcdo da macula), outros beneficios da luteina incluem: melhoras em
doencas cardiovasculares, canceres, entre outros. As principais espeécies
estudadas viasando obter um maior contetdo de luteina séo: Muriellopsis sp.,
Chlorella sorokiniana, Scenedesmus obliqus (LIN, LEE e CHANG, 2015;
CHEN et al., 2016; GAYATHRI et al., 2016).

Astaxantina
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E uma xantofila secundaria e sdo os derivados oxigenados dos
carotenoides, caracterizada por sua cor vermelho alaranjado. O que mais
chama atencao nesse pigmento € sua atividade antioxidante, pois a € superior
a outros carotenoides, tais como: zeaxantina, luteina, cantaxantina e -
caroteno e € 500 vezes mais potente que a vitamina E. As aplicacdes desse
pigmento sdo diversas, tais como: atividade terapéutica para a sindrome do
tunel do carpo, estimulacdo do sistema imune, atividade antiflamatoria,
tratamento de dores musculares e prevencao de cancer. O principal género
produtor de astaxantina € o Haematococcus (FASANO et al. 2014; KIM et al.,
2016; HOSSAIN et al.,, 2017; HU et al., 2018; GUREV, DRAGANCEA e
HARITONOV, 2020).

Zeaxantina

E uma xantofila encontrada em organismos que fazem fotossintese,
flores, vegetais, microalgas, entre outros. E um derivado dos carotenoides
contendo oxigénio em sua composicao, se classificando como um pigmento
xantofilico. Sao solaveis em solventes organicos. Dentre suas aplicacdes, vale
destacar a associacdo desse pigmento para reduzir o risco de doencas
oculares, como por exemplo a catarata. Outras aplicacfes da zeaxantina sao
a prevencao do cancer e melhorar a disfuncao cardiaca associada a idade.
Os principais géneros que apresentam o pigmento sdo: Nannochloropsis,
Dunaliella, entre outros (Faé Neto, Borges e Mendes, 2018; Huang et al.,
2018; Zhang et al., 2018EI-Baz et al., 2019).

B-caroteno

O B-caroteno € um pigmento laranja-amarelado. Sua demanda é
consideravelmente alta, pois, 0 mesmo pode ser utilizado como corante para
alimentos e também como um suplemento nutricional. Sua principal
caracteristica que lhe confere tamanha importancia, esta associada ao fato de
ser o precursor da vitamina A (retinol) essencial para os olhos (AMENGUAL,
2019; D’ALESSANDRO E ANTONIOSI FILHO, 2016). Um dos géneros mais
estudados em relacdo a sintese deste pigmento € o Dunaliella (ZULUAGA et
al., 2017).
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3.2.2 FICOBILINAS
Sao pigmentos solUveis em agua, sao classificados como féaceis de
isolar e de purificar (D’ALESSANDRO E ANTONIOSI FILHO, 2016).

Ficocianina

E acumulado em ficobilisomos (6rgdos especializados), os quais
participam da fotossintese. S&o os principais pigmentos coletores de luz em
cianobactérias com uma absorcdo maxima de 620 nm. S&o compostos
antioxidantes, anti-inflamatoérios, anti-carcinogénicos, neuroprotetores e
hepatoprotetores. O principal género associado a esses pigmentos é o
Spirulina (MARTELLI et al., 2014; D’ALESSANDRO e ANTONIOSI FILHO,
2016; HU et al., 2018; SAHNI et al., 2019).

3.2.3 CLOROFILAS

Sao pigmentos esverdeados lipossollveis. Sao os responsaveis pela
conversado da energia solar em energia quimica. A maior parte das microalgas
possuem a clorofila do tipo a, porém algumas espécies também possuem a
clorofila b e c. A estrutura de clorofila é formada de carbono, anéis aromaticos
e elementos como magnésio e cloro ligados a eles. Possuem atividade de
antimutagenicidade e acdo anticarcinogénica (LI et al., 2016; DA SILVA
FERREIRA e SANT'ANNA, 2017). A principal classe associada a esse
pigmento € Chlorophyceae e o género Chlorella, o qual vem sendo bastante
comercializado (KHANRA et al., 2018).
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Tabela 3.1 Beneficos dos pigmentos microalgais.

Pigmento

Beneficios

Referéncia

Luteina

Previne a catarata relacionada a
idade; degeneracdo macular;
propriedade antioxidante anticancer;
previne doencas cardiovasculares.

Hu et al., 2018; Gong e Bassi,
2016; Zuluaga et al., 2017

Astaxantina

Forte propriedade antioxidante;
efeitos anti-inflamatérios; anticancer;
auxilia na saude cardiovascular.

Fasano et al. 2014; Zuluaga et
al., 2017; Hu et al., 2018

inflamatoria; antimutagénica;
antimicrobiana.

B-caroteno | Prevenir a cegueira noturna,; Amengual, 2019; D’alessandro e
propriedade antioxidante; previne Antoniosi Filho, 2016; Zuluaga et
fibrose hepatica. al., 2017
Ficocianina | Atividades antioxidantes, anti- Fernandez-Rojas, Hernandez-
inflamatdrias; anti-carcinogénicas; Juarez e Pedraza-Chaverri, 2014;
neuroprotetoras; hepatoprotetoras. D’Alessandro e Antoniosi Filho,
2016; Hu et al., 2018; Sahni et
al., 2019
Clorofilas Atividade antioxidante, anti- Da Silva Ferreira e Sant’Anna,

2017

3.3 METODOS DE EXTRACAO DE PIGMENTOS

Para que exista uma real eficiéncia na extragéo dos pigmentos, deve-

se levar em consideracdo a polaridade dos mesmos, ou seja, pigmentos
apolares sao lipossoluveis, logo, o solvente utilizado deve ter uma afinidade
nesse sentido. Ja os pigmentos hidrossoluveis, sdo polares, logo, o solvente

escolhido também deve apresentar essa caracteristica.

3.3.1 EXTRAQAO DOS CAROTENOIDES

Os carotenoides sdo pigmentos lipossollveis, consequentemente, 0s
solventes escolhidos para a extragdo devem apresentar essa propriedade.
Dessa forma, os solventes mais utilizados sdo: cloroférmio, metanol, etanol,
isopropanol, entre outros (SICAIRE et al., 2014; SOARES et al., 2016;
JAESCHKE et al., 2017). E comum ap0és a extracdo a adicio de agentes (KOH
ou NaOH) que promovem a saponificacao para a liberacdo dos pigmentos em
suas formas originais (ZULUAGA et al., 2017; DI LENA et al., 2019).

3.3.2 EXTRACAO DAS FICOBILINAS
As ficocianinas séo polares, consequentemente, sdo sollveis em

agua. Dessa forma, os principais solventes associados a extracdo dos

44



pigmentos sao polares, geralmente as solu¢cbes aquosas, podendo ser feitas
com uso de agua destiladas ou tampdes de fosfato. Sendo assim, como séo
encontradas na fase aquosa, € mais facil diferencia-la dos demais pigmentos
(NAKAGAWA et al., 2016; D’ALESSANDRO E ANTONIOSI FILHO, 2016).
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3.3.2.1 PURIFICACAO DAS FICOCIANINAS

A determinacdo da pureza das ficocianinas é baseada na taxa de
absorbancia A620/A280, estas absorbancias correspondem ficocianina e a
proteina total, respectivamente (FERNANDEZ-ROJAS, HERNANDEZ-
JUAREZ e PEDRAZA-CHAVERRI, 2014). A purificagédo das ficocianinas pode
ser realizada por diversas metodologias, tais como: precipitacdo com sulfato
de amonio, ultrafiltracdo, filtracdo usando membranas, cromatografia de
filtracAo em gel, cromatografia de troca idnica, entre outras (SORENSEN,
HANTKE e ERIKSEN, 2013; CHAIKLAHAN et al., 2014; FIGUEIRA, MORAES
e KALIL, 2018; ZHENG et al., 2020).

3.3.3 EXTRAQAO DAS CLOROFILAS

As clorofilas sé@o pigmentos lipossoluveis, sendo assim, os solventes
utilizados para a extracdo dos pigmentos sdo solventes que obedecem a
polaridades dos pigmentos e conseguentemente conseguem realizar a
extracdo. Os principais solventes utilizados para a extracéo das clorofilas séo:
hexano, acetona, metanol, em sua maioria solventes organicos (CHEN e
VAIDYANATHAN, 2013; SOARES et al., 2016).

3.4 METODOS DE ANALISE E IDENTIFICAGAO E QUANTIFICACAO DE
PIGMENTOS

Os métodos de andlise, identificacdo e quantificacdo dos pigmentos
sao realizados utilizando metodologias baseadas em espectrofotometria e
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) (Tabela 3.2), ou ambas
metodologias combinadas.

No caso, das metodologias baseadas em espectrofotometria, a
analise ocorre por meio da absorbancia, onde, por meio da absorbancia é
possivel identificar pigmentos e por meio de modelos matematicos
previamente descritos é possivel quantificar os pigmentos presentes na
microalga a ser estudada. No entanto, ndo se tem uma identificacdo precisa,
uma vez que um pigmento pode interferir na leitura de outro. Logo, muitas
vezes € possivel determinar alguns pigmentos, mas nao a todos (MAADANE
et al., 2015).
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No trabalho realizado por Duarte et al. (2019), eles utilizaram os
comprimentos de onda de 652,4 nm; para determinacao da clorofila a, 665,2
nm para determinacdo da clorofila b e 470 nm para determinacdo dos
carotenoides totais, por exemplo.

Os métodos que fazem uso de cromatogréfica liquida de alta
performance, por meio do uso de padrBes, permitem que seja possivel
estabelecer uma curva de calibracdo e a mesma é utilizada como referéncia
para identificar e fornecer o perfil dos pigmentos detectados, ou seja, sdo mais
especificos. Os métodos também permitem realizar a quantificacdo dos
pigmentos por meio do tempo de retencao (GAYATHRI et al., 2016; SOARES
et al., 2016).
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Tabela 3.2 Pigmentos, métodos de extracdo, identificacao, quantificacdo de diversas microalgas.

Microalga Pigmento Método de extragao Metédo de Método de quantificagdo Referéncia
Identificagdo/Detec¢éo
C. closterium Clorofilaa e Extracao assistida por microondas a pressao atmosférica RP-HPLC RP-HPLC usando uma curva de calibragcao Pasquet et al.,
fucoxantina (MAE) e Extracéo assistida por microondas a vacuo (VMAE), 2011
acetona foi o solvente utilizado.
D. tertiolecta Clorofila a, clorofila Extragao assistida por microondas a pressao atmosférica RP-HPLC RP-HPLC usando uma curva de calibragdo Pasquet et al.,
b e B-caroteno (MAE) e Extracéo assistida por microondas a vacuo (VMAE) 2012
acetona foi o solvente utilizado.
N. salina Clorofila a, clorofila Ruptura celular com esferas e extragao utilizando acetona Espectrofotometria Célculo dos dados obtidos por espctrofotometria Chen e
b e carotenoides como solvente utilizando a método descrito por Wellburn (1994) Vaidyanathan,
totais 2013
Nannochloropsis spp. Clorofila a, clorofila Extragdo com solvente (agua, etanol, DMSO) assistida por Espectrofotometria Célculo dos dados obtidos por espctrofotometria Parniakov et
b e clorofila total ultrassom utilizando o método descrito por Arnon (1949); al., 2015.
Lichtethaler and Wellburn (1983)
Nannochlorpsis gaditana Clorofila a, clorofila Extragao assistida por ultra-som utilizando o solvente (agua, Espectrofotometria Célculo dos dados obtidos por espctrofotometria Maadane et
b e carotenoides etanol, etanol/agua) utilizando o método descrito por Lichtenthaler e al., 2015
totais Buschmann (2001); Miazek and Ledakowicz (2013)
Nannochloropsis gaditana | Clorofilas (subtipos) | Extragdo com acetona: metanol (70:30 v/v contendo HPLC N&o determinado DiLenaetal.,
e carotenoides Hidroxitolueno butilado), seguida de uma outra extragdo com 2019
(subtipos) cetona: metanol (50:50 v/v), utilizando vortex em ambos os
casos
Phaeodactylum Clorofilas (subtipos) Extracdo com acetona: metanol (70:30 v/v contendo HPLC N&o determinado Di Lena et al.,
tricornutum e carotenoides Hidroxitolueno butilado), seguida de uma outra extragdo com 2019
(subtipos) cetona: metanol (50:50 v/v), utilizando vortex em ambos os
casos
Phaedactylium tricornutum | Clorofila a, clorofila Extragao assistida por ultra-som utilizando o solvente (agua, Espectrofotometria Célculo dos dados obtidos por espctrofotometria Maadane et
b e carotenoides etanol, etanol/agua) utilizando o método descrito por Lichtenthaler e al., 2015
totais Buschmann (2001); Miazek and Ledakowicz (2013)
Isochrysis sp. Clorofila a, clorofila Extragao assistida por ultra-som utilizando o solvente (agua, Espectrofotometria Célculo dos dados obtidos por espctrofotometria Maadane et
b e carotenoides etanol, etanol/agua) utilizando o método descrito por Lichtenthaler e al., 2015.
totais Buschmann (2001); Miazek and Ledakowicz (2013)
Navicula sp. Clorofila a, clorofila Extragao assistida por ultra-som utilizando o solvente (agua, Espectrofotometria Célculo dos dados obtidos por espctrofotometria Maadane et
b e carotenoides etanol, etanol/agua) utilizando o método descrito por Lichtenthaler e al., 2015
totais Buschmann (2001); Miazek and Ledakowicz (2013)
Chaeotoceros sp. Clorofila a, clorofila Extracao assistida por ultra-som utilizando o solvente (agua, Espectrofotometria Céalculo dos dados obtidos por espctrofotometria Maadane et
b e carotenoides etanol, etanol/agua) utilizando o método descrito por Lichtenthaler e al., 2015
totais Buschmann (2001); Miazek and Ledakowicz (2013)
Tetraselmis suecica Clorofilas (subtipos) Extracdo com acetona: metanol (70:30 v/v contendo HPLC N&o determinado DiLenaetal.,
e carotenoides Hidroxitolueno butilado), seguida de uma outra extragdo com 2019

(subtipos)

cetona: metanol (50:50 v/v), utilizando vortex em ambos os
casos
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Tetraselmis sp. Clorofila a clorofila b | Extracéo assistida por ultra-som utilizando o solvente (agua, Espectrofotometria Célculo dos dados obtidos por espctrofotometria Maadane et
e carotenoides etanol, etanol/agua) utilizando o método descrito por Lichtenthaler e al., 2015
totais Buschmann (2001); Miazek and Ledakowicz (2013)

Eustigmatos cf. polyphem Clorofila a, B- Extracdo assistida por sonicagéo utilizando solvente (metanol HPLC HPLC usando uma curva de calibragdo Li, Li e Zhang
caroteno, 0,1%) 2012
violaxantina,
vaucheriaxantina e
zeaxantina

Parietochloris incisa Clorofila e Extragao utilizando DMSO (sulféxido de dimetilo) HPLC HPLC utilizando o método descrito por Merzlyak, Solovchenko
carotenoides Solovchenko e Pogosyan (2005) et al, 2013

Porphyridium cruentum Clorofilas (subtipos) Extragdo com acetona: metanol (70:30 v/v contendo HPLC N&o determinado DiLenaetal.,
e carotenoides Hidroxitolueno butilado), seguida de uma outra extragdo com 2019
(subtipos) cetona: metanol (50:50 v/v), utilizando vortex em ambos os

casos

Isochrysis galbana Clorofilas (subtipos) Extracdo com acetona: metanol (70:30 v/v contendo HPLC N&o determinado Di Lena et al.,
e carotenoides Hidroxitolueno butilado), seguida de uma outra extragdo com 2019
(subtipos) cetona: metanol (50:50 v/v), utilizando vortex em ambos os

casos

Nostoc sp. Ficocianina, Extragao foi feita com tampao fosfato de sédio (0,1 M, pH 7) Espectrofotometria Célculo dos dados obtidos por espctrofotometria Arashiro et al.,
aloficocianina e na proporcéo 1:10 (p:p, biomassa: solvente). Para a extracéo utilizando o método descrito por Bennett and Bogobad 2020
ficeritrina as amostras foram submetidas a dois ciclos de congelamento (2973)

e descongelamento (-21 ° C a 4 ° C no escuro).

Porphyridium purpureum Ficocianina, Extracao foi feita com tampao fosfato de sédio (0,1 M, pH 7) Espectrofotometria Célculo dos dados obtidos por espctrofotometria Arashiro et al.,
aloficocianina e na proporcéo 1:10 (p:p, biomassa: solvente). Para a extracéo utilizando o método descrito por Bennett and Bogobad 2020
ficeritrina as amostras foram submetidas a dois ciclos de congelamento (1973)

e descongelamento (-21 ° C a 4 ° C no escuro).
Heterochlorella luteoviridis | Carotenoides Extragao assistida por ultra-som utilizando o solvente (agua, HPLC a absortividade molar de luteina em etanol (e = 2550) Jaeschke et
etanol, etanol/agua) em diferntes concentragdes foi usada para calcular concentragdo de carotenoides . al., 2017
Heterochlorella luteoviridis | Carotenoides Extracdo assistida por campo elétrico moderado utilizando Espectrofotometria/ Célculo dos dados obtidos por espctrofotometria Jaeschke et
como solvente uma solucdo de etanol. utilizando o método Rodriguez-Amaya al., 2016

Arthrospira platensis Ficocianina, Extracao foi feita com tampdao fosfato de sédio (0,1 M, pH 7) Espectrofotometria Célculo dos dados obtidos por espctrofotometria Arashiro et al.,
aloficocianina e na proporcao 1:10 (p:p, biomassa: solvente). Para a extracdo utilizando o método descrito por Bennett and Bogobad 2020
ficeritrina as amostras foram submetidas a dois ciclos de congelamento (1973)

e descongelamento (-21 ° C a 4 ° C no escuro).
Spirulina platensis Ficocianina Extracao realizada com a biomassa liofilizada e ressuspendida | Espectrofotometria/ Céalculo dos dados obtidos por espctrofotometria Chen et al.,
em tampé&o de fosfato a 0,15 M utilizando o0 método descrito por Patel et al. (2005). 2016

Spirulina platensis Ficocianina Extracao realizada com a biomassa liofilizada e ressuspendida | Espectrofotometria/ Céalculo dos dados obtidos por espctrofotometria Ho et al., 2018

em tampé&o de fosfato a 0,15 M utilizando uma férmula descrita no artigo

Spirulina maxima Ficocianina Extragdo por agua destilada; Extragdo por metanol; Extracao Espectrofotometria/ Célculo dos dados obtidos por espctrofotometria Nakagawa et

por agua destilada e posteriormente por metanol; Extracéo por
metanol e posteriormente por dgua destilada

utilizando o método descrito por Bennett e Bogorad
(1973)

al., 2016
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Spirulina sp Ficocianina A extracgéo foi realizada misturando a biomassa seca em 100 Espectrofotometria/ Célculo dos dados obtidos por espctrofotometria com Martelli et al.,
mM de tampéo de fosfato (pH 7,0) na proporcao de 2: 100 (p / base no coeficiente a 620 nm igual a 7,3 mL mg™' cm™’ 2014
V).
Spirulina sp Ficocianina A extragéo foi realizada utilizanod tampéo de fosfato de 20 Espectrofotometria/ N&o determinado Zheng et al.,
mM (pH 6,8) 2020
Arthrospira (Spirulina) Ficocianina A extracgéo foi realizada com a biomassa e foi suspensa em 10 | Espectrofotometria/ A concentra¢éo de ficocianina foi calculada usando as Manirafasha et
platensis mL de solugao salina de fosfato de sédio 0,125 M contendo equacOes descritas por Bennett e Bogorad, 1973; al., 2018
NaN3 4 mM, mercaptoetanol 2 mM e EDTA 2 mM, seguido Bryant et al. (1979)
por trés congelamentos sucessivos e ciclos de
descongelamento, a -20 ° C e 4 ° C, respectivamente, para
romper as paredes celulares e extrair a ficocianina.
Nostoc sp. Ficocianina A extracgéo foi realizada utilizando a metodologia adaptada Espectrofotometria/ Célculo dos dados obtidos por espctrofotometria Lee etal.,
descrita por Boussiba e Richmond (1979). A extracéo foi utilizando o método descrito por Bennett e Bogorad 2017
realizada com 0,1 g de biomassa seca com 1 mL de agua (1973)
destiladaa 5 ° C por 24 h.
Chlorella vulgaris Luteina Ocorreu a extracéo e a saponificagdo simultanea. O solvente HPLC HPLC usando uma curva de calibragéo Gong, Wang e
utilizado foi o etanol. Bassi, 2017
Chlorella sorokiniana Luteina A extragéo foi realizada por meio e um pre tratamento com HPLC A quantificacdo foi realizada a partir de dados obtidos Chenetal.,
esferas de vidros e apo6s a adicéo de solventes (etanol, pelo HPLC por meio dos padrdes adquiridos com a 2016
hexano, acetona, tetra-hidrofurano (THF) Sigma. Consquentemente o teor de luteina foi calculado
de acordo a formula descrita no artigo.
Chlorella vulgaris Clorofila a clorofila b | Extragao utilizando DMSO (sulféxido de dimetilo) Espectrofotometria A quantificacao foi realizada a partir dos dados obtidos Shin et al.,
e carotenoides da espcetrofotometria 2016
totais
Chlorella sp. Clorofila a, clorofila Extragao assistida por ultra-som utilizando o solvente (agua, Espectrofotometria Célculo dos dados obtidos por espctrofotometria Maadane et
b e carotenoides etanol, etanol/agua) utilizando o método descrito por Lichtenthaler e al., 2015
totais Buschmann (2001); Miazek and Ledakowicz (2013)
Dunaliella salina Clorofila a, clorofila Ruptura celular com esferas e extragdo utilizando acetona Espectrofotometria Célculo dos dados obtidos por espctrofotometria Chen e
b e carotenoides como solvente utilizando o método descrito por Wellburn (1994) Vaidyanathan,
totais 2013b
Dunaliella sp. Clorofila a, clorofila Extracdo assistida por ultra-som utilizando o solvente (agua, Espectrofotometria Célculo dos dados obtidos por espctrofotometria Maadane et
b e carotenoides etanol, etanol/agua) utilizando o método descrito por Lichtenthaler e al., 2015
totais Buschmann (2001); Miazek and Ledakowicz (2013)
Dunaliella salina Clorofila a, clorofila Extracdo assistida por ultra-som utilizando o solvente (agua, Espectrofotometria Célculo dos dados obtidos por espctrofotometria Maadane et
b e carotenoides etanol, etanol/agua) utilizando o método descrito por Lichtenthaler e al., 2015
totais Buschmann (2001); Miazek and Ledakowicz (2013)
Desmodesmus sp. Luteina e B-caroteno | Extra¢@o usando solventes em ultrasom: hexano; acetona; HPLC-DAD HPLC usando uma curva de calibracdo de clorofila a Soares et al.,
hexano: etanol:acetona (10:6:7,v/v/v); hexano:etanol em 1:1; trans-luteina e trans-B-caroteno métodos com seis 2016
1:2, 1:3; 2:1, 3:1 e 4:1 (v/v)proporcao; e etanol. diferentes concentracdes (1, 5, 10, 15, 30 e 60 ug mL™")
Desmodesmus sp. Luteina Carotenoides totais foram extraidos usando uma mistura de HPLC N&o determinado Chiu, Soong e
metanol / diclorometano (75:25, v/ v) Chen, 2016
Coelastrella sp. Luteina Carotenoides totais foram extraidos usando uma mistura de HPLC N&o determinado Chiu, Soong e
metanol / diclorometano (75:25, v/ v) Chen, 2016
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Synechococcus sp. Ficocianina A massa celular foi lavada e ressuspensa no tampao de Espectrofotometria N&o determinado Sonani et al.,
extracdo (Tris-HCI 20 mM, pH 8,0). 2017

Synechococcus nidulans Clorofila a, clorofila N&o ocorreu extracao Espectrofotometria Utilizou a metodologia descrita por Liechtenthaler Duarte et al.,
b e carotenoides (1987) 2019
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3.5. VANTAGENS E DESVANTAGENS

A determinagé&o dos pigmentos pode ser realizada de duas maneiras,
fazendo uso da espectrofotometria ou fazendo uso do HPLC. Nesse sentido,
a vantagem da utilizacdo da espectrofotometria € a baixa complexidade do
método bem como do equipamento utilizado. No entanto, a desvantagem é
gue os resultados podem ser erroneos devido ao fato de que as bandas de
absorcdo e emissdo dos pigmentos podem se sobrepfem as de outros
(KUCZYNSKA, JEMIOLA-RZEMINSKA e STRZALKA, 2015).

Os métodos que utiizam a Cromatografia Liquida de Alta
Performance tém a vantagem de uma maior sensibilidade para a deteccéao,
identificacdo e quantificacdo dos pigmentos. A desvantagem do método se
concentra no custo (padrdes para obter as curvas de calibragdo) e na
necessidade de se ter um equipamento especializado, o qual demanda um
operador detentor do conhecimento sobre o equipamento. Sendo assim,
muitos estudos ainda sdo conduzidos fazendo uso de métodos
espectrofotométricos, no entanto, ndo € identificado perfil de todos os
pigmentos presentes e sim tem-se uma estimativa dos pigmentos como um
todo, isso principalmente quando diz respeito aos carotenoides (CHEN e
VAIDYANATHAN, 2013; MAADANE et al., 2015).

3.6 CONCLUSAO

Os pigmentos sdo compostos encontrados nas microalgas e
desempenham funcéo de danos oxidativos a célula. Além de proporcionar a
sintese de metabdlitos essenciais para o desnvolvimento e crescimento das
mesmas. Devido a sua extensa aplicabilidade, percebe-se um interesse
comercial muito grande no sentido de producdo em larga escala para posterior
comercializacao, ja que sao produtos de alto valor agregado.

Sendo assim, conhecer as metodologias a cerca da identificacéo,
quantificacdo dos mesmos é de suma importancia. No entanto, € observado
gue os que utilizam cromatografia liquida de alta performance sdo mais
sensiveis e mais especificos, porém sdo métodos mais caros. Logo, muitos

estudos optam por fazer uso de métodos espectrofotométricos.
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4. ESTUDO DA FISIOLOGIA DE CHLORELLA SOROKININANA CTT 7727
EM ENSAIOS COM DIFERENTES CONCENTRACOES DOS NUTRIENTES:
NITROGENIO, FOSFORO E POTASSIO

Resumo. As microalgas sdo organismos procarioticos ou eucaribticos,
encontrados em agua doce e salgada, realizam atividade fotossintetica e
possuem a capacidade de acumular diferentes compostos de interesse
biotecnolégico como lipidios, carboidratos, proteinas, acidos graxos, entre
outros, que podem ser destinados em diversas aplicacdes, tanto em indUstrias
alimenticias, farmacéuticas, de cosmético, ou no tratamento de efluentes ou
ainda ser utilizada para producéo de biocombustiveis. Diversos estudos séo
realizados visando otimizar as condi¢cdes de cultivo e assim obter uma
producdo em massa. Assim, avaliam as condi¢cdes de luminosidade, pH,
meios de cultivos entre diversos outros parametros. O presente estudo teve
como objetivo investigar o efeito das diferentes concentracdes dos nutrientes
nitrogénio, fésforo e potassio no crescimento e produtividade da microalga
Chlorella sorokiniana em uma condicdo heterotréfica. O cultivo ocorreu em
uma leitora de microplaca. Os ensaios foram feitos em duplicata usando a
placa de 96 pocos, 0 monitoramento do crescimento ocorreu a cada 30 min
durante 96 h. As fontes dos nutrientes foram: o fertilizante NPK (20-5-20) e o
NPK laboratorial, o qual foi desenvolvido utilizando reagentes analiticos. Logo,
diversas combinacgdes de um “NPK laboratorial” foram testadas e também foi
associado uma concentracdo fixa de glicose. Dessa forma, utilizou os
parametros cinéticos (Umax, tempo de duplicacdo, produtividade celular) para
avaliar o crescimento e a concentragédo de biomassa encontrada na microalga
Chlorella sorokiniana. Esta espécie demonstrou a capacidade facultativa no
qgue diz respeito ao crescimento de maneira heterotrofica. Os cultivos que
apresentavam a glicose em sua composicdo resultaram em uma maior
densidade Optica para a maioria dos tratamentos, sendo que a densidade
Optica maxima atingida foi de aproximadamente 0,5 para o tratamento k6
suplementado com glicose. Por outro lado, nos cultivos sem suplementacgao

de glicose, a densidade Optica ficou proxima de 0,3. A utilizagdo da glicose
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resultou em maior produtividade celular e maior velocidade especifica maxima

de crescimento, para maioria dos cultivos.
Palavras-chave: Produtividade; NPK laboratorial; heterotréfico; Chlorella.

Abstract. Microalgae are prokaryotic or eukaryotic organisms, found in fresh
and salt water, perform photosynthetic activity and have a capacity to
accumulate different compounds of biotechnological interest such as lipids,
carbohydrates, proteins, fatty acids, among others, which can be developed in
various applications, either in the food, pharmaceutical, cosmetic, or no
effluent treatment industries or be used for the production of biofuels. Several
studies are carried out complicity as cultivation conditions and thus obtain
mass production. Thus, evaluated as conditions of luminosity, pH, means of
cultivation among several parameters. The present study aimed to investigate
the effect of different options of nutrients nitrogen, phosphorus and potassium
on the growth and productivity of the microalgae Chlorella sorokiniana in a
heterotrophic condition. Cultivation takes place in a microplate reader. The
tests were done in duplicate using a 96-well plate, growth monitoring occurred
every 30 minutes for 96 h. The sources of nutrients were the NPK fertilizer (20-
5-20) and the laboratory NPK, which was developed using analytical reagents.
Therefore, several models of a “laboratory NPK” were tested and was
associated with a fixed concentration of glucose. Thus, he used the kinetic
parameters (Umax, doubling time, cell productivity) to evaluate the growth and
biomass concentration found in the microalgae Chlorella sorokiniana. The
specie Chlorella sorokiniana, uses in this study the optional ability with regard
to growth in a heterotrophic manner. Cultures with glucose in their composition
resulted in a higher optical density for most treatments, with the maximum
optical density achieved being close to 0.5 for the k6 treatment supplemented
with glucose. While in cultures without glucose supplementation, the optical
density was close to 0.3. The use of glucose resulted in higher cell productivity

and a higher specific maximum rate of growth for most treatments.
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4.1 INTRODUCAO

A terminologia microalga € utilizada para identificar um grupo de
microrganismos eucariontes e procariontes, dulcicolas ou marinhos, que em
sua maioria fazem uso da luz solar e do diéxido de carbono atmosférico para
realizar a fotossintese e dessa maneira realizar suas func¢des fisiologicas e
promover seu desenvolvimento (MATA, 2010; TRAMOTIN et al., 2018).

As principais caracteristicas que estimulam os estudos com microalgas
sdo sua adaptabilidade a condicbes que ndo necessariamente sao
recomendadas para 0 seu crescimento e desenvolvimento. Como por
exemplo ambientes salobros, com metais pesados, excesso de matéria
organica (efluentes), além de suas infinitas aplicabilidades (FRANCHINO et
al., 2013; HULTBERG, CARLSSON e GUSTAFSSON, 2013; GRESSLER et
al., 2014 SALATI et al., 2017; TORRES et al.,2017).

Os meios de cultivo sdo uma variavel importante, uma vez que estes
também influenciardo na produtividade de biomassa, bem como do
bioproduto. Dessa forma, é essencial que seja estabelecido uma estratégia
visando o melhor meio de cultivo para a microalga avaliada. A escolha do meio
de cultivo e da fonte de carbono podem influenciar diretamente no aumento
da biomassa, sintese e bioacumulacdo de produtos de interesse
biotecnolégico (CHEIRSILP e TORPEE, 2012).

Algumas fontes de carbono sdo mais facilmente assimiladas pelas
microalgas, como por exemplo a glicose e resultam em aumentos
significativos de biomassa (GUPTA et al., 2016). Outras fontes de matéria
organica (efluentes industriais, agro-industriais ou domésticos), podem ser um
pouco mais complexas se comparadas a suplementacdo fazendo uso de
monossacarideos, porém, também podem resultar em um aumento da
biomassa (SANTANA et al., 2017).

Os meios de cultivo podem ser quimicamente definidos como por
exemplo o meio Bold Basal (Bischoff e Bold, 1963), ou podem ser formulacdes
mais simples, como por exemplo o fertilizante NPK, o qual pode ser formulado
de diferentes maneiras. O NPK é um fertilizante comercial composto
basicamente de trés elementos quimicos: nitrogénio, fésforo e potassio.

Elementos esses essenciais para o0 crescimento das microalgas, devido a
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necessidade dos mesmos no sentido de manutencdo celular, pois, séo
necessarios no processo de divisdo celular, na composi¢do das membranas,
na producdo de proteinas, no transporte de energia, entre outros
(BOUGARAN, BERNARD e SCIANDRA, 2010). A limitacdo do nitrogénio e
suplementacao de fésforo podem induzir um aumento na producdao lipidica,
como encontrado no estudo de (CHU et al., 2014)

As microalgas possuem a capacidade de sintetizar e acumular diversos
bioprodutos de interesse biotecnolégico/industrial. Sendo assim, quando se
associa os parametros cinéticos somados a caracterizacdo da biomassa, é
possivel que sejam feitas afirmacdes sobre as possiveis aplica¢cdes nas quais
as biomassas das microalgas podem ser destinadas.

Partindo desses principios, uma das maneiras de se compreender e
interpretar os resultados em relacdo ao crescimento, produtividade de
biomassa, consumo de substrato € fazendo uso de modelos matematicos. Os
modelos matematicos utilizados para o entendimento dos aspectos
fisiol6gicos e otimizacao das condicdes de cultivo sdo os parametros cinéticos
(TRAMOTIN et al., 2018). Os mais utilizados em estudos com microalgas sao
a velocidade maxima especifica de crescimento (umax) e a produtividade
celular (Px) (KRZEMINSKA et al., 2014; TURON et al., 2015; BAGLIERI et al.,
2016; KHADIM et al., 2018; GUPTA e PAWAR, 2018; SILVA e FONSECA,
2018).

Portanto, o presente estudo teve como objetivo investigar o efeito das
diferentes concentracdes dos nutrientes nitrogénio, fésforo e potassio no
crescimento e produtividade da microalga Chlorella sorokiniana expostas em
meio fertilizante NPK (20-5-20e o NPK laboratorial suplementadas com

glicose como forma de carbono em condicdes heterotréficas-
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4.2 MATERIAL E METODOS -
4.2.1 LOCAL

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Bioengenharia,
da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais, da Universidade Federal

da Grande Dourados, Dourados -MS.

4.2.2 MICRORGANISMO
Utilizou-se microalga Chlorella sorokiniana CTT 7727 obtida da
Fundacdo AndréTosselo.

4.2.3 MEIO E MODO DE CULTIVO

Para o cultivo foram utilizados dois diferentes meios de cultura: o
fertilizante NPK (20:5:20gL?) segundo Sipauba-Tavares e Rocha (2001), em
concentragbes de 1, 3,5, 8 e 12 gL e também foi utilizado o NPK laboratorial,
o qual foi formulado por meio da utilizacdo de reagentes laboratoriais, devido
a sua pureza, tendo como base a concentracéao do fertilizante NPK (20:5:20gL"
1,

Sendo assim, a concentracdo de dois nutrientes foi fixada e variou-se
a concentragao do outro (tabela 4.1). O mesmo processo foi repetido para os
trés reagentes escolhidos como fonte de nitrogénio, fésforo e potassio. Os
reagentes utilizados foram: Uréia (fonte de nitrogénio), Cloreto de Potassio
(fonte de potéassio) e Acido Fosforico (fonte de fosforo), todos disponiveis no
laboratorio de Bioengenharia.

Os reagentes foram escolhidos de acordo com a disponibilidade pré-
existente no laboratério, bem como no sentido de que ndo houvesse
compostos em comum, visando amenizar a interferéncia ou correlagéo de um
reagente com o outro. A uréia foi definida como fonte de nitrogénio devido a
sua disponibilidade comercial e por possuir uma maior quantidade de
nitrogénio se comparada com outras fontes de nitrogénio (RIBEIRO et al.,
2020). O acido fosfoérico foi utilizado como fonte de fésforo devido ao fato de
gue um de seus efeitos ambientais indesejados é ortofosfato de promover o
crescimento de algas e microalgas, segundo a Ficha de Informacdo de

Seguranca para Produtos Quimicos (FISPQ). O cloreto de potassio foi
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proposto como fonte de potassio devido ao fato de que os niveis de lipideos
e carotenoides acumulados em microalgas (filo das Cloroficeas) sao
influenciados e modulados por ele (JANCHOT et al., 2019).

Dessa maneira, foram testadas diferentes combina¢des com diferentes
concentracbes de cada nutriente, conforme descrito na Tabela 4.1. E
posteriormente todos os tratamentos (NPK tradicional e o NPK “laboratorial)
foram testados também utilizando uma fonte de carbono, neste caso, a glicose
(10 gL?). Todos os reagentes foram pesados de maneira individual e
posteriormente diluidas em agua destilada e em seguida foram esterilizados
(121°C por 21 min).

Os pré-indculos foram cultivados em frascos Erlenmeyer de 250 mL
com volume util de 150 mL. Foram mantidos em uma BOD com agitador
rotatério orbital (MA 415 Marconi) a 25+0,5 °C a 200 rpm e 8 klux, com um
fotoperiodo de 24h, durante quinze dias. Apés 15 dias, foram repassados
34+2 pL de indculo (D.O inicial de 0,1 + 0.05) para os pocos da microplaca,

0Ss quais continham 216 + 2 uL de meio de cultivo no escuro.
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Tabela 4.1. Formulagao dos meios de cultivo “NPK laboratorial”, utilizando os reagentes Ureia (fonte de nitrogénio), Cloreto de Potassio (fonte de
potassio) e Acido Fosforico (fonte de fésforo), partindo da formulagédo tradicional utilizada em laboratério NPK (20-5-20 g.L1).

Nutriente Identificacdo dos meios

N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7
N 60 100 140 180 220 260 300 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
P 5 5 5 5 5 5 5 5 35 65 95 125 155 185 215 245 5 5 5 5 5 5 5
K 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 60 100 140 180 220 260 300

Legenda: A identificagdo dos meios foi feita a partir do nutriente em questdo que foi variado, onde o “N” corresponde ao nutriente nitrogénio, o “P” ao
nutriente foésforo e o “K” ao nutriente potassio, logo os valores descritos na tabela representam em qual nutriente ocorreu a variacdo e qual foi o valor da
mesma.
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Nesta etapa, os cultivos foram realizados em duplicata em microplaca
de 96 pocos mantida em leitora de microplaca (Biospectro sp-220) durante 96
h, caracterizando-se assim o cultivo como sendo heterotrofico. O crescimento
foi monitorado a cada 30 min por espectrofotometria utilizando a leitora de
microplaca (Biospectro sp-220). A densidade Optica utilizada para aferir o
crescimento foi de 686 nm (comprimento de onda especifico para esta espécie
Chlorella sorokiniana) de acordo com estudos prévios realizados por

colaboradores do grupo de pesquisa, Nunes et al., (2021).

4.2.4 PARAMETROS CINETICOS

A fase de crescimento exponencial (Umax) foi identificada por meio da
regiao linear do In ABSess pelo tempo de cultivo. E o tempo de duplicacdo (TD)
foi obtido a partir da divisdo do quociente In (2), pelo divisor pmax. Os valores
de produtividade de biomassa (Px) foram calculados para os maiores valores
de absorbancia. Os valores maximos de absorbancia foram convertidos em
valores de concentracéo celular (X), utilizando o fator de conversao (531 x
10%) descrito por Silva e Fonseca (2017).

A equacdo utilizada para realizacdo do calculo da produtividade

maxima de biomassa foi demonstrada logo abaixo:

Xmax — Xi
t

Px =

Onde o “Xmax” representa o valor da concentracdo maxima celular de
acordo com a absorbancia maxima, “Xi” o valor inicial da concentragao celular

e o0 “t” faz referéncia ao tempo em que se obteve essa maxima absorbancia.

4.2.5 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise descritiva e analise de variancia, foi utilizado o programa

Microsof Office Excel 2013. Os resultados foram submetidos a andlise de
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variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (significancia de
5 %).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os cultivos heterotroficos se caracterizam principalmente pelo uso de
fontes organicas para o crescimento microbiano. Esta condi¢do de cultivo €
singular, pois, permite o0 crescimento microalgal sem necessariamente
necessitar de uma fonte luminosa. Algumas microalgas sédo exclusivamente
autotroficas (PEREZ-GARCIA et al., 2011). O género Chlorella, utilizado neste
estudo apresenta essa flexibilidade. Tal fato, justifica e contribui com os
resultados obtidos neste estudo, uma vez, que foi observado crescimento em
ambos os tratamentos.

Para os ensaios com o fertilzante NPK os resultados de pmax (tabela
4.3) foram superiores nos cultivos que continham a glicose, sendo os maiores
valores obtidos nas formulagdes NPK1 e NPK3 (0,0493 e 0,0424 ht). J4 nos
ensaios sem glicose os maiores valores obtidos foram também para estas
formulacdes (0,0156 e 0,0141 h'). Os tempos de duplicacdo foram menores
nestas formulagdes, sendo com glicose 14,11 e 16,32 h (NPK1 e NPK3)
respectivamente. A absorbancia méaxima observada foi de 0,449 para a
formulacdo NPK12 com glicose. E as produtividades celulares maiores
alcancadas foram obtidias também nas formula¢gdes que continham glicose
em sua composigao.

Para os ensaios com o NPK laboratorial, com énfase neste caso no
nutriente nitrogénio proveniente da uréia, um dos melhores valores
encontrado de pmax foi de 0,0503 h! para a formulacdo NPK laboratorial N2
(100-5-20) com glicose e sem glicose, os maiores valores de pmax obtidos
foram para a formulacéo NPK laboratorial N2 e NPK laboratorial N6 (0,0207 e
0,0272 h, respectivamente), tais valores foram superiores aos obtidos nos
ensaios com o fertilizante NPK (NPK1 e NPK 3). Isso pode ter acontecido
devido ao fato de que a microalga utiliza do nitrogénio para sintese de
aminoacidos, proteinas, acidos nucléicos, quando esse nutriente é limitado
ocorre um déficit nessa producdo e consequentemente o metabolismo

microalgal é estimulado a sintese de triacilglicerideos (YAP et al., 2016).
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Nos ensaios com énfase no nutriente fésforo, os resultados de pmax
obtidos foram menores (Tabela 4.3). O maior valor de pumax obtido foi de
0,0419 (NPK laboratorial N1) para a formulacdo que continha glicose e 0,0129
e 0,0132 h't, para as formulacdes sem glicose (NPK laboratorial Nl1e N2,
respectivamente). O fésforo € encontrado nos grupos fosfatados, é
responsavel pela transferéncia de energia nas células (no processo de
geracdo de ATP) e na formacdo da membrana celular na sintese dos acidos
nucléicos (CHEN e CHEN, 2006).

No entanto, neste caso a fonte de fésforo utilizada foi o acido fosforico,
cujo pH esta em torno de 1,5. Dessa forma, o pH acido pode ter influenciado
de maneira negativa o crescimento e desenvolvimento celular, pois 0 mesmo
pode afetar a disponibilidade dos elementos quimicos no meio, podendo
diminuido a disponibilidade dos nutrientes presentes no meio (DE MELO et
al., 2018). Resultando assim em crescimento n&o tdo acentuado.

Outra hipotese € que uso de fésforo em grandes quantidades e
havendo a limitacdo de nitrogénio pode contribuir com a produtividade de
lipideos. Tal fato foi observado em um estudo realizado por Chu et al. (2019),
onde eles cultivaram a microalga Chlorella PY-ZU1, com excesso de fosforo
e limitagcdo de nitrogénio e com isso, conseguiram obter 2,2 vezes mais
lipideos do que em condi¢cées normais de cultivo. Partindo desse principio,
pode ter acontecido que a microalga Chlorella sorokiniana, alvo deste estudo,
utilizou as enzimas envolvidas na fixacdo de carbono e no metabolismo de
glicerolipidios para regular positivamente e facilitar o acimulo de lipidios nas
células e nédo a proliferacdo celular.

Em sintese, pode-se observar que os cultivos que apresentavam a
glicose em sua composicao resultaram em uma maior densidade éptica para
a maioria dos tratamentos, sendo a densidade Optica maxima atingida proxima
de 0,5 (Figura 4.4), para o tratamento k6 suplementado com glicose. Enquanto
nos cultivos sem suplementacao de glicose, a densidade Optica ficou proxima
de 0,3 (Figura 4.1; 4.2; 4.3; 4.4).

Os ensaios que continham glicose podem ter sido favorecidos em
termos de produtividade celular e maior velocidade maxima especifica de

crescimento, pois a glicose é degradada diretamente em glicose-6-fosfato, o
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que explica seu consumo rapido e consequentemente uma maior proliferacéo
celular. Estudos realizados por Salati et al. (2017), Morowvat e Ghasemi
(2016), com Chlorella vulgaris e Dunaliella salina, respectivamente,
demonstraram que sua produtividade final no cultivo envolvendo uma fonte de

carbono organica foi superior, aos cultivos que nao apresentavam a mesma.
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Figura 4.1. Cinéticas de crescimento da microalga Chlorella sorokiniana.
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Fonte: A autora

Legenda: Cinéticas do crescimento da microalga Chlorella sorokianiana em diferentes
concentracdes do fertilizante NPK 20-5-20 (1, 3, 5, 8 e 12 g L), com (+G = presenga de

glicose) e sem glicose.
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Figura 4.2. Cinéticas de crescimento da microalga Chlorella sorokiniana.
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Fonte: A autora.
Legenda: Cinéticas de crescimento da microalga Chlorella sorokiniana. em diferentes concentragdes do “NPK laboratorial”, variando as concentragdes de

nitrogenio, de acordo com a Tabela (4.1), com (+G = presenca de glicose) e sem glicose.
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Figura 4.3. Cinéticas de crescimento da microalga Chlorella sorokiniana.
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Fonte: A autora.
Legenda: Cinéticas de crescimento da microalga Chlorella sorokiniana. em diferentes concentragdes do “NPK laboratorial”’, variando as concentracfes de

fésforo , de acordo com a Tabela (4.1), com (+G = presenca de glicose) e sem glicose.
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Figura 4.4. Cinéticas de crescimento da microalga Chlorella sorokiniana.
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Fonte: A autora.
Legenda: Cinéticas de crescimento da microalga Chlorella sorokiniana. em diferentes concentragbes do “NPK laboratorial’, variando as
concentracdes de fosforo , de acordo com a Tabela (4.1), com (+G = presenca de glicose) e sem glicose.
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Tabela 4.2. Parametros Cinéticos da microalga Chlorella sorokiniana cultivada no fertilizante NPK e no “NPK laboratorial”, com e sem a suplementacao de

glicose.
Umax (h-1) TD (h) ABS yiax T ABSwax (h) X (x 10%cell mL?) Px (x 10* cell L*hh)
Meios Glicose - Glicose - Glicose - Glicose - Glicose - Glicose -
NPK 1 0,0493+0,003** 0,0156+0,0002® 14,11 44,39 0,391 0,288 51,5 49 2,07 1,52 2,59 1,63
NPK 3 0,0424+0,000®* 0,0141+0,0002*8 16,32 49,31 0,421 0,286 46 70 2,23 1,51 3,27 1,30
NPK 5 0,031+0,003A  0,0118+0,0002*® 22,7 58,51 0,328 0,286 46 69,5 1,74 1,51 2,47 0,99
NPK 8 0,0202+0,000°*  0,0131+0,0002*® 34,25 52,92 0,341 0,236 41 36 1,81 1,25 2,40 1,11
NPK 12 0,0339+0,001°*  0,0112+0,001°® 20,47 62,49 0,449 0,315 59,5 56,5 2,38 1,67 2,57 1,25
N1 0,0411+0,002°% 0,0171+0,0002*® 16,9 40,53 0,491 0,244 87,5 36 2,60 1,29 1,87 1,59
N2 0,0503%0,003%A  0,0207+0,002% 13,78 334 0,376 0,243 57 23,5 1,99 1,29 2,23 2,21
N3 0,0462+0,001%  0,0159+0,001%A 15,1 43,59 0,4 0,256 68,5 48,5 2,12 1,35 1,97 1,34
N4 0,0435+0,001°% 0,0181+0,000°* 15,98 38,39 0,41 0,276 86 28,5 2,17 1,46 1,71 2,40
N5 0,0063+0,0034 0,0153+0,001° 109,21 45,89 0,378 0,263 44,5 28,5 2,00 1,39 2,75 2,30
N6 0,144+0,002%  0,0272+0,000% 4,82 25,51 0,224 0,179 30,5 6 1,18 0,95 1,47 4,33
N7 0,0368+0,000° 0,0164+0,000°® 18,9 43,83 0,291 0,266 20,5 40,5 1,54 1,41 4,17 1,70
P1 0,0419+0,002°*  0,0129+0,000® 16,52 54,05 0,353 0,315 54,5 48,5 1,87 1,67 2,11 1,78
P2 0,0306+0,001°*  0,0132+0,000%® 22,62 52,51 0,416 0,22 86 55 2,20 1,16 1,63 0,88
P3 0,0169+0,003**  0,0105+0,000°® 42,08 66,01 0,342 0,19 94 54 1,81 1,00 1,20 0,58
P4 0,0135+0,002°*  0,0129+0,000® 54,2 54,2 0,339 0,19 85,5 72,5 1,80 1,00 1,29 0,64
P5 0,0059+0,000°®®  0,007+0,001°* 132,66 106,89 0,357 0,197 87,5 48 1,89 1,04 1,55 0,66
P6 0,0132+0,008*  0,0042+0,001%® 53,19 165,12 0,26 0,174 88 48,5 1,38 0,92 0,74 0,55
P7 0,0199+0,002°*  0,0065+0,003"8 35,57 110,4 0,187 0,168 8 48 0,99 0,89 4,21 0,45
P8 0,0057+0,000**  0,0016+0,0012® 156,78 449 0,208 0,157 86 72,5 1,10 0,83 0,50 0,19
P9 0,0111+0,000%* 0,0041+0,000%® 62,17 175,75 0,272 0,168 86,5 70 1,44 0,89 0,86 0,29
K1 0,0637+0,001**  0,0185+0,000°® 10,88 37,47 0,394 0,256 47 27,5 2,09 1,35 2,99 2,22
K2 0,0309+0,001%* 0,0196+0,000°® 22,42 35,36 0,537 0,244 86,5 26 2,85 1,29 2,43 2,11
K3 0,0384+0,006%* 0,0593+0,024828 18,61 14,16 0,348 0,179 54,5 7,5 1,84 0,95 2,02 2,12
K4 0,031+0,000a**  0,0182+0,000°® 22,36 38,15 0,38 0,234 72,5 44,5 2,01 1,24 1,69 1,22
K5 0,0277+0,002°*  0,0186+0,000°® 25,21 37,16 0,355 0,229 70 30,5 1,88 1,21 1,69 1,60
K6 0,0295+0,002°*  0,018+0,000°8 23,61 38,45 0,493 0,215 58,5 15 2,61 1,14 3,2 0,25
k7 0,0441+0,013%* 0,0958+0,015 17,33 7,41 0,306 0,155 68,5 2 1,62 0,823 1,25 3,45

Legenda: pumax- velocidade méxima especifica de crescimento; TD- tempo de duplicacdo; ABSwmax- Absorbancia maxima observada; TABSwmax- tempo em que
a absorbancia méaxima foi observada; X- concentragdo celular usando o o fator de conversao (531 x 104) descrito por da Silva e Fonseca (2018); Px-
produtividade de biomassa. Valores seguidos da mesma letra representam que nao ha diferenca significativa dentro de uma mesma coluna a 95% de
confianca (p<0,05). Valores seguidos de letras diferentes representam que ha uma diferenca significativa dentro de uma mesma coluna a 95% de confianca
(p<0,05). Valores seguidos da mesma letra representam que néo ha diferenca significativa dentro de uma mesma linha a 95% de confianca (p<0,05).
Valores seguidos de letras diferentes representam que ha uma diferenca significativa dentro de uma mesma linha a 95% de confianga (p<0,05).
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Segundo o estudo realizado por Da Silva e Fonseca (2018) o crescimento da
microalga Chlorella vulgaris, em condicfes heterotréficas, também foi superior
em cultivos onde a fonte de carbono estava presente. Eles testaram diferentes
fontes de carbono, porém as que mais se destacaram com o fertilizante NPK,
foram: glicose e a sacarose, obtendo umax de 0,41 (dial), para ambos os
acucares. Isto esta de acordo, pois as microalgas heterotréficas facultativas
possuem a capacidade de metabolizar o carbono orgéanico e converter o mesmo
em energia. Dessa maneira, no modo heterotrofico a glicose vai para rota dos
carboidratos, seja pela via da glicolise ou pentose fosfato, produzindo entdo
NADH (Nicotinamida Adenina Dinucleotide) e ATP (adenosina trifosfato) (HU et
al., 2018).

4.4 CONSIDERAC@ES FINAIS

Chlorella sorokiniana demonstrou a capacidade de crescimento
heterotréfico e heterotrofico facultativo. Os cultivos que apresentavam a glicose
em sua composi¢ao resultaram em uma maior densidade Optica para a maioria
dos tratamentos, sendo que a densidade O6ptica méaxima atingida de
aproximadamente 0,5 para o tratamento k6 suplementado com glicose. Por outro
lado, nos cultivos sem suplementacdo de glicose, a densidade Optica ficou
proxima de 0,3. A utilizacéo da glicose resultou em maior produtividade celular e

maior velocidade especifica maxima de crescimento, para a maioria dos cultivos.
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5 CONSIDERAC}@ES FINAIS E PERSPECTIVAS DE TRABALHOS
FUTUROS

Determinou-se a importancia dos parametros cinéticos atraves de revisao
da literatura e dos resultados experimentais obtidos. Estas ferramentas
matematicas permitiram a avaliacdo do crescimento, da produtividade, bem
como possibilitaram uma melhor compreensdo da fisiologia da microalga
Chlorella sorokiniana.

Concluiu-se a Chlorella sorokinina possui a capacidade de crescer e se
desenvolver em condi¢des heterotréficas e heterotréficas facultativas, uma vez
que neste estudo foi observado seu crescimento na auséncia de luz e
independente da presenca de glicose. Contudo, foi possivel observar que a
glicose na maioria dos casos teve uma influéncia positiva no aumento da
biomassa, uma vez que a maior parte dos resultados referentes a produtividade
celular foi superior nos cultivos que continham o acUcar em questdo na
formulacdo dos meios.

Em relacdo aos nutrientes testados, 0 que apresentou as maiores
velocidades méximas especificas de crescimento, na maioria das formulacgées,
foi o nutriente nitrogénio nas formulagbes dos NPK laboratorial, isso tanto para
os tratamentos com e sem adicdo de glicose.

De acordo com uma das hipo6teses levantadas, o nutriente fésforo ndo se
sobressaiu tdo bem em relagdo as demais formulagbes, talvez isso tenha
acontecido em virtude da fonte de fésforo escolhida ser o acido fosférico, logo,
nos préximos estudos pode-se avaliar a possibilidade de verificar o pH, ou alterar
a fonte de fésforo.

A otimizacao dos nutrientes para a condicao de cultivo heterotréfico é de
suma importancia, pois o crescimento microalgal nesta condig¢éo facilitaria 0 uso
de biorreatores sem luz, utilizados em diversas indulstrias, tais como de
medicamentos, alimentos, cosméticos, entre outros, possibilitando assim uma
reducdo nos custos com energia. Sendo assim, para experimentos futuros,
sugere-se que os melhores tratamentos, tanto do fertilizante NPK, como do NPK

laboratorial, sejam avaliados nas melhores concentracdes pré-estabelecidas de
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cada nutriente. Além disso, sugere-se experimentos em escala maior,
objetivando a obtencao e caracterizacao celular em termos de lipidios, proteinas

e pigmentos.
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