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RESUMO

As microalgas produzem quantidades elevadas de compostos, principalmente lipideos e
acucares. Quando essas sdo submetidas a variagdes de nutrientes podem elevar
consideravelmente a concentracdo desses compostos, 0s quais sdo empregados para a
produgdo de alimentos, biocombustiveis, cosméticos e componentes farmacéuticos. Esta
pesquisa objetivou realizar o cultivo da microalga Chlorella sp., em fotobiorreator aberto
de campo com diferentes concentragcdes de nutrientes, em seis tratamentos distintos (TC,
T1, T2, T3, T4 e T5), secar as biomassas dos diferentes tratamentos ¢ caracteriza-las
quanto aos parametros fisicos, quimicos e fisicos-quimicos, como também construir suas
isotermas de adsor¢do de umidade a 25 °C. A estirpe utilizada neste trabalho foi isolada da
barragem da Conceicao, localizada na Fazenda Tamandud, Santa Teresinha, PB, ¢ o meio
utilizado foi meio MC. (Medium Chlorella ellipsodea). As caracteristicas da microalga
durante 16 dias de cultivo foram avaliadas com relagdo ao crescimento celular (peso umido
e peso seco), teor de lipideos e agucares totais. De acordo com os resultados verificou-se
que a maior producao de biomassa da Chlorella sp. em termos de peso seco, foi alcancada
nos tratamentos TC, T1, T2 e T5 no 10° dia de cultivo e que com a redugcdo nos
tratamentos das concentragdes de nitrogénio, fosforo, potassio e ferro houve aumento da
sintese de lipideos; para os tratamentos T3 e T4 o maior peso seco foi atingido no 12° ¢ 16°
dias de cultivo, respectivamente. A redugdo nas concentragdes dos elementos nitrogénio,
fosforo, potassio e ferro ndo favoreceru o aumento da producdo dos minerais, proteinas,
clorofila e feofitina. Os modelos de GAB, Peleg e Oswin podem ser usados para estimar as
isotermas de adsor¢do de umidade, a 25 °C, da Chlorella sp. secas de todos os tratamentos,
e foram classificadas como tipo II (TC, T1 e T5) e tipo III (T2, T3 e T4). Diante dos
resultados constatou-se que a producdao da biomassa da Chlorella sp. apresenta grande
potencial de aplicacdo industrial para a producdo de lipideos e carboidratos com menores
concentragdes de NPK e ferro, que sdo os elementos de maior custo na produgdo de

biomassa para aplicagdes nas areas de alimentos e energia.

Palavras—chave: fotobiorreator, composicao quimica, Microalgas, Lipideos, Agucares



ABSTRACT
Microalgae produce high amounts of the compounds, mainly lipids and sugars. When these
are subjected to nutrient variations can greatly increase the concentration of these
compounds, which are used for food production, biofuel, cosmetic and pharmaceutical
components. This research aimed to carry out the cultivation of microalgae Chlorella sp.,
Open photobioreactor field with different concentrations of nutrients in six different
treatments (TC, T1, T2, T3, T4 and T5), dry biomasses of different treatments and
character- them as to the physical, chemical and physical-chemical parameters, but also
build their moisture adsorption isotherms at 25 ° C. The strain used in this study was
isolated from the Conception dam, located in Tamandua Farm, Santa Teresinha, PB, and
the medium was medium MC. (Medium Chlorella ellipsodea). The microalgae features for
16 days of culture were evaluated with respect to cell growth (wet weight, dry weight),
lipid content and total sugars. According to the results it was found that the higher biomass
Chlorella sp. in terms of dry weight was achieved in the TC treatment, T1, T2 and T5 on
the 10th day of culture and treatments with the reduction in the concentrations of nitrogen,
phosphorus, potassium and iron was increased lipid synthesis; for treatments T3 and T4 the
highest dry weight was achieved in the 12th and 16th day of cultivation, respectively. The
reduction in the concentrations of the elements nitrogen, phosphorus, potassium and iron
did not favor increased production of minerals, proteins, chlorophyll and pheophytin. The
models of GAB, Oswin Peleg and can be used to estimate the moisture adsorption
isotherms at 25 © C, the Chlorella sp. dry all treatments and were classified as Type II (CT,
T1 and T5) and type III (T2, T3 and T4). From the results it was found that the production
of biomass Chlorella sp. It has great potential for industrial application for the production
of lipids and carbohydrates with lower NPK and iron concentrations, which are the largest
cost component in the production of biomass for applications in the areas of food and

energy.

Keywords: photobioreactor, chemical composition, Microalgae, Lipids, Sugars



Introducao - 1

1-INTRODUCAO

As microalgas vém sendo amplamente estudadas para a producdo em larga escala
de biocombustiveis, proteinas, ésteres, carotendides, clorofila, enzimas, antibidticos,
hidrocarbonetos e vitaminas, e se mostrado como fonte promissora e inovadora para esta
area. Sua biomassa € rica em lipideos, como triacilglicerideos e varios outros acidos graxos
(WANG et al., 2012; MATHIAS et al., 2013; MORIOKA et al., 2014).

Outro ponto importante das microalgas ¢ sua capacidade de absorver e converter a
energia solar em bioprodutos com uma velocidade de maior sintese em relagdo a outras
culturas. Também utiliza o ar atmosférico como fonte de carbono ja que o ar atmosférico
esta repleto de CO,, molécula absorvida pelas mesmas e convertida em agucares e lipideos
e muitos metabolitos secunddrios uteis tanto aos processos industriais, como na
alimenta¢do humana e animal (HONDA et al., 2012; NGUYEN et al., 2013; GUCCIONE
etal., 2014; CHOIl et al., 2014).

Os processos pelos quais sdo obtidos esses biocombustiveis podem ser
considerados uma tecnologia limpa e renovavel, por ndo se tratar de fontes esgotaveis,
como o petroleo. Esses organismos possuem a capacidade de converter luz solar em
diversos produtos de alta aplicacgio em nosso cotidiano (CHENG et al., 2009;
BHATNAGAR et al., 2010).

Existem inimeras aplicacdes para biomassa de microalgas, principalmente pelas
caracteristicas quimicas em que muitas substancias contidas nas células desses organismos
apresentam um exemplo: ¢ a astaxantina, um pigmento de alto valor econdmico produzido
pelas microalgas. Mas o que realmente tem-se tornado atraente ao mercado; ¢ a
possibilidade das aplicacdes desta biomassa como base para producao de varios
combustiveis, incluindo o bio-hidrogénio e o biodiesel (LAURENS et al.,, 2012;
BADDOREF et al., 2013).

A possibilidade de cultivar essas microalgas em terras improprias para a produgdo
de alimentos tem um aspecto socioeconOmico que chama a atencdo das autoridades
mundiais. Tendo em vista que ¢ possivel cultiva-las com aguas imprdprias para o consumo
humano e vegetal, e em terras ndo agricultaveis (MORIOKA et al., 2014).

As projegoes do U. S. Energy Information Administration (EIA), publicadas no
relatorio International Energy Outlook 2010, mostram que o consumo mundial total de

energia comercializada aumentara em 49% entre 2007 e 2035. O estudo indica que, dentre

1
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as fontes de energia, as renovaveis terdo o mais acelerado crescimento do consumo no
periodo, atingindo 2,6% ao ano. Tendéncia de alta nos pregos do petroleo, preocupacao
com os impactos ambientais oriundos da utilizagdo de combustiveis fosseis, bem como
fortes incentivos governamentais para o aumento da utilizacdo de energias renovaveis em
muitos paises, justificam as perspectivas para a expansao das fontes renovaveis em todo o
mundo (FRANCO et al., 2013).

De modo geral, o cenario futuro que se apresenta para os projetos de
biocombustiveis a partir de microalgas, se sobressai muito otimista em relagdo a outras
areas. Ante este cendrio hd um grande fluxo de investimentos sendo aplicados para
aperfeicoar sistemas de biorrefinarias especializadas em processar matérias-primas
diversas englobando principalmente as biomassas de origem microalgal (HOUJIAN et al.,
2015).

Porém, todos os projetos que envolvem as microalgas tém mais de um objetivo.
Quando se pensa em viabilidade econdmica para este setor, logo se pensa em contabilizar
os produtos e subprodutos que a biomassa pode gerar e garantir uma amortizacdo de
investimentos com maior eficiéncia podendo aumentar a oferta de muitos produtos na linha
de alimentos, tanto humano como animal j4 que apds o processo de extracdo tanto de
lipideos como agtcares fermentesciveis, ainda se obtém uma biomassa com teor proteico,
matéria-prima para a elaboracdo de muitos produtos agroindustriais (RADZUN et al.,
2015).

Pontos que ainda se fazem necessarios analisar, como as estratégias de cultivo de
Chlorella sp. em grandes fazendas s6 sdo vidveis se implantadas em regides com alta
insolacdo, e que possuam recursos hidricos adequados para o cultivo em larga escala ja que
projetos que apresentem um alto custo com iluminagdo e aquecimento poderdo nado atingir
metas que garantam a estabilidade em longo prazo do empreendimento. Da mesma forma
serdo os processos de obtencdo de biodiesel e agucares de microalgas, conforme as
aplicagdes de investimentos no setor crescerem, as solucdes para cada processo serdo
encontradas (MEDIPALLY et al., 2015; WIRTH et al., 2015).

A biomassa de Chlorella possui amplas aplicagdes, sendo destaque atual sua
ultilizagdo na produ¢do de biocombustiveis, seguido pelo uso em formulagdes cosméticas,
producdo de componentes poliméricos, adicionantes em biomateriais, extragdo de
moléculas biativas, preparagdes farmacéuticas e utilizadas como ingredientes nutracéuticos

nas industrias de alimentos (SPOLAORE et al., 2006; OTSUKI et al., 2015).
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O cultivo de microalgas para a obtencdo de biomassa e seus produtos de sintese ¢
uma atividade industrial estabelecida em escala comercial em alguns paises, cuja producao
esta a cargo de grandes empresas. A industria de biomassa de microalgas produz mais de
5000 t/ano de massa seca gerando renda superior a US$ 1,25 bilhdes de dolares por ano,
ndo incluindo os subprodutos, o que demonstra o potencial de exploracdo deste seguimento
(SPOLAORE et al., 2006).

Apesar de ser uma atividade consolidada em outros paises, o cultivo comercial de
microalgas no Brasil tem sido realizado por empresas que produzem a biomassa e a
empregam na alimentagdo de organismos, como camardes € moluscos marinhos

(GARCIA-MALEA et al., 2009).

1.1 - Objetivos

1.1.1 - Objetivo geral

Realizar o cultivo e a secagem da microalga Chlorella sp. em fotobiorreator aberto

de campo com diferentes concentragdes de constituintes quimicos.

1.1.2 - Objetivos especificos

e Preparar o meio de cultivo com diferentes concentragdes de constituintes
quimicos (KNOs3, KH,PO4, FeSO4, NaHCO3), correspondentes aos tratamentos TC, TI,
T2, T3, T4 e TS5, e monitorar o crescimento celular da biomassa de Chlorella sp. em
fotobiorreator aberto, a producao de lipideos e de agucares totais durantel6 dias de cultivo;

e Secar a biomassa de Chlorella sp.dos tratamentos TC, T1, T2, T3, T4 e TS5 apos
16 dias de cultivo em secador a 40 °C e avaliar as células ¢ os granulos de amido da
biomassa seca dos diferentes tratamentos, através da analise da microscopia eletronica de
varredura

e Caracterizar a biomassa seca dos diferentes tratamentos quanto aos parametros
fisicos, quimicos e fisicos-quimicos;

¢ Construir as isotermas de adsorcao de umidade da biomassa seca dos diferentes

tratamentos a 25 °C e ajustar os modelos de GAB, Peleg € Oswin aos dados experimentais.
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Microalgas

As algas sdo seres presentes em sistemas aquaticos que realizam fotossintese
através de sistemas e organelas contendo a clorofila. Podem ser unicelulares e
multicelulares; apresentam habitos plancténicos e bentonicos. E com base nessas
caracteristicas que se derivam os termos de uso consagrado: microalgas (algas com
dimensdes microscopicas) e macroalgas (algas com dimensdes macroscopicas). A grande
parte das microalgas tem hébito planctonico e, devido as suas caracteristicas, ¢ que sdo
utilizadas em cultivos (LOURENCO, 2006; MOHSENPOUR et al., 2012).

As principais vantagens do cultivo de microalgas sdo apresentadas como a
simplicidade de nutrientes no cultivo, rapidez no crescimento celular, aumentando
rapidamente a biomassa em um curto periodo de tempo, e a possibilidade da elicitagao das
condi¢des de cultivo, de forma a permitir o direcionamento do controle das condi¢des para
a produ¢ao de um metabolito pretendido, a exemplo os acidos graxos, que podem ser
utilizados como alimento, fairmacos ou transformados em biocombustiveis (BROWN e
ZEILER, 1993; COSTA et al., 2006; ZHU et al., 2011; MOHSENPOUR et al., 2012).

A biomassa de microalgas também tem outros componentes valiosos incluindo
carboidratos, acidos graxos de cadeia longa, pigmentos, e proteinas. Os carboidratos de
microalgas sao constituidos principalmente de xilose e amido sem lignina, podendo ser
aplicados nas industrias de fermentagdo, tanto para producdo alimenticia como para
fabricag¢ao de combustiveis (YEN et al., 2012).

Outro importante potencial relavante da biomassa de microalgas, ¢ a produgado de
bioetanol através das biorrefinarias, sdo empreendimentos que seguem uma linha regional
ja que para sua instalacio ¢ necessario adaptar uma abordagem diversificada para
maximizar rendimentos, aproveitando os emparelhamentos naturais de &agua, clima,
recursos naturais, infraestrutura e geografia local (CETINKOL et al., 2012).

Existem outras formas de se aplicar as matérias-primas advindas do processo de
cultivo integrado de microalgas, como bom exemplo. a utilizagao de cultivo integrado com
aguas residuais de industrias e residéncias. DALRYMPLE et al. (2013) realizaram
importantes pesquisas com aguas poluidas com residuos industriais na Florida e obtiveram

concentragdes elevadas de biomassa demonstrando que ¢ viavel o desenvolvimento desses
4
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processos cujos ganhos sdo ilimitados quando se utilizam as microalgas como
biorremediadores e a0 mesmo tempo usar todos os produtos capturados durante o processo

de crescimento desses microrganismos.

2.1.1 - A espécie Chlorella sp.

A Figura 2.1 mostra a foto da estrutura da espécie Chlorella sp. que ¢ uma
microalga pertencente a classe Chlorophyceae, ordem Chlorococcales e familia
Oocystaceae. Apresenta forma unicelular ou colonial e, pode acumular pigmentos como
clorofila a e B, B-caroteno e xantofilas. Sua reproducdo pode ser por divisdo bindria,
esporos assexuais e reprodugdo sexual (HOEK et al., 1995; FALKOWSKI ¢ RAVEN,
1997; ESTEVES, 1998; TOMASELLI, 2004; LEE, 2008; SCHAAP et al., 2012).

Figura 2.1- Célula de Chlorella sp.Fonte:ALGAE (2013)

A microalga Chlorella sp. foi o primeiro microrganismo unicelular descoberto
que apresentou um nucleo verdadeiro. Em condi¢des de excesso de luminosidade e dgua
doce ou salobra ela ¢ capaz de se reproduzir por divisdo celular em uma velocidade de
crescimento de uma razdo de quatro novas células em 17 a 24 horas (MYERS e BURR,
1940).

Este microrganismo cresce em corpos d’agua em diversas localidades do planeta
terra, chamadas plantas elementares sem raizes, caule e folhas. Similares as plantas
superiores, possuem uma quantidade elevada de clorofila (SOROKIN e MYERS, 1957).

A producao de Chlorella em larga escala se iniciou no Japao, em 1961, pela

empresa Nihon Chlorella tendo, como aplicagdo, a alimentacdo suplementar humana
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devido as suas propriedades nutricionais, contendo grande concentracao de compostos

bioativos, logo ganhou destaque na alimentacdo oriental e asiatica (LOURENCO, 2006).
Outras aplicagdes tém sido descobertas para a biomassa de Chlorella,

principalmente na area de farmacos, cosméticos e energia, e cada vez mais se ampliam as

aplicagoes para essa microalga (RICHMOND, 2004).

2.1.2 - Nutricao das microalgas

As algas possuem a capacidade de autotrofia, (condicdo na qual necessita
essencialmente de minerais inorganicos para seu crescimento e pequenas quantidades de
vitaminas), heterotrofia (fagotrofia), mixotrofia (quando tanto o CO, como nutrientes
organicos sdo necessarios para o crescimento). As microalgas apresentam as mesmas
necessidades basicas de nutricdo que as plantas superiores, luz, dgua, gas carbonico e
nutrientes inorganicos (WEISSMAN e GOEBEL, 1988).

Os organismos fotoautotroficos carecem essencialmente de nutrientes minerais
inorganicos, sendo que alguns tém a necessidade de quantidades minimas de compostos
organicos como as vitaminas (GROBBELAAR, 2004).

Em uma representacio média tem-se que 50% da biomassa algal sdo compostas por
carbono, em razdo de se tratar do principal elemento para o crescimento celular, em que o gas
carbonico representa apenas 0,03% do ar atmosférico, isso porque os fluxos de transferéncia de
CO, na atmosfera em condi¢des normais, sdo relativamente baixos mas, diferente disto, o ar
enriquecido com CO, ¢ a mistura mais utilizada na industria deste segmento. Varios
pesquisadores verificaram que o cultivo de Chlorella sp. em fotobiorreator aberto, utilizando-se
CO; ou gas de queima, ndo prejudicou a produtividade (CARVALHO et al., 2006; DOUCHA et al.,
2005; MALCATA, 2011).

Depois do carbono, o nitrogénio ¢ o segundo nutriente mais importante na nutri¢ao
das algas; sua variagao ¢, na composicao da biomassa, 1 a 10%, dependendo do sistema do
cultivo, sendo NO; o mais comumente utilizado para formula¢do dos principais meios,
podendo ser substituido por fontes de custos mais baixos sendo o cloreto de amonia
recomendado como fonte de nitrogénio para o cultivo da microalga Spirulina platensis. O
impacto dos custos com a fonte de nitrogé€nio nesta cultura ¢ da ordem de US$ 1,4/Kg de
biomassa final (PRESCOTT, 2002; GROBBELAAR, 2004; SASSONO et al.,2007;
GREENWELL et al., 2010).
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O fosforo ¢ o elemento essencial para o crescimento dos processos celulares; ele
participa principalmente da transferéncia de energia e biossintese de acidos nucleicos entre
outras reacdes na célula, apesar de sua concentragdo ser em torno de 1% na biomassa das
algas, este pode ser o fator limitante do crescimento celular, possivel também de
influenciar na qualidade da biomassa produzida, em especial nas concentragdes de lipideos
e carboidratos. Os indices de N e P no meio de cultivo, ndo s6 podem determinar a
produtividade mas também a dominancia das espécies cultivadas durante um longo tempo
(MOSTERT e GROBBELAAR, 1987; GROBBELAAR, 2004).

Com base nas limitagdes das tecnologias de cultivos fotoautotrofica que tem baixa
produgdo, risco de contaminagdo, com a necessidade de suplementos de luz entre outras
varidveis para esse sistema, o cultivo heterotrofico ¢ o método mais indicado para cultivo
em larga escala.

O cultivo heterotrofico difere do cultivo fotoautotréfico em virtude da
minimiza¢do de custos referentes a iluminagdo, baixo custo de meio de cultura, podendo
ser realizado em locais abertos, motivo pelo qual vem recebendo atengdo especial da
academia e de empresas de tecnologia do setor, esse processo que ¢ baseado na adaptacao
do sistema de cultivo tradicional juntamente com um meio rico em fontes de Carbono
(APT e BEHRENS, 1999; ERIKSEN, 2008).

Quando comparados os sistemas de cultivo fotoautotrofico e heterotrofico, o
sistema heterotrofico permite ndo apenas que as algas acumulem mais 6leo em menos
tempo de cultivo mas permite, também, que a expansdo da escala do sistema de cultivo
seja rapida e simples. Como estratégia, o caldo de cana-de-agticar foi utilizado no cultivo
heterotrofico de microalgas como fonte de carbono para a produgdo de 6leo, atingindo um
volume de 6leo de 53% (CHENG et al., 2009).

Muitas alternativas para reduzir os custos de cultivo de algas vém sendo
investigadas, por exemplo, a utilizagdo de agua do mar, esgoto e de efluentes industriais,
além do desenvolvimento de um meio alternativo para a producgdo industrial de Spirulina
platensis utilizando-se alguns fertilizantes comerciais, como superfosfato simples
Ca(H,POy),, CaSO4 ¢ MOP (Murato de Potéssio), substituindo o bicarbonato de sodio e
modificando algumas concentragdes do meio Zarrouk, o novo meio modificado tem custo
bem reduzido em relacdo aos meios comerciais, com um preco de US$ 79/kg comparado
com US$ 16/kg do meio modificado e permitiu uma produtividade semelhante & dos meios

comerciais (RAOOQOF et al., 2006; CRUZ, 2011).
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2.2 - Sistemas de cultivo

Os sistemas de cultivo para algas sdo multivariados, alguns com fotobiorreatores
com volume de 10° L até 10" L; como exemplo, o cultivo de Dunaliela salina
(BOROWITZKA, 1999; GREENWELL et al., 2010).

O termo fotobiorreator ¢ empregado para denominar o sistema do processo de foto
reagdo biologica realizada pelos microrganismos, que se utilizam da luz para crescimento
(TREDICE, 2004).

Os processos de producao de microalgas em sistemas fechados fotobiorreatores
tipo (Stritu sensu) tem alcangado alta produtividade e boa qualidade do produto final,
porém ¢ um sistema limitado e de alto custo em que em quanto maior o sistema maior sera
os custos de operacao (CARVALHO et al., 2006; CRISTI, 2007; TREDICI, 2004).

Esses sistemas permitem trabalhar com maior concentracao celular e menor perda
de CO; e nutrientes ja que todos os parametros sdo devidamente controlados. Um nimero
muito grande de designer de fotobiorreatores tem sido proposto na literatura com técnicas e
patenteamento, variando o tipo de material de construcdo, mecanismo de agitagao,
orientagdo, interagdo com a fase gasosa enquanto muitos outros sistemas foram estudados
propondo a construgdo e comparagdo para fotobiorreator de cultivo (TREDICI, 2004;
MIRON et al., 1999).

Este tipo de sistemas de cultivo consiste num fotobiorreator do qual se controlam
todas as variaveis (temperatura do meio de cultivo e sua composicao quimica, iluminagao,
nivel de pH, injecdo de dioxido de carbono e remog¢ao de oxigénio) necessarias ao pleno e
eficaz crescimento de microalgas. Os fotobiorreatores de sacos consistem em sacos
plasticos transparentes suportados por uma estrutura metélica; os tubulares consistem em
tubos, em plastico, acrilico ou vidro, que podem ser posicionados na horizontal, na vertical
ou inclinados, tornando o aproveitamento da luz solar ao maximo (SUALI e SARBATRY,
2012).

Reatores tubulares sdo estruturas fabricadas com tubos transparentes e montada
cada paralela, a outra, formando grandes estruturas com didmetro circular de 10 cm
conforme indica a Figura 2.2 uma configuragdo tubular ja implantada em cultivo de larga
escala.

Para realizar o movimento das algas dentro da tubulagdo, ¢ utilizada uma bomba

mecanica ou o uso do sistema tipo airlift que oferece menor cisalhamento em razdo da
8
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auséncia de bombeamento mecanico e possibilita que os gases CO, ou O,, permanecam em
quantidades equilibradas virtude da aeracdo no meio.

Scale-up desses reatores sdo necessarios, entretanto, o cuidado com o acumulo de
oxigénio e a insuficiéncia de CO,, para ndo prejudicar a fotossintese das algas ao longo da
tubulacdao; assim, o scale-up ¢ realizado pelo aumento do modulo e nao pelo

prolongamento dos tubos e seus diametros (XU et al., 2009).

Figura 2.2- Biorreator tubular Fonte: PULZ e GROSS (2004)

Os fotobiorreatores de placas sdo sistemas de cultivo que ocupam pouco espago
em suas instalagdes, formados por placas de materiais transparentes com espessuras finas
que possibilitam a passagem de luz solar; essas placas podem ser montadas de varias
posigdes, seja verticalmente ou com inclinagdes que possibilitem o melhor posicionamento
em relagdo a iluminagdo solar, ocasionando maior produtividade das algas, de acordo com
a orientacdo das placas, norte/sul e leste/oeste (Figura 2.3); os resultados até aqui obtidos
mostram que o posicionamento das placas interfere na produtividade (XU et al., 2009;
WEWETZER et al., 2015).

As vantagens que esses biorreatores oferecem sdo: uma maior superficie de maior
contato com a luz solar, o baixo acumulo de oxigénio dissolvido comparado aos reatores
tubulares, a facilidade de escoamento e moddulos independentes que facilitam sua
manipula¢do; mas algumas espécies de microalgas se aderem as paredes do reator,
impossibilitando melhor absor¢dao da luz solar; além disso, o controle de temperatura
desses sistemas deve ser rigoroso para evitar maior evaporagao de agua durante o cultivo e
ndo comprometer o crescimento da microalga; uma solucao para evitar este problema ¢ a

utilizagcdo de trocadores de calor dentro dos sistemas de placas que podem amenizar a
9
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elevacao brusca da temperatura do meio durante o cultivo (XU et al., 2009; WEWETZER
etal., 2015).

Os custos de implantagdo dos fotobiorreatores de placas sdo elevados, porém
compensados pela alta produtividade e facilidade de instalacdo, o que justifica sua
aplicacdo principalmente em areas urbanas nas quais ha menos espacos para implantacao
de outros sistemas tornando assim uma alternativa vidvel para a captura de CO; nos

grandes centros urbanos (LOURENCO et al., 2006; WEWETZER et al., 2015).

Figura 2.3- Fotobiorreator de placas. Fonte: NOVUS (2013)

A defini¢ao de sistemas abertos ¢ dada como (lagoas, lagos, represas) e
reservatorios artificiais construidos com materiais e formas diversificadas. A forma de
constru¢do mais comum para reatores abertos ¢ representada por tanques em formato de
pista, agitados por roda tipo moinho de dgua (roda d’4gua), com profundidade entre 15 a
20 cm. A principal desvantagem desse tipo de cultivo, ¢ a perda de dgua por evaporacao,
difusdo de CO; para atmosfera e risco de contaminagao e poluicao (PULZ, 2001).

Os sistemas para cultivos comerciais de algas geralmente sdo pouco sofisticados
(BOROWITZKA, 1999; GREENWELL et al., 2010).

Os tanques construidos em formatos de pistas representam a maioria escolhidos
pelas empresas, por serem mais baratos e faceis de operar e poder se expandir rapidamente
para varios hectares (TREDICI, 2004; BENENMANN, 2008; GREENWELL et al., 2010).

Na maioria dos produtos de algas os sistemas abertos representam a Unica

alternativa capaz de atender os requisitos econdmicos € operacionais deste processo, 0s

10
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quais sdo utilizados por empresas dos Estados Unidos, Isracl e China (WEISSMAN;
GOEBEL, 1988; COSTA e MORALIS, 2011; ZHANG et al., 2012).

Os principais problemas reportados aos sistemas abertos sdo; baixa produtividade,
dificil controle dos fatores ambientais e a exposi¢do dos elementos a intempéries do
ambiente, esses sistemas tém baixa produtividade, pois nao conseguem responder
rapidamente as variagdes de luminosidade do ambiente aberto (BOROWITZKA, 1999;
LEE, 2001; TREDICI, 2004; GREENWELL et al., 2010).

Os fotobiorreatores abertos podem ser lagoas naturais ou artificiais, como tanques,
piscinas circulares, piscinas raceway; essas ultimas sdo bastante utilizadas nos Estados
Unidos e em Israel, e sdo piscinas grandes, agitadas por sistemas; de pas conhecidas como
chicanas, que possibilitam a aeracdo desses grandes sistemas; essas pas permitem que o
dioxido de carbono da atmosfera seja captado pelas microalgas e também a captagdo de luz
durante a circulagdo do meio no sistema, a Figura 2.4 apresenta a foto do sistema de
cultivo aberto.

A profundidade da lamina de meio nesses sistemas ndo pode ultrapassar de 35 cm,
para melhorar a eficiéncia de captagdo de CO, pelas algas em 78%, seria necessaria a
instalacao de um sistema de aeragdao desses gases no meio de cultivo (SU et al., 2008; XU
et al., 2009).

De modo geral, este sistema de cultivo ¢ o mais utilizado, haja vista que os custos
de constru¢do e operagdo sdo mais baratos e também a facilidade de operagdo se torna um

atrativo para a escolha desse sistema (LOURENCO et al., 2006).

Figura 2.4 - Fotobiorreator aberto. Fonte: GAZZONI (2013)

11
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2.3- Métodos de separacao da biomassa de microalgas

O maior custo de producdo de biomassa algal, reside na separagdo e purificacao,
visto que os custos com este processo podem chegar a ordem de 20 a 30%, podendo chegar
a 60% do custo final do processo. Este impacto esta diretamente relacionado com a baixa
concentragdo celular no meio de cultivo, algo em torno de (0,5-5 kg/m®) obtidas na coleta
(GRIMA et al., 2003).

Os principais métodos de separagao da biomassa algal sdo: centrifugacao, filtragao
e floculagao quimica.

A centrifugacdo: ¢ um dos métodos mais eficientes para a coleta da biomassa de
algas; sua eficiéncia pode chegar a 95% em condigdes otimizadas, apesar dos custos com a
energia serem muito altos, ¢ compensatorio pela forma de operagdo continua e a
recuperagdo de quase 100% de todas as particulas do meio de cultura (BENEMANN e
OSWALD, 1996; GRIMA et al., 2003; CRISTIL 2008; GREENWELL et al., 2010).

A filtragdo ¢ um método eficiente apenas para microalgas filamentosas ou
formadora de colonias e cianobactérias de tamanho grande, ¢ um método relativamente
simples de baixo custo e permite o rendimento de concentragdo de 27% de solidos
(GRIMA et al., 2003; SCHENK, 2008).

A floculagdo quimica ¢ um meio eficiente e econdmico para a coleta de
microalgas, pois aumenta o tamanho das particulas, facilitando sua remocdo. A coleta de
microalgas por floculagdo ¢ mais eficiente que outras técnicas convencionais, a qual
permite que grandes quantidades de culturas sejam tratadas de uma s6 vez (BILANOVIC

etal.,1988; HO et al., 2011; SALIM et al., 2011).
2.4 - Secagem

A secagem ¢ a operagdo unitaria destinada a remoc¢ao de um liquido agregado a
um solido para uma fase gasosa insaturada através de vaporizagdo térmica. Esta
vaporizagdo ocorre em uma temperatura inferior aquela de ebuli¢ao do liquido na pressao
do sistema (NONHEBEL e MOSS, 1971).

Normalmente se imagina um so6lido como algo com forma definida, em alguns

casos, o que se tem na alimentagdo do secador ¢ uma pasta ou uma suspensao de sélidos ou
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ainda uma solucdo, porém em qualquer situagao o produto final ¢ s6lido, com alguma
umidade.

A fase gasosa chamada, de meio de seca, deve ser insaturada para que possa
receber a umidade como vapor. O mecanismo de vaporizagdo térmica para a remogao do
teor de agua distingue a secagem dos processos de filtracdo e centrifugacao. O teor de dgua
mais comum ¢ a agua e o sistema comumente encontrado ¢ o de um so6lido imido exposto
ao ar em certa temperatura e teor de agua (CRUZ, 2011).

A etapa mais importante para o processamento de biomassa algal, ¢ a secagem
seguida de extragdo dos produtos acabados; apos as fases de coleta a biomassa passa por

secagem que deve obedecer parametros de viabilidade econdmica na aplicagdo das regras

da linha de produ¢do (RYCKEBOSCH et al., 2011; SHOW et al., 2012).

2.5 - P6 da biomassa da Chlorella sp.

Virios métodos tém sido aplicados para secagem de microalgas; uma delas, a
atomizacdo, técnica também conhecida por spray drying tem como principio bésico, a
maximizacdo da area de troca de calor e a massa durante a secagem. O secador atomizador
¢ 0 equipamento mais relevante para a desidratacdo de produtos liquidos com ar quente na
indtstria alimenticia. Esta técnica pode ser aplicada a qualquer material bombeavel, ou
seja, com comportamento liquido como, por exemplo, pastas, lamas, suspensdes e solucdes
(BARUFFALDI e OLIVEIRA, 1998; PEREDA, 2005).

Outra técnica também utilizada ¢ a liofilizagdo, que ¢ um processo de estabilizagao
no qual uma substancia é previamente congelada e a quantidade de solvente (geralmente
agua) ¢ reduzida, primeiro por sublimacdo e posteriormente por dessor¢do, para valores
tais que impecam atividade biologica e reagdes quimicas e passam pelos processos de
congelamento inicial, secagem primaria e secagem secundaria (MARQUES, 2008).

Outros equipamentos empregados na secagem, sdo os secadores de bandeja, que
sdo utilizados para realizar secagem em pequenas escalas de producdo com volumes de 1 a
20 t/dia; podem, também ser usados no desenvolvimento de processos de secagem em
escala-piloto; seu custo ¢ relativamente baixo, porém possui limitagdes, principalmente
ocorréncia de variagdes na uniformidade da secagem; com isto, o produto obtido por este
método pode ndo conter as caracteristicas desejadas, sobretudo se houver falhas na

distribuicao do produto na hora da secagem (FELLOWS, 2006).
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Além de conservar a biomassa, a secagem auxilia na ruptura celular das
microalgas para a liberagdo dos metabdlitos de interesse. Em alguns casos, a extragdo com
solvente com a biomassa seca tem demonstrado maior recuperagdo de moléculas
intracelulares do que a biomassa umida. Produtos intracelulares como 6leos podem ser de
dificil extracdo a partir de biomassas imidas de cé¢lulas ndo rompidas, mas sdo extraidas
facilmente se a biomassa for secada antes da extracdo. Varios métodos para romper a
parede celular podem ser utilizados (dependendo da parede das microalgas e da natureza
dos produtos a serem obtidos), os quais utilizam ou ndo a acdo mecanica (prensas, por
exemplo) (congelamento, solvente organico, choque osmotico e reacgdes acidas)

(ADERLANIO et al., 2011).

2.6 - Acucares de microalgas

Os carboidratos, também denominados glicidios ou agucares, sdo as principais
moléculas constituintes dos seres vivos; assim, como proteinas, lipidios e acidos nucleicos.
A juncdo das diferentes fungdes bioquimicas destas moléculas permite a funcionalidade da
célula e de seus processos metabolicos, fisiologicos e genéticos dos organismos vivos. A
Figura 2.5 mostra a estrutura quimica de alguns carboidratos estes recebem a classificacao
de monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos (NELSON e COX, 2011).

Através de processos bioquimicos da fermentagdo da biomassa sacarineas de algas,
e apos hidrolise de amilaceas e celuldsicas, obtem-se o bioetalnol de terceira geracao; e por
processo termoquimico (gaseificacdo da biomassa) produzem-se hidrocarbonetos que

podem ser utilizados como matéria-prima de muitos combustiveis.
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Figura 2.5 - Estrutura quimica de agucares. Fonte: SEGALI (2013)

As biomassas frequentemente empregadas na obtencdo de etanol, como o milho e
a cana-de-aglicar, tém problemas em comum: sdo muito utilizadas na alimentagdo e ¢
necessaria a disponibilizacdo de terras agricultaveis para serem produzidas. Em virtude
disto, tem havido, atualmente, interesse na produ¢do de etanol, a partir dos carboidratos
(celulose, xilose, galactose, arabinose, glicose e manose) presentes em microalgas
(HARUN et al., 2009).

O interesse em carboidratos da biomassa de microalgas vem crescendo devido a
sua capacidade de fornecer quantidades expressivas desses componentes para a
fermentagdo e produgao de bioetanol que podem ser hidrolisados por diversas técnicas seja
por enzimas, aquecimento, tratamento quimico ou pela extragdo por etapas usando
microrganismos capazes de transformar estes constituintes em bioetanol. Uma vez obtidos
os monossacarideos, ¢ realizada a fermentagdo com leveduras especificas para a produgao
do biocombustivel (VARFOLOMEEV e WASSERMAN, 2011).

Para aumentar as concentragdes de carboidrato na biomassa da microalga ¢
necessario que seja feito o ajuste do meio de cultura para que a microalga possa aumentar a
produgdo desses compostos em relagdo aos demais constituintes. DRAGONE et al.(2011)
realizaram testes para verificar a influéncia da concentragdao de nitrogénio e ferro sobre o
acumulo de amido em C. vulgaris P12 verificando que o maior teor de amido (acima de
41%, em relacdo a massa seca da biomassa) foi obtido quando as concentragdes de
nitrogénio e ferro adicionadas a cultura, foram menores; entretanto, a quantidade de
biomassa produzida sofreu decréscimo em comparagdo com as maiores dosagens desses
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nutrientes; logo, eles sugerem que o cultivo seja feito em duas etapas: a primeira para
obten¢do de biomassa (maiores concentragdes de nitrogénio e ferro) e a segunda para o

aumento do teor de amido (meio livre de nitrogénio e ferro por poucos dias de cultivo).

2.7 - Lipideos de microalgas

Os lipideos s3o biomoléculas compostas de carbono (C), hidrogénio (H) e
Oxigénio (O), fisicamente caracterizadas por serem insoliveis em agua e soliveis em
solventes organicos. A familia desses compostos ¢ muito vasta e classificados segundo sua
cadeia carbonica e a origem de sua sintese (Figura 2.6).

A composicao dos lipideos da biomassa das microalgas ¢ formada por diferentes
acidos graxos saturados e insaturados, entre esses 0 -3 € o m-6. Geralmente, os acidos
graxos saturados e mono-insaturados que compdem os lipideos totais desses organismos
sdo da classe C16:0 e C16:1 em Bacillariophyceae; C16:0 e C18:1 em Chlorophyceae,
Prasinophyceae, Euglenophyceae e FEustigmatophyceae; C16:0, Cl16:1 e C18:1 em
Cryptophyceae, Prymnesiophyceae, ¢ Cianobactéria;, C16:0 em Dinophyceae e
Rhodophyceae; e C14:0, C16:0 e C16:1 em Xanthophyceae. Ja os poli-insaturados sao
C20:5.03 e C22:6 w3 em Bacillarilophyceae; C18:2 e C18:3w3 em algas verdes e
Euglenophyceae; C20:5, C22:5 e C22:6 em Crysophyceae; C18:3 ®3, C18:4 ¢ C20:5 em
Cryptophyceae; C20:3 e C20:4 ®3 em Eustigmatophyceae; C18:3 ®3 e C20:5 em
Prasinophyceae; C18:5 ©3 e C22:6 ®3 em Dinophyceae; C18:2, C18:3 ®3 e C22:6 ®3 em
Prymnesiophyceae; C18:2 e C20:5 em Rhodophyceae; C16:3 e C20:5 em Xanthophyceae;
e Cl16:2, C18:2 ¢ C18:3 w3 em Cianobactéria (ZHUKOVA e AIZDAICHER, 1995;
REZANKA et al.,2003; HU et al.,2008; HUANG et al.,2010).

As microalgas sao frequentemente compostas por triglicerideos e acidos graxos
poli-insaturados, que nao sdo tradicionalmente utilizados para a obtencdo de biodiesel,
sendo propensos a reagdes de oxidacdo indesejaveis. Além disso, o 6leo de microalga pode
apresentar elevada acidez/ por isso, podem ser feitas modificagdes para corrigir a produgao

de 4cidos graxos improprios para a produgdo desses combustiveis (MIAO e WU, 2006).
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Figura 2.6 - Estrutura de quimica de acidos graxos Fonte: NUTRITOTAL (2013)

A quantidade de lipideos na biomassa de microalgas pode variar entre 1 e 70%;
dependendo das condigdes de cultivo, algumas espécies podem produzir até 90% do peso
seco. O teor de 6leo em microalgas pode atingir 75% em peso em relacdo a biomassa seca,
mas com baixa produtividade, como em Botryococcusbraunii. Por exemplo, as microalgas
mais comuns sdo: Chlorella, Crypthecodinium, Cylindrotheca, Dunaliella, Isochrysis,
Nannochloris, Nannochloropsis, Neochloris, nitzschia, Phaeodactylum, Porphyridium,
Schizochytrium, Tetraselmis. Com niveis de produtividade de 6leo entre 20 e 50%, mas ¢
possivel aumentar este resultado. A fonte de carbono utilizado pelas microalgas pode ser
tanto carbono inorganico (CO,) quanto organico (glucose, acetato, etc.) para a formagao de
acidos graxos e, consequentemente, lipidios, sendo a quantidade de lipideos varidvel de
espécie para espécie. As vias de sintese de acidos graxos e triglicerideos em microalgas
podem ser descritas nas seguintes etapas: sintese da acetil coenzima A (acetil-coA) no
citoplasma; o alongamento e a insaturacdo da cadeia de carbono de 4cidos graxos,
dependentes principalmente dos sistemas enzimaticos acetil-coA carboxilase (ACCE) e
acido graxo sintase (FAS); e a biossintese de triglicerideos, tendo L-a-fosfoglicerol e
acetil-coA como os dois maiores precursores (primers) (CHISTI, 2007; HU et al., 2008;
HUANG et al., 2010; MATA et al., 2010).

Uma das etapas mais onerosas para a produgdo de 6leos de microalgas ¢ a extragdo

dos componentes lipidicos. Alguns métodos sdo mais aplicados que outros mas ¢
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necessario conhecer com profundidade as caracteristicas de cada tipo de lipideos de cada
espécie (NIELS et al., 2012).

A extracdo da biomassa secada com solvente tem demonstrado maior recuperacao
de metabolitos intracelulares comparado com a biomassa umida. Produtos intracelulares
como Oleos podem ser de dificil extragdo a partir de biomassas imidas de células nao
rompidas, mas sdo extraidas facilmente se a biomassa for secada anteriormente. Varios
métodos para romper a parede celular podem ser utilizados (dependendo da parede das
microalgas e da natureza dos produtos a serem obtidos), os quais utilizam ou nao a agdo
mecanica, por exemplo, (prensas), (congelamento, solvente organico, choque osmotico e
reacdes acidas, basicas e enzimadticas sdo exemplos de acdo ndo mecanica). O ultra-som
pode ser utilizado para romper células de microalgas suspensas em pequenas quantidades
de biomassa, mas este nao ¢ aplicavel em grandes escalas. O tratamento com alcalis ¢ outro
método efetivo de ruptura da parede celular, mas geralmente ndo ¢ indicado para a
extracdo de produtos sensiveis como proteinas. No entanto, a ruptura alcalina pode ser
utilizada para isolar acidos graxos livres; entretanto, prensas mecanicas e solventes
apolares sdo os métodos mais utilizados para a extragdo de lipideos das microalgas, tal
como ¢ realizado com oleaginosas tradicionais (GRIMA et al.,2003; MATA et al.,2010;
ADERLANIO et al., 2011).

2.8 - Potencial das algas

O biodiesel derivado das algas tem recebido mais aten¢ao dada a sua elevada
potencialidade para substituir a dependéncia dos combustiveis fosseis, principalmente no
dominio dos transportes; contudo, muitas formas de energia alternativa podem ser obtidas
a partir desta matéria-prima, como o etanol, hidrogénio, metano, biomassa para combustao
e gaseificacdo. Em outras aplicagdes como hidrocarbonetos em geral (MATA et al., 2010).

Outro importante produto do bioprocessamento da biomassa algal ¢ o bioetanol
obtido a partir da conversdao do amido e da celulose, polissacarideos da fina parede das
células das algas, sao fonte ideal para o bioetanol de segunda geracao.

O processo de producao de etanol a partir das algas baseia na fermentagcdo dos
acUcares, em vdrias etapas: producdo de biomassa algal, desconstru¢do da parede celular

para liberagdo dos aglcares, fermentacdo dos acucares obtidos através de leveduras
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(Saccharomyces sereviseae, Saccharomyces uvarum), € posterior retirada do etanol
presente no liquido fermentado (GREENWEL et al., 2010).

Outro ponto a ser considerado ¢ a producdo de etanol apds a extracdo dos produtos
de valor comercial, como as proteinas e os lipideos, o que permite otimizar o potencial
energético da biomassa das algas. Adicionalmente, o dioxido de carbono produzido
durante a fermentacdo pode ser utilizado para produzir nova biomassa, podendo permitir
um funcionamento fechado de produgdo, elevando o aproveitamento do sistema produtivo

(GAROFALO, 2011).

2.9 - Isotermas de adsorc¢iao de umidade

A biomassa de algas ¢ constituida por inumeras substancias que podem ajudar ou
dificultar sua secagem. Muitas pesquisas ja foram realizadas com o intuito de melhorar as
condi¢des de secagem desses materiais (LIMOUSIN et al., 2007). No entanto, algumas
consideragdes termodindmicas referentes as equacdes tedricas devem ser levadas em conta.
Uma das principais aplicagdoes das equagdes de isotermas se refere a energia das ligacdes
da 4gua e sua adsor¢do nas superficies dos materiais. E necessario também considerar os
valores de monocamada molecular de dgua que estao ligadas diretamente com as reacdes
quimicas que ocorrem na deterioracdo dos materiais bioldgicos em virtude das areas de
respostas da matriz solida (SANCHEZ et al., 2008). Muitas pesquisas tém sido realizadas
com a finalidade de se prever o comportamento das isotermas em que muitas propostas de
modelos de ajustes de isotermas de sor¢do tém procurado formas diversas de ajustar esses
modelos para a compreensdo do comportamento de muitos materiais, sobremaneira os de
origem biologica, o que ajuda a explicar as caracteristicas de cada material e a reatividade
em relacdo ao tempo de uso (REZAE et al., 2011). Grande parte desses modelos ¢
empirica, e, devido as caracteristicas de cada material, torna-se mais dificil encontrar
modelos generalistas que possam ser utilizados em diversas analises (PARK et al., 2014).

As isotermas de adsor¢do possibilitam determinar os parametros relacionados ao
equilibrio do processo, tais como a constante de adsor¢ao (K,qs) € a quantidade maxima de
adsorvato que o material pode reter na sua superficie (Qmax) (ADAMSON e GAST, 1997).
A isoterma ideal ¢ aquela em que a quantidade de adsorvato sobre a superficie do
adsorvente ¢ proporcional a concentragdo da espécie quimica na solugdo, até a saturagdo da

superficie do material, representada por um plat6 nos valores de Qpax.
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Existem diferentes modelos de adsor¢do para as diferentes formas de interacao; a
adequag¢do de um modelo tedrico adsortivo aos dados experimentais obtidos promove
melhor conhecimento do mecanismo envolvido no processo, como um todo.

As isotermas de adsor¢do mais conhecidas sdo as de Langmuir e Freundlich, o
modelo de adsor¢do proposto por Langmuir, apresentado como isoterma de Langmuir
considera o fendmeno de adsor¢do em superficie homogénea, como um numero fixo de
posicdes de adsor¢do disponiveis na superficie e com a formag¢do de uma camada
superficial monomolecular. O modelo também considera que as moléculas adsorvidas nao
sofrem interacao no meio nem entre si (ORTIZ, 2000).

O modelo de adsor¢do proposto por Freundlich foi um dos primeiros a equacionar
a relacdo entre a quantidade de material adsorvido e a concentragdo do material na solugdo
ORTIZ, (2000). Este considera que o processo de adsorcdo apresenta distribuicao

exponencial de calores de adsorcao, a partir da monocamada adsorvida.
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3 - MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado na Universidade Federal de Campina Grande no
Laboratorio de Armazenamento e Processamento de Produtos Agricolas da Unidade
Académica de Engenharia Agricola, em Campina Grande e na Fazenda Tamandua,

localizada no municipio de Santa Teresinha, PB.

3.1 - Matéria-prima

A microalga utilizada como matéria-prima foi a estirpe da espécie Chlorella sp. O
in6culo inicial foi coletado na barragem da Concei¢do, Fazenda Tamandud, localizada no
municipio de Santa Teresinha, PB, colhida em 2010 e mantida na unidade de

processamento de microalgas da Fazenda Tamandua.

3.2 - Cultivo e processamento da microalga

Na Figura 3.1 tem-se o fluxograma das etapas do cultivo até o processamento da
microalga. Inicialmente foram preparados os meios de cultivo (TC, T1, T2, T3, T4 e T5)
com diferentes concentragdes de nutrientes, subsequente ao monitoramento do crescimento
celular, produ¢do de lipideos e de acucares totais; depois foi realizada a colheita das
biomassas frescas, seguida da secagem e obtencdo das biomassas em pd que foram
analisadas em relacdo ao perfil dos acidos graxos, microscopia eletronica de varredura, teor
de amido, andlises fisico-quimicas (umidade, cinzas, lipidios, proteinas, agucares totais,
pH, clorofila, feofitina e atividade de agua), perfil de minerais e de aminoacidos. Ainda
foram construidas as isotermas de adsor¢do de umidade das biomassas em po, a 25 °C.

A microalga Chlorella sp. foi cultivada em fotobiorreator aberto e processada na

Fazenda Tamandua, Santa Terezinha, PB.
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Figura 3.1 - Fluxograma das etapas do cultivo e processamento da microalga Chlorella sp.

3.3 —Indculo de Chlorella sp. e meios de cultivo

A cultura da estirpe foi mantida em trés fotobiorreatores de vidro com 1,6 litros de
capacidade conforme indicado na Figura 3.2. O meio artificial utilizado foi segundo
Watanabe (1960), denominado meio “Medium for Chlorella ellipsoidea” (MC) e replicada
mensalmente. Cerca de um terco da cultura foi usado para replicacdo e os volumes
restantes foram utilizados para criar culturas do in6culo. Assim foram transferidas para
uma sala de cultura na unidade de processamento de microalgas da Fazenda Tamandua, em
que foram aclimatadas as condi¢des da cultura. A expansdo do cultivo foi efetuada
duplicando-se o volume das culturas a cada 15 dias, através da reparticdo por novos
fotobiorreatores e adi¢cdo de meio de cultura. A cultura foi mantida na temperatura de 30 +
1°C e luminosidade constante de 3500 a 4000 lux, medida com um luximetro digital,

marca ICEL, modelo LD - 510.

22



Material e Métodos

Figura 3.2 - Cultivo de Chlorella sp. em fotobiorreator de bancada
3.4 - Cultivo da Chlorella sp. em fotobiorreator aberto

O cultivo da Chlorella sp. foi realizado em fotobiorreatores abertos (Figura 3.3)
com volume de 10 m’, localizados na unidade de processamento de microalgas da Fazenda
Tamandua. A aeragao foi feita com aerador axial, marca Aeromack, modelo CRE-01, com

fluxo continuo de 1,4 m3/min, pressao de 1.200 m.c.a, poténcia de 0,5 CV.

(a) (b)
Figura 3.3 - Cultivo de Chlorella sp.em tanque aberto: (a) Inicio do cultivo; (b) Fase final

O meio de cultivo foi preparado segundo Watanabe (1960), denominado “Medium
for Chlorella ellipsoidea”(MC) com variacdes das concentragdes dos nutrientes como
descrito na Tabela 3.1, correspondendo aos tratamentos TC (controle), T1, T2, T3, T4 e
T5. Como fonte de carbono suplementar foi utilizado o bicarbonato de s6dio (NaHCO3),

em diferentes concentragdes (Tabela 3.1), conforme citado por Sunja et al. (2011) e
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Henrard et al. (2014). A modulacao da sintese de lipideos e carboidratos foi realizada
através das variagdes de concentragdes de nitrogénio (KNO3), fosforo (KH,POs), potassio
(KH,PO,), ferro (FeSO,) e fonte de carbono (NaHCO3) (Tabela 3.1) com base em estudos
realizados por Grima et al. (1992); Cornet et al. (1992); Rodrigues et al. (2003); Binaghi et
al. (2003); Li et al. (2010) e Baumgartner et al. (2013).

Tabela 3.1 - Concentracdo dos constituintes quimicos para a modulacdo da cultura
Chlorella sp. para os diferentes tratamentos

Tratamentos KNO;(g/L) KH,PO4(g/L) FeSO4(mg/L) NaHCO;3(%)

TC 1,25 1,25 10 0,04
T1 0,625 0,625 5 0,04
T2 0,313 0,313 2,5 0,06
T3 0,157 0,157 1,25 0,08
T4 0,157 0,157 1,25 0,10
T5 0,157 0,157 1,25 0,12

O cultivo para cada tratamento, realizado em triplicata, foi iniciado colocando-se no
biorreator aberto 339 mg/L de inoculo (Figura 3.4) da microalga Chlorella sp., mantida sob
aeracdo continua, sendo monitoradas: a temperatura, o pH, a intensidade luminosa
(Apéndice A) avaliando-se, durante 16 dias de cultivo, o crescimento celular, a produgdo

de lipideos e de agucares totais.

Figura 3.4 — Indculo da microalga Chlorella sp. aumento 400x
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3.4.1 - Crescimento celular

A cada 2 dias, durante os 16 dias de cultivo no fotobiorreator aberto foi avaliado o
crescimento celular da Chlorella sp. Para a determinagdo do crescimento celular, expresso
em termos de peso umido e peso seco, da Chlorella sp. foram coletadas aliquotas de 1L do
meio de cultivo com a biomassa, em triplicata, de cada tratamento, em intervalos de tempo
de 2 dias por 16 dias as aliquotas foram centrifugadas a 5000 rpm durante 15 minutos
determinando-se o peso umido (g/L) de cada amostra; logo apds a biomassa foi secada em
estufa com circulagdo de ar na temperatura de 40 °C, até massa constante; apds secagem a

biomassa seca foi pesada determinando-se o peso seco (g/L).

3.4.2 - Producao de lipideos e agticares totais

Para a determinagdo dos lipideos e dos agtlicares totais da Chlorella sp. durante os
16 dias de cultivo foram coletadas, no fotobiorreator aberto, aliquotas de 1L do meio de
cultivo com a biomassa, em triplicata, de cada tratamento (TC, T1, T2, T3, T4 ¢ TS5) em
intervalos de tempo de 2 dias por 16 dias. As aliquotas foram centrifugadas a 5000 rpm por
15 minutos e a biomassa foi secada em estufa com circulagdo de ar na temperatura de 40
°C, até massa constante.

A determinagdo do teor de lipideos na biomassa seca foi realizada submetendo-a ao
processo de extracdo em banho ultrassonico na presenga de solvente (hexano) de acordo
com a metodologia de Viégas (2010). As concentracdes dos agucares totais foram

determinadas pelo método de DNS (4acido dinitrossalicilico) segundo Miller (1959).

3.5 - Colheita e secagem da biomassa

Apds 16 dias de cultivo foi realizada a colheita da microalga dos diferentes
tratamentos, através de floculagao seguida de decantacdo; para tal foi utilizado sulfato de
aluminio (Aly(SO4);.18 H,0O) com a concentracao de 0,5 g/L por 30 minutos (LIRA, 2011).
Decorrido este tempo, o sobrenadante do tanque foi removido com uma bomba centrifuga
na qual se retirou a dgua acima do decantado transferindo-a para outro tanque vazio, em

que a agua foi recepcionada. Finalizado este processo, as células decantadas foram
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removidas para um filtro de nylon de 325 mesh. Deixou-se a biomassa de Chlorella sp.

filtrando por 3 horas, que depois foi recolhida (Figura 3.5) para secagem.

Figura 3.5-Biomassa fresca de Chlorella sp. apds a filtracao

Apos a filtracdo a biomassa de Chlorella sp. dos diferentes tratamentos foi pesada e
colocadas em uma extrusora de rosca sem fim (Figura 3.6) e distribuidas em bandejas de
aco inoxidavel para a secagem com as dimensdes de 0,7 m de largura x Im de
comprimento e furos quadriculados de 0,5 cm de espagamento. A distribui¢do da biomassa
foi realizada obedecendo-se ao critério de uniformidade com uma lamina do produto de 0,3
cm de espessura e 5 cm de largura e espagamento de 1 cm entre cada lamina (Figuras 3.6 ¢
3.7). Logo apo6s as bandejas foram colocadas em uma estufa com circulagdo de ar da marca
Marconi, modelo MA035/1152, com velocidade do ar de 2 m/s e temperatura de 40 °C, até
peso constante (KNOWLES e CASTENHOLZ, 2008).

Figura 3.6 — Extrusora distribuindo a biomassa fresca de Chlorella nas bandejas
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Figura 3.7 - Secagem da biomassa de Chlorella sp. em estufa

Apo6s o término da secagem a biomassa secada foi retirada das bandejas (Figura
3.8) e triturada em moinho de martelos com velocidade de rotagao de 8000 rpm e com
peneira de 0,5 mm, obtendo-se a biomassa em p6 (Figura 3.9), a qual foi embalada em

sacos laminados de 1 kg e selados para andlise subsequente.

Figura 3.8 - Biomassa de Chlorella sp. secada em flocos

Figura 3.9 - Biomassa de Chlorella sp. em p6 e em flocos
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3.6 - Microscopia eletronica de varredura

Para avaliar as particulas da biomassa de Chlorella sp. seca dos diferentes
tratamentos através do microscopio eletronico de varredura (MEV), marca SEDX, fez-se a

andlise em duas etapas: com a parede celular rompida e com o amido extraido.

3.6.1 —- Rompimento da parede celular

Para a andlise no MEV das particulas com a parede celular rompida, fez-se o
rompimento da parede celular da Chlorella sp. secada pesando-se 1g da biomassa seca de
cada tratamento em um almofariz; adicionou-se nitrogénio liquido ¢ com auxilio de um
pistilo, a biomassa foi triturada; apos a trituragdo as amostras foram fixadas com uma fita
adesiva de dupla face condutora convencional em porta amostras (stubs) e metalizadas com
uma liga de ouro/palddio em um metalizador; a seguir, foram colocadas no microscopio
eletronico de varredura (MEV) e observadas as caracteristicas estruturais da superficie das

células ap6s rompimento da parede celular (XU et al., 2006)

3.6.2 — Extracao, quantificacdo e morfologia do amido

A extracdo do amido da biomassa de Chlorella sp. seca dos diferentes tratamentos
foi realizada segundo a metodologia adaptada de Leonel et al. (2003), usando 100g da
biomassa seca, a qual foi homogeneizada em liquidificador doméstico com agua destilada
na propor¢ao de 1:2 (biomassa: agua) por 5 minutos; a seguir a mistura biomassa/agua foi
peneirada em malha de 200 mesh; depois, o material passado na peneira foi lavado 4 vezes
com agua destilada a 5 °C, sendo que entre cada lavagem foi realizada uma etapa de
decantagdo durante 40 a 50 minutos sob refrigeragdo a 5 °C. Apds a extragdo o amido
extraido foi secodo em estufa a 40 °C, até massa constante, calculando-se o teor de amido
em g/100 g.

Para a analise no microscopio eletronico de varredura (MEV) apds a secagem, o
material foi resfriado e triturado em moinho de martelos da marca Vieira, com peneira 0,5
mm e velocidade de rotacdo de 8000 rpm. Apoés a trituragdo do amido extraido de cada
tratamento, os mesmos foram fixados em porta-amostras (stubs) e metalizados com uma

liga de ouro/paladio em um metalizador; a seguir, foram colocadas, no microscopio
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eletronico de varredura (MEV), marca SEDX operando em 200 KV, e ver as caracteristicas

estruturais da superficie granular do amido com aumento da imagem de 100 a 2000x.

3.7 - Caracteriza¢ao quimica, fisica e fisico-quimica da biomassa seca

As biomassas de Chlorella sp. dos tratamentos TC, T1, T2, T3, T4 e TS5 colhidas
com 16 dias de cultivo e secadas a 40 °C, foram caracterizadas quimica, fisica e fisico-

quimicamente, em triplicata.

3.7.1 - Teor de umidade

Os teores de umidade das biomassas secadas dos diferentes tratamentos, foram

determinados por secagem em estufa a 105 °C, até massa constante (BRASIL, 2005).

3.7.2 - Cinzas

A analise de cinzas das biomassas secas dos diferentes tratamentos, foi realizada
por incineragdo em mufla a 550 °C até elimina¢do completa do carvdo (cinzas brancas)

(BRASIL, 2005).

3.7.3 — Lipideos

A quantificacao lipidica das amostras dos diferentes tratamentos foi realizada
segundo Adam et al. (2012) utilizando-se um tubo de ensaio de vidro de 10 mL, onde foi
adicionado 1 g da biomassa seca de Chlorella sp. juntamente com 6 mL de solvente
(hexano) e colocando-se o tubo de ensaio em um banho ultrasénico, com a poténcia de 40
khz, durante 30 minutos na temperatura de 30 °C, a seguir, as amostras foram
centrifugadas a 2000 rpm durante 10 minutos. A fase organica foi recolhida com uma
pipeta Pasteur e transferida para outro tubo de ensaio. Repetiu-se o procedimento por duas
vezes até que ndo houvesse mais lipideos na amostra. Terminada esta etapa os lipideos
extraidos foram evaporados em evaporador rotativo e depois secados em estufa a 105 °C

por 24 horas, até atingir massa constante para quantificar os lipideos. A amostra
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concentrada em evaporador rotativo a 40 °C, foi utilizada na determinagdo do perfil dos

acidos graxos.

3.7.4 - Proteinas

A concentragdo de proteinas das biomassas secas dos diferentes tratamentos foi
determinada pela quantificagdo de nitrogénio da amostra utilizando-se o método de
Kjeldahl (BRASIL, 2005). Foi utilizado o fator de conversdao de nitrogénio para proteina
de 6,25.

3.7.5 - Actcares totais

Os agucares totais das biomassas secas dos diferentes tratamentos foram

determinados segundo a metodologia de Miller (1959).

3.7.6 - pH

Pesaram-se 10 g da amostraem um béquer de 200 mL e se diluiu com 100 mL de
agua destilada; agitou-se o contetdo até que as particulas ficassem uniformemente
suspensas; € se determinou o pH com o potencidmetro de bancada da marca Denver
modelo UB-10 previamente calibrado, operando de acordo com as instru¢des do manual do

fabricante (BRASIL, 2005).

3.7.7 - Clorofila e feofitina

Para a determinacdo da concentragdo de clorofila seguiu-se a metodologia segundo
CETESB (2014) Foi usado 1 g da biomassa de Chlorella sp. seca, a qual foi triturada em
almofariz até obter um po fino; este po foi transferido para um frasco ambar com tampa e
acrescentados 5 mL de acetona a 90%; a seguir macerou-se novamente € acrescentou-se
mais 5 mL de acetona tomando cuidado de proteger a amostra da exposi¢ao a luz; deixou-
se em repouso a 4 °C, por 5 horas. Apds o periodo de extragdo os tubos foram retirados do
refrigerador e centrifugados a 3.000 rpm durante 20 minutos; fez-se a leitura do

sobrenadante em espectrofotdmetro UV-VIS, marca Spectrum modelo SP 1105, com
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cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1cm colocando-se 3 mL da amostra na cubeta e
se procedeu as leituras tendo como branco uma amostra da solugdo de acetona a 90%.
Foram realizadas as leituras em comprimento de onda de 664, 665 ¢ 750nm, a primeira
leitura nos comprimentos de onda 664 e 750nm.

A correcdo para feofitina (@) foi feita acidificando-se a solug@o contida nas cubetas,
apos a 1? leitura (664 e 750 nm), pela adicdo de 50 pL de acido cloridrico 0,1 N; apos 90
segundos determinaram-se as densidades Opticas apos acidificacdo em 750 e 665 nm (665
nm - pico maximo de absor¢ao da feofitina a).

Para a obtencao dos resultados foram realizados os seguintes calculos:

Correc¢ao da turbidez
D664c- densidade Optica corrigida a 664 nm, obtida antes da acidificagao.
Corregdo: D664 corrigida = D664 — D750
D665c-densidade Optica corrigida a 665 nm, obtida depois da acidificagao.
Correcao: D665 corrigida = D665 — D750

As concentragdes de clorofila a e feofitina a foram obtidas a partir das Equagdes

3.1 e 3.2, respectivamente:

Clorofilaa (ug/L)= 26,73 x (D664c - D665¢) X —— (3.1)

Feofitina a (1g/L)= 26,73 x [(1,7 x D665¢) — D664c] x—— (3.2)
Onde:

V - volume da amostra filtrada, em litros;

v - volume de acetona 90% usados para extracdo, em mL;

L - caminho Optico da cubeta espectrofotométrica usada, em cm;
D664c - densidade Optica corrigida a 664 nm;

D665c¢ - densidade 6Optica corrigida a 665nm.
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3.7.8- Atividade de agua

As leituras dos valores da atividade de agua, a 25 °C, das biomassas secas dos
diferentes tratamentos foram obtidas utilizando-se o higrometro AqualLab, modelo 3TE,

fabricado pela Decagon Devices Inc.

3.7.9 - Amido

A quantificagdo do amido foi realizada segundo a metodologia de Leonel et al.,

(2003) descrita no item 3.6.2.

3.7.10 — Perfil dos minerais

A determinag¢ao dos minerais foi realizada em triplicata utilizando-se amostras da
biomassa seca de Chlorella sp. de todos os tratamentos em espectrdmetro microscopio
Philips CM-200 operando com 200 KV, acoplado a um espectrometro de analise de
energia dispersiva de raios X (EDX).

3.7.11 — Perfil dos aminoacidos

A determinagdo dos aminoécidos contidos na biomassa seca de Chlorella sp. foi
realizada pelo método de derivatizagao utilizando-se fenilisotiocianato (PITC) apds
hidrolise acida. Obteve-se uma mistura de varios aminoacidos como produto, os quais
foram submetidos a andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As
proteinas contidas na biomassa foram hidrolisadas a 110 °C, com &cido cloridrico 6 N,
durante 24 horas. Os aminoacidos liberados na hidrdlise acida reagidos com PITC,
segundo Hagen et al. (1989), foram separados por CLAE em fase reversa, utilizando-se
coluna LUNA C18 (100A, 5 pm 250 x 4,6 mm; c6d. 00G-4252-EQ), e quantificados por
detector UV em 254 nm. A quantificacdo foi feita por calibragdo interna multinivel,
utilizando o acido a-aminobutirico (AAAB) como padrao interno, como descrito por White
et al. (1986). Para o calculo do teor de cada aminoacido o valor do peso molecular de cada

aminoacido foi tomado na forma condensada, ou seja, o peso molecular completo do
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aminoacido, diminuido em 18 u.a.m. (massa de uma molécula de 4gua), de forma a
considerar o aminoacido como se estivesse na sua forma protica.

Os valores de triptofano foram determinados por espectrofotometria, em meio
alcalino. A amostra foi submetida a hidrélise enzimatica com pronase a 40 °C, por 24 h,
posteriormente foram submetidas a reagdo colorimétrica com p-dimetileno benzaldeido
(DAB) e feita a leitura em espectrofotometro a 590 nm (SPIES, 1967). A concentragdo de

triptofano foi calculada por comparagdao com a curva padrao.

3.7.12 — Perfil dos acidos graxos

A determinagdo dos ésteres metilicos de acidos graxos da biomassa seca dos
diferentes tratamentos foi realizada com base nas metodologias de Firestone (2009),
Horwitz et al. (2010), Hartman e Lago (1973) e de Food Standards Agency Cambridge
(2002). Foi utilizado cromatografo a gas, modelo Varian-3400CX, equipado com detector
de ionizagdo de chama e coluna modelo DB-FFAP Megabore (fase estacionaria: acido
nitroterftalico modificado por polietilenoglicol). A coluna tinha 30 m de comprimento e
0,545 mm de diametro com um filme de 1 mm de espessura. O gas de arraste utilizado foi
nitrogénio a 2 mL/min. As temperaturas do injetor e do detector foram de 250 e 270 °C,
respectivamente. A temperatura inicial da coluna era de 120 °C, permanecendo nesta
temperatura por 1 min. Foram utilizadas trés programagdes de temperatura: aumento a uma
taxa de aquecimento de 5 °C/min até 180 °C, permanecendo por 2 min; aumento a uma
taxa de aquecimento a 2 °C/min até 200 °C, permanecendo por 2 min e aumento a uma
taxa de aquecimento a 5 °C/min até 220 °C, permanecendo nesta temperatura durante 25
min, totalizando 50 min. A quantidade de amostra injetada foi 1 pL. Os ésteres metilicos
de acidos graxos foram identificados pela comparacdo dos tempos de retencdo com

padrdes e quantificados por normalizagao de areas através do software Varian Star 4.51.

3.8 - Isotermas de adsorc¢ao de umidade

A avaliagdo das isotermas de adsor¢do de umidade, a 25 °C, das biomassas secas de
Chlorella sp. dos diferentes tratamentos, foi determinada em triplicata, utilizando-se o
método estatico-indireto segundo a metodologia de Capriste e Rotstein (1982). As leituras

de atividade de agua foram feitas no higrometro Aqualab, modelo 3TE da Decagon
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Devices e o teor de umidade de equilibrio determinado em estufa a 105 °C, até massa
constante.

Os modelos matematicos de GAB (Equagao 3.3), Oswin (Equagdo 3.4) e Peleg
(Equacao 3.5) foram ajustados as isotermas de adsor¢do de umidade através de regressao

ndo linear pelo método de estimativa Quase-Newton, usando o programa Statistica.

GAB

X,,CKay,

Xe = (1 "Kay Y1 - Kay + CKay) G-3)

Em que:
X - teor de umidade de equilibrio;
ay, - atividade de 4gua;
Xm - umidade na monocamada molecular;

C e K - parametros que dependem da temperatura da natureza do produto.

b

Em que:
X, - teor de umidade de equilibrio
ay - atividade de agua

a e b - parametros de ajuste do modelo

Peleg

X = Kjay! +Kjay? (3.5)
Em que:

Xe - teor de umidade de equilibrio

K, e K- constantes da equagao

ay - atividade de agua

n; e n - constantes da equacao
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Os critérios empregados na determinagdo do melhor ajuste dos modelos as
isotermas, foram: o coeficiente de determinacio (R?) e o desvio percentual médio (P),

calculados pela Equagao 3.6.

p_100 Z (X;(—th o)

Em que:
P - desvio percentual médio (%);
Xexp- valores obtidos experimentalmente;
Xteor - Valores preditos pelo modelo;

n - nimero de dados experimentais
3.9 - Analise estatistica

Foi utilizado o programa Assistat versdo 7.7 beta na analise estatistica dos dados
experimentais.

A analise estatistica dos dados de crescimento celular, lipideos e agucares totais
durante o tempo de cultivo da Chlorella sp. seguiu o delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 6 (tratamentos: TC, T1, T2, T3, T4 e TS5) x 9 (tempo de
cultivo: 0, 2,4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16 dias), com trés repeti¢cdes. A comparacao entre médias
foi feita pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Para a analise estatistica dos dados da caracterizagdo quimica, fisica e fisico-
quimica das biomassas secas dos tratamentos TC, T1, T2, T3, T4 e TS5 foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado com a comparagdo entre médias feita pelo teste de

Tukey, a 5% de probabilidade.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Monitoramento da Chlorella sp. durante o cultivo

Durante os 16 dias de cultivo da Chlorella sp. no biorreator aberto para os
diferentes tratamentos (TC, T1, T2, T3, T4 ¢ T5) foram monitorados o crescimento celular,
expresso em termos de peso umido e o peso seco, a producdo de lipideos e de agucares

totais.

4.1.1 - Crescimento celular

A Tabela 4.1 apresenta os valores médios dos dados referentes ao crescimento
celular de Chlorella sp. nos tratamentos TC, T1, T2, T3, T4 e TS5 cultivadas em diferentes
concentragdes de nutrientes em que o melhor resultado foi obtido quando a microalga foi
cultivada no tratamento controle atingindo uma produgao de 4,85 g/L de biomassa seca no

10° dia, seguido do resultado do tratamento T1, que teve produtividade de 4,75 g/LL

Tabela 4.1 — Valores médios do peso seco de Chlorella sp. (g/L) durante o tempo de

cultivo para os diferentes tratamentos

Tempo Peso seco (g/L)
(dia) TC T1 T2 T3 T4 TS
1 0,34 gA 0,34 fA 0,33 fA 0,38 fA 0,36 gA 0,39 eA
2 1,03 fA 1,06 eA 0,90 eAB 0,63 eC 0,60 gC 0,77 dBC
4 2,80 eA 2,61 dA 2,00 dB 1,34 dC 0,97 fD 1,08 cD
6 3,67 dA 3,73 cA 291 cB 1,82 ¢cC 1,30 eD 1,13 cD
8 4,33 cA 4,05 bB 3,22bC 2,00 cD 1,82.dD 1,42 bE
10 4,85 aA 4,75 aA 3,63 aB 2,33bC 2,00 cdD 1,64 abE
12 4,69 abA 421 bB 3,79 aC 2,63 aD 2,18 cE 1,77 aF
14 4,61 abA 4,09 bB 3,57 aC 2,50 abD 2,53 bD 1,75 aE
16 4,54 bcA 4,01 bB 3,58 aC 2,43 abE 2,86 aD 1,66 abF

MG = 2,34; CV = 4,04%; DMS para colunas = 0,24; DMS para linhas = 0,22; MG - Média geral; CV -
Coeficiente de variagdo; DMS - Desvio minimo significativo Obs.: Médias seguidas da mesma letra

minuscula nas colunas e maitscula nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade
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de biomassa seca no 10° dia sem no entanto apresentarem diferenga significativa entre
esses valores. Analisando-se os valores médios para o melhor crescimento celular nos
tratamentos T2, T3, T4 e TS5 verifica-se que T2 nao apresentou diferenga significativa entre
os dias de cultivo 10, 12, 14 e 16 com valores médios de 3,63, 3,79, 3,57 e 3,58 g/L de
biomassa seca; no tratamento T3 o melhor crescimento foi alcangado no 12° dia de cultivo
com 2,63 g/ de biomassa seca;o tratamento T4 teve o maior crescimento no 16° dia com
2,86 g/L de biomassa sec; e o tratamento TS5 apresentou o maior crescimento no 14° com
1,77 g/L de biomassa seca mas ndo houve diferencas significativas entre as médias nos
tempos 10, 12, 14 e 16 dias indicando que, estatisticamente o 10° dia pode ser considerado
como o de crescimento maximo.

A privagdao de nitrogénio, fosforo e potassio, induziram a célula a uma rota de
crescimento com prioridade em estoque intracelular de reserva, para suportar a escassez
desses nutrientes, mostrando que um ajuste na quantidade ideal de NPK, pode resultar na
producao de biomassa em maior volume, juntamente com outros produtos de interesse
como, por exemplo, carboidratos e lipideos (MARTIN et al., 2014).

Ainda que cada elemento tenha sua importancia relativa para a nutricdo algécea,
ndo ha um numero exato de elementos quimicos essenciais, pois certos elementos sio
essenciais para determinadas espécies € ndo o sdo para outras (BAUMGATNER et al.,
2013). Entre os elementos contidos na formulagdo do meio de cultivo o nitrogénio (N) ¢é
tido como o mais importante por ser o elemento constituinte de muitas substancias do
metabolismo primario, sua abundancia no meio de cultivo pode favorecer a sintese de
proteinas e clorofila e sua caréncia tende a reduzir as taxas de crescimento celular
(LOURENCO, 2006; BERTOLDI, 2008). De fato, esta informacao pode ser confirmada
quando analisados os resultados das concentragdes de nitrogénio nos tratamentos, TC, T1,
T2, T3, T4 ¢ T5. Conforme descrito na Tabela 3.1 a concentracdo de NPK no meio
controle foi de 1,25 g/L resultando na produgdo de 4,85 g/L de biomassa seca, em T1 a
concentragdo desses elementos foi de 0,625 g/L. produzindo 4,75 g/L. de biomassa seca ¢
T2 0,312 g/L produzindo 3,79 g/L, T3, T4 e TS 0,156 g/L produziu 2,63 g/L, 2,86 g/L ¢
1,77 g/L, sendo que o aumento da fonte de carbono nos tratamentos T3, T4 e T5, ndo
favoreceu o aumento da concentragdo celular; provavelmente o nitrogénio nao tenha sido o
fator limitante para a reducao de crescimento celular mas, sim o elemento fosforo (P), ja

que este elemento € necessario para o crescimento normal de todas as algas. O potéssio € o
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elemento de maior abundancia no meio de cultivo; no entanto, também nao foi o fator
limitante para o crescimento celular neste trabalho (BERCKER, 1994; LOURENCO, 2006;
BERTOLDI, 2008).

A producao de biomassa foi, em todos os tratamentos, satisfatoria, quando
comparada com a produgdo relatada por Matos (2012) trabalhando com Chlorella vulgaris
cultivada no meio BBM (Bold Basal Medium), produzindo 0,590 g/L de biomassa seca;
por LI et al. (2011) produzindo 2,83 g/L. de biomassa seca de Chlorella vulgaris usando o
meio de cultivo SRH (solugdo residual hidroponica) e glicose como fonte de carbono; por
Putri et al. (2011) com uma produ¢do de Chlorella vulgarisde 0,118 g/L, de Chlorella
pyrenoidosa de 0,058 g/L. e de Chlorella sorokiana de 0,160 g/L por Niels et al. (2012)
com uma producao de Chlorella sp. de 0,410 g/L e de Chlorella minutissima de 0,490 g/L
usando o meio de cultivo BG11 (blue green medium) modificado e por Shi et al. (2016)
com produtividade de 0,160 g/L de biomassa seca no cultivo de Chlorella vulgaris com
meio de cultivo BG11 (blue green medium). Conclui-se que o crescimento celular obtido
neste trabalho estd em conformidade com a literatura.

De forma geral e se baseando nos dados do crescimento celular recomenda-se que
Chlorella sp. para os TC, T1, T2 e TS5 seja cultivada durante 10 dias; para o tratamento T3
durante 12 dias; e para o tratamento T4 durante 16 dias. Os maiores valores de crescimento
celular foram dos tratamentos TC e T1, sem apresentarem diferenca significativa entre si
no 10° dia, seguido dos tratamentos T2, T3, T4 e T5.

Na Figura 4.1 estdo apresentados os resultados dos valores médios do crescimento
celular de Chlorella sp., expresso em termos de peso umido e peso seco, em funcido do
tempo de cultivo para o tratamento TC. Nao foi possivel observar a fase adaptativa durante
o inicio da cultura, devido ao espaco de tempo do monitoramento do cultivo, que foi de 2
dias. A fase de maior crescimento celular foi observada a partir do segundo dia de cultivo,
apresentando comportamento de crescimento logaritmico nos tempos 1° ao 16° dias, tanto
para peso seco como para peso umido. Nao foi possivel observar a ocorréncia da fase
estaciondria sendo este comportamento de crescimento geralmente atribuido as algas que,
no inicio da fase de maior crescimento tende a apresentar crescimento acelerado e depois
sofre um decaimento no crescimento. Outros trabalhos também reportaram o
comportamento multivariado no crescimento, das espécies Chlorella sp. e Chlorella

vulgaris (NIELS et al., 2012; SHI et al., 2016).
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Fan et al. (2014) verificaram para, o cultivo de Chlorella pyrenoidosa, em meio
F/2 (Guillard ferro modificado) que o crescimento celular apresentou maior taxa de divisao
celular dos 1° ao 5° dias, com comportamento exponencial e dos 6° ao 7° dias o

crescimento foi linear.
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Figura 4.1 - Valores médios do crescimento celular de Chlorella sp. em fungdo do tempo

de cultivo para o tratamento controle (TC)

Na Figura 4.2 estdo apresentados os resultados dos valores médios do crescimento
celular da Chlorella sp., expressos em termos de peso umido e peso seco, em fungdao do
tempo de cultivo para o tratamento T1, durante 16 dias. A fase adaptativa ocorreu no
espaco de tempo fora do monitoramento compreendido entre 0 e 2 dias, ndo sendo possivel
determinar com exatiddo seu tempo de ocorréncia; a fase de maior crescimento celular teve
no primeiro momento um comportamento exponencial nos tempos de 2, 4 e 6 dias da curva
de crescimento, tanto para o peso seco quanto para o peso umido; apos o 6° dia a curva
apresentou crescimento logaritmico, o qual comportamento se estendeu até o 16° dia para o
peso imido, 0 mesmo ocorrendo para o peso seco nos tempo 6, 8 e 10 dias; a partir do 10°
dia, a curva do peso seco entrou em fase de declinio; nos trés tltimos tempos da curva ¢
possivel observar que ocorreu uma divergéncia entre os valores de peso umido e peso seco,
verificando-se que o peso imido manteve o ritmo de crescimento; no entanto, 0 peso seco

decaiu; supde-se que possa ter ocorrido perda de massa durante a secagem na estufa ou
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mudan¢a da biomassa em relagdo as propriedades quimicas e estruturais das células
durante a fase final de cultivo.

Kim et al. (2013) ao verificaram, o cultivo da Chlorella vulgaris em meio ANM
(Acetate nitrogen medium) na presenca de BFA (Brefildin A) crescimento linear do 1° até o

6° dia de cultivo.
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Figura 4.2 - Valores médios do crescimento celular de Chlorella sp em fungdo do tempo

de cultivo para o tratamento T1

Na Figura 4.3 estao representados os resultados dos valores médios do crescimento
celular da Chlorella sp em fungdo do tempo de cultivo para o tratamento T2. No inicio do
cultivo nos tempos de 0 a 2 dias ndo foi possivel determinar a ocorréncia da fase
adaptativa; no 2° dia de cultivo foi observado o inicio da fase de maior crescimento celular;
nos tempos de 2 a 12 dias para o peso imido e para o peso seco a fase de maior
crescimento celular foi determinada como de crescimento logaritmico e em seguida
ocorreu a fase de declinio.Verifica-se que o comportamento da curva de crescimento em
relacdo as concentragdes de NPK e ferro na fase de maior crescimento se estendeu até o
12° dia de cultivo; apesar de menor crescimento a cultura manteve o ritmo de divisao
celular e ndo teve a ocorréncia da fase estaciondria, que pode ser justificada pelo

esgotamento dos nutrientes na tentativa da célula continuar crescendo mesmo quando o
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nivel de nutrientes no meio permanece baixo, o que explica o decaimento da fase
logaritmica direto, a fase de declinio.

Algumas microalgas podem apresentar comportamentos diversificados em relagao
ao crescimento celular. Baumgartner et al. (2013) realizaram o cultivo da microalga
Scenedesmus obliguo em meio a base de fertilizantes com diluigdo de até 10 vezes da

diluicdo padrdo e obtiveram resultados similares aos meios com maior concentra¢do de

nutrientes.
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Figura 4.3 - Valores médios do crescimento celular de Chlorella sp. em fungdao do tempo

de cultivo para o tratamento T2

A Figura 4.4 apresenta os resultados dos valores médios do crescimento celular da
Chlorella sp. em func¢do do tempo de cultivo para o tratamento T3. Analisando os
resultados, verifica-se que a cultura teve um crescimento muito rapido nao sendo possivel
determinar a ocorréncia da fase adaptativa. A fase logaritmica foi iniciada no 2° dia de
cultivo e se estendeu até o 10° dia, tanto para peso umido como para o peso seco; em
seguida, ocorreu a fase estacionaria com um periodo do 10° ao 14° dia e, por fim, a cultura
entrou em fase de declinio no ultimo tempo de cultivo.

Observa-se que a dosagem de 0,6 g/L de bicarbonato de sédio, conforme descrito
na Tabela 3.1, pode ter atuado como fonte de reserva para sustentar tanto o crescimento
celular como a estabilidade das células durante a fase estaciondria, que teve um periodo

longo em relagdo aos tratamentos TC (Figura 4.1), T1 (Figura 4.2) e T2 (Figura 4.3). Nota-
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se que 0s meios com maior concentragdo de carbono mantiveram o crescimento, apesar do
volume de biomassa ser inferior aos tratamentos TC, T1 e T2.

Meios de cultivo preparados com maiores concentragdes de carbono podem ajudar
a manter a cultura por mais tempo em crescimento, evitando que a cultura entre em fase de

declinio ap6s o término da fase de maior crescimento (MATOS, 2012).
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Figura 4.4 - Valores médios do crescimento celular da Chlorella sp. em fungdo do tempo

de cultivo para o tratamento T3

A Figura 4.5 apresenta os resultados dos valores médios do crescimento celular da
Chlorella sp. em funcao do tempo de cultivo para o tratamento T4. Observa-se que no
inicio do cultivo, ndo foi possivel verificar a fase adaptativa em virtude do tempo de
monitoramento da cultura ser superior ao tempo de sua ocorréncia. A fase de maior
crescimento para o peso umido se inicia no 2° dia de cultivo e prossegue até o 16° dia, final
do monitoramento, apresentando perfil de curva logaritmica. A curva para o peso seco
também se iniciou no 2° dia de cultivo e se manteve em crescimento constante até o ultimo
dia de cultivo, curva caracterizada como sendo de crescimento linear.

Se comparados os nutrientes que foram utilizados para formular o meio de cultivo,
verifica-se que uma diferenca significativa em relagdo aos tratamentos TC, T1 e T2, pois
os tratamentos T3 (Figura 4.4) e TS5 (Figura 4.5) receberam as mesmas quantidades de

NPK e ferro, no entanto, o que realmente variou foram as concentragdes de carbono. As
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diferengas que ocorreram nas curvas sio perceptiveis ao se analisar os dados e se percebe

que ocorreu crescimento linear, ndo havendo as fases estacionarias e declinio.
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Figura 4.5 - Valores médios do crescimento celular da Chlorella sp. em fungdo do tempo

de cultivo para o tratamento T4

Na Figura 4.6 se encontram os resultados dos valores médios do crescimento
celular da Chlorella sp. em fungdo do tempo de cultivo para o tratamento T5. O cultivo se
inicia com a fase adaptativa, que ¢ imperceptivel, devido a faixa de tempo de
monitoramento ndo possibilitar a observacdo do evento. A fase de maior crescimento para
0 peso umido apresentou crescimento logaritmico com inicio no 2° dia de cultivo e se
estendeu at¢ o 16° dia, ponto final do monitoramento da cultura. O peso seco também
apresentou comportamento de crescimento logaritmico a partir do 2° dia de cultivo e se
estendeu até o 16° dia, final do monitoramento; tanto o peso umido como o peso seco ndo
apresentaram a fase estaciondria e declinio.

A espécie Chlorella apresenta diferentes respostas de crescimento em relacao aos
meios de cultivos. Costa et al. (2006) cultivaram a espécie Chlorella vulgares, em meio
MBM (Meio Bristol Modificado) verificando que a curva de crescimento obtida

apresentou comportamento linear durante todo o periodo de cultivo, ndo se observando as

fases estacionaria e de declinio. Esses autores relataram que esses organismos podem ter
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crescimento continuado mesmo quando as taxas de nutrientes se apresentam em baixas
concentracoes.

O tratamento TS5 foi o tratamento que recebeu a maior dosagem de bicarbonato de
sodio 0,12 g/l comparado com o tratamento T4 que recebeu uma dosagem de 0,10 g/L; no
entanto, o crescimento para TS5 (1,77 g/L) foi menor se comparado com o maior valor do
pico de biomassa produzida em T4 (2,86 g/L), significando que a dosagem de 0,12 g/L. de

bicarbonato de sdédio ndo favoreceu o crescimento celular no tratamento T5.
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Figura 4.6 - Valores médios do crescimento celular da Chlorella sp. em fungdo do tempo

de cultivo para o tratamento T5

4.1.2 - Lipideos

A Tabela 4.2 mostra os valores médios dos lipideos da Chlorella sp. dos diferentes
tratamentos TC, T1, T2, T3, T4 e T5, durante 16 dias de cultivo. O tratamento controle
(TC) teve, no tempo 1° dia, teor de lipideos de 1,89 g/100 g na biomassa seca e atingiu a
maior producdo no 10° dia com valor de 4,33 g/100 g; para o tratamento T1 a concentragao
inicial dos lipideos no 1° dia foi de 1,60 g/100 g, e atingiu o maior teor de lipideos no 10°
dia, com 5,17 g/100 g; a quantificagdo da concentrag¢do de lipideos no tratamento T2 no 1°
dia, foi de 1,78 g/100 g e o maior teor foi encontrado no 12° dia com valor médio de 8,52

g/100g; o valor inicial para o tratamento T3 no 1° dia, foi de 1,73 g/100 g e maior pico de
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lipideos foi atingido no 16° dia com volume de 9,19 g/100 g; no tratamento T4 o teor
inicial (1° dia) foi de 1,34 g/100 g atingindo o maior pico no 10° dia com valor de 18,69
g/100 g; e para o tratamento TS5 o teor inicial (1° dia) foi de 1,28 g/100g e a maior
quantidade de lipideos foi alcangcada no 10° dia com volume de 17,77 g/100 g.
Analisando-se os valores médios para cada tratamento verifica-se que os maiores
teores de lipideos foram encontrados: para o tratamento TC nos tempos 8, 10, 12, 14 ¢ 16
dias, sem diferencas estatisticas entre as médias nesses tempos; para o tratamento T1 nos
tempos 8, 10, 12 e 14 dias, sem, no entanto apresentarem diferencas estatisticas; para o
tratamento T2 nos tempos 8, 10, 12, 14 e 16 dias, sem diferengas estatisticas entre o0s
mesmos; para o tratamento T3 nos tempos 14 e 16 dias; para o tratamento T4 nos tempos 8

e 10 dias; e para o tratamento TS5 no 10° dia.

Tabela 4.2 - Valores médios dos lipideos (g/100 g) da Chlorella sp. durante o tempo de

cultivo para os diferentes tratamentos

Tempo Lipideos (g/100 g)
(dia) TC T1 T2 T3 T4 TS5
1 1,89 cA 1,60 eA 1,78 dA 1,73 fA 1,34 gA 1,28 fA

2 2,16 cB 3,01 dAB 3,76 cA 3,61 eA 2,53 {B 2,84 eAB
4 2,29 ¢cD 3,00 dCD 4,45 cB 4,33 deB 7,78 eA 3,71 eBC
6 2,73bcE 3,79 bedD 5,87 bC 4,63 deD 13,70 dA 7,88 dB

8 3,63 abE 4,85 abD 7,60 aC 5,40 cdD 18,60 aA 16,39 bB
10 4,33 aD 5,17 aD 8,38 aB 6,31 cC 18,69 aA 17,77 aA
12 4,19 aC 4,56 abcC 8,52 aB 8,02 bB 16,76 bA 16,03 bcA
14 3,79 abD 4,17 abcD 8,38 aC 9,12 aC 16,97 bA 15,54 bcB
16 3,39 abD 3,76 cdD 7,57 aC 9,19 aB 14,94 cA 15,10 cA

MG = 7,02; CV = 5,92%; DMS para colunas = 1,07; DMS para linhas = 0.99MG: Média geral; CV:

Coeficiente de variagdo; DMS: Desvio minimo significativo Obs.: Médias seguidas da mesma letra
minuscula nas colunas e maiuscula nas linhas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade

As microalgas podem, em sua maioria acumular quantidades consideraveis de
lipideos em diferentes condi¢cdes de cultivo. Meios com deficiéncia de nutrientes,
principalmente deficientes em nitrogénio, fosforo e ferro, sdo utilizados como estratégia

para o aumento da sintese de lipideos em microalgas (FAN et al., 2014).
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Com base nos valores médios verifica-se que a melhor concentragdo de lipideos
foi produzida pelo tratamento T4, com pico méximo de 18,69 g/100g no 10° dia, seguido
pelo tratamento TS5, com uma producdo de 17,77 g/100 g, lembrando que os niveis de
nitrogénio, fosforo, potassio e ferro nesses dois tratamentos foram iguais variando apenas a
concentragdo de carbono no meio de cultivo, dai a proximidade dos valores. A
concentragdo de bicarbonato de sédio foi maior para o tratamento T5, no entanto, resultou
em um decréscimo de producao de lipideos, resultado diferente para o tratamento T4 que
teve uma suplementagdo menor e resultou em uma maior produgdo. Este fato comprova a
ocorréncia da saturagdo da oferta de bicarbonato sodio disponivel no meio de cultivo
(HENRARD et al., 2014).

Observa-se que a sintese de lipideos atingiu seu pico maximo nos tratamentos T1,
T4 e TS5 e em seguida ocorreu tendéncia de diminuicdo da sintese de lipideos; no
tratamento T3 verifica-se tendéncia aumento da sintese de lipideos durante todo o periodo
de cultivo (16 dias). Nas microalgas, os lipidios funcionam como componentes de
membrana, produtos de reserva, metabolitos e como fonte de energia, sendo grande parte
deles constituida de acidos graxos.

Comportamento similar em cultivo de Chlorella sp. foi observado por FERREIRA
et al. (2013) verificando que a célula utilizou ao maximo os nutrientes em uma faixa de
tempo entre o 1° ¢ o 10° dias de cultivo e, conforme os niveis de nutrientes tenham
baixado, a sintese de lipideos também foi reduzida.

De acordo com a literatura os valores de lipideos entre as espécies de microalgas
podem variar muito podendo atingir teores de lipideos acima da média, fato verificado por
Chen et al. (2016) que produziram multiplas variedades de acidos graxos com a espécie de
Chlorella pyrenoidosa, em meio de cultivo BG11 (Bold Green), atingindo uma
concentracdo de lipideos totais de 50% demonstrando que € possivel produzir altas
concentragdes de lipideos com caracteristicas especificas por Chakraborty et al. (2016) que
verificaram, para a Chlorella minutissima MCC 5 cultivada em meio TAP (tris acetato
fosfato) um teor maximo de lipideos de 46%.

Produzir biomassas com altas concentra¢des de lipideos pode ser uma estratégia a
ser empregada em cultivos comerciais. Ndikubwimana et al. (2016) trabalharam com um
sistema de producao de Desmodesmus brasiliensis cultivada em meio modificado bold 3 N
obtendo uma producao de 24,1-24,2% de lipideos na biomassa seca. Manandhar-Shrestha e

Hildebrand (2013) realizaram pesquisas com a mutagénese de Chlorella sp. e conseguiram
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uma concentragdo lipidica de 40% na biomassa algal. Sangwooet al. (2013) testaram um
indutor de sintese lipidica Brefeldin A (TFA) em células de Chlamidomonas reinhardtii e
Chlorella vulgares e conseguiram aumentar a concentragdo de lipideos nas duas espécies,
tendo uma produgao final de 23% e 36%.

A Figura 4.7 mostra os valores médios de lipideos quantificados durante as etapas
de crescimento da microalga Chlorella sp. nos diferentes tratamentos (TC, T1, T2, T3, T4
e T5), suplementados com diferentes concentracdes de nutrientes, em faixa de tempo de 0 a
16 dias de cultivo. Observa-se que os maiores teores de lipideos foram dos tratamentos T4
e TS.

Analisando os resultados da produgdo de lipideos durante o cultivo da Chlorella
sp. nos diferentes tratamentos constata-se que durante o crescimento a microalga sintetiza
grande parte desses compostos para finalidade de reserva. E possivel verificar que as
mesmas respondem muito bem aos estimulos de escassez de nutrientes, prioritariamente o
nitrogénio (N). Os resultados mostram que quanto menor o nivel dos elementos nitrogénio
(N), fosforo (P), potassio (K) e ferro (Fe) maior a concentracdo de lipideos totais na

biomassa seca.

25 -+
— 20 - = T]
of )
= T2 /”1 % I
‘?‘ i ——T3 /// ut s & T
@ 15 o F4
:§ 10 -
=
- 5 -
O T T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (dia)

Figura 4.7 - Valores médios dos lipideos da Chlorella sp. em funcdo do tempo de cultivo

para os diferentes tratamentos

Quando as cé¢lulas de Chlorella pyrenoidosa foram cultivadas com baixas
concentragdes de nitrogénio, fosforo e ferro, as mesmas passaram a acumular lipideos em

maior quantidade (FAN et al., 2014) o que vem a convergir com os resultados deste
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trabalho. Uma explicacdo para este mecanismo de acumulagdo lipidica ¢ o fato de que,
quando os niveis de macronutrientes sdo reduzidos, algumas espécies quimicas, espécies
reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN), sdo rapidamente geradas para sustentar a
alta sintese dessas moléculas causando a expressao de genes relacionados com a sintese de
reserva de energia na célula. Cultivos com alta deficiéncia de fosforo apresentam essa
caracteristica de acumulagdo de lipideos.

Shuhuan et al. (2013) pesquisaram a producao de fosfolipidios pelas células de
Chlorella sorokiniana verificando que esta espécie produziu varios tipos de fosfolipidios,
conseguindo uma concentrag¢do final da massa lipidica na biomassa de 32%. Zhan et al.
(2016) verificaram para a Chlorella sp. cultivada em meio de cultivo BG11, uma
concentrac¢ao de lipideos totais de 62% na biomassa seca.

Fan et al. (2014) realizaram o cultivo de Chlorella pyrenoidosa em quatro
diferentes condi¢des de cultivo e obtiveram as seguintes contragdes percentuais de lipideos
totais, meio completo BBM (Bold Basal Medium) 30%, o mesmo meio com deficiéncia de
nitrogénio obtencdo de 50% de lipideos, meio com deficiéncia de fésforo 35% e meio com
deficiéncia de ferro 39% de lipideos totais. Cheol et al. (2014) realizaram o cultivo de
Chlorella sp. em trés diferentes formulagdes do meio f/2 Guillard compreendidos como:
/2 completo, f/2 com deficiéncia de nitrogénio e f/2 com tragcos de metal obtendo 10,8,
11,8 ¢ 10,7% de lipideos na biomassa seca, respectivamente.

Rosenberg et al. (2014) investigaram a producao de lipideos em Chlorella
vulgares, C. sorokiniana e C. protothecoides utilizando a privagdo de nitrogénio nos meios
de cultivo, produzindo 25, 30 e 23%, respectivamente. Fan et al. (2015) realizaram
pesquisas com Chlorella pyrenoidos obtendo uma producdo de 35% de lipideos, esses
autores ainda analisaram o transcriptoma (Cp) constatando que as baixas concentragdes de
NPK favoreceram a sintese de enzimas relacionadas a producao de lipideos, devido a este
fato, a producdo de lipideos pela célula aumentou significativamente. Mansfeldt et al.
(2016) analisaram as principais enzimas envolvidas na sintese de lipideos em condigdes
deficientes de NPK; em seguida, codificaram o transcriptoma da célula de Chlorella sp.
quando estava sob baixas concentracdes de nutrientes e isolaram os genes relacionados a
sintese de amidos e lipideos comprovando que este mecanismo € o elemento-chave para a
producdo eficiente de lipideos. Com base nos resultados obtidos neste trabalho e se
comparando com os resultados dos trabalhos citados verifica-se que a deficiéncia

nutricional (nitrogénio, fosforo, potéssio, ferro e fonte de carbono) aumentou a producao
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de lipideos, sobretudo em meios com baixas concentragdes de nitrogénio, sendo esta a

estratégia mais utilizada e a que apresentou os melhores resultados.

4.1.3 - Acticares totais

A Tabela 4.3 apresenta os valores médios da quantificagdo dos agucares totais na
biomassa seca de Chlorella sp .dos tratamentos TC, T1, T2, T3, T4 e TS5, durante 16 dias
de cultivo.

Verifica-se, para o tratamento TC, que o teor de agucares totais apresentou
tendéncia de aumento até o 6° dia de cultivo, permanecendo do 6° ao 16° dia
estatisticamente no mesmo nivel de agucares € com os maiores valores; para o tratamento
T1 o aumento significativo dos agucares foi até o 8° dia, do 8° ao 12° dia os agucares
permaneceram estaveis € com os maiores valores e do 14° ao 16° dia houve redugdo; para
os tratamentos T2 e T4 houve aumento da concentragdo dos acucares até¢ o 14° dia e do 14°
ao 16° dia, ocorrendo uma estabilidade e, para os tratamentos T3 e TS5, mesmo com baixas
concentracoes de NPK e Fe, o aumento da concentragdo dos agucares foi até o fim do
cultivo. Os tratamentos TC, T1, T2 e T3 tiveram a maior suplementa¢cdo de NPK e Fe, mas
apresentaram os menores teores de aglcares totais e os tratamentos T4 e T5 receberam as
maiores concentragoes de bicarbonato de sddio e como conseqiiéncia, tiveram a maior
sintese de acucares. Diante os resultados € possivel sugerir que as baixas concentragdes de
NPK e Fe associadas com 0,08, 0,10 e 0,12% de bicarbonato de sédio induziram o
aumento da concentracdo dos agUcares totais nas células de Chlorella sp. Rodrigues et al.
(2015) quantificaram um teor de agucares totais de 59,7% na biomassa seca de Chlorella
homosphaera cultivada em meio inorganico WC, teor superior aos valores do presente
trabalho.

Os maiores valores dos agucares totais para os tratamentos TC, T1, T2, T3, T4 e
T5 ocorreram a partir dos tempos 6 (9,22 g/100 g), 8 (10,62 g/100 g), 14 (10,47 g/100 g),
16 (14,19 g/100 g), 14 (16,43 g/100 g) e 16 dias (20,37 g/100 g), respectivamente.

Dentre os tratamentos testados o tratamento TS5 produziu a maior concentragdo de
acucares no 16° dia com teor de 20,37 g/100 g.

Existe uma grande variacao no teor de agtcares ou carboidratos produzidos a partir
de microalgas; geralmente, estas variacdes ocorrem em razao das diferentes espécies,

condig¢des e meio de cultivo, entre outros fatores. Mizuno et al. (2013) realizaram o cultivo
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de quatro espécies de Chlorella utilizando o meio TAP (Tris acetato fosfato) em diferentes
concentragdes de macronutrientes verificando o teor de agucares totais de 20% para a C.
vulgaris, de 18% para a C. sorokiniana, de 21% para a C. lobophora e de 48% para a

Parachlorella kessleri.

Tabela 4.3 - Valores médios dos agtcares totais (g/100 g de glicose) da Chlorella sp. para

os diferentes tratamentos

Tempo Actcares totais (g/100 g)
(dia) TC T1 T2 T3 T4 TS
1 5,93 cA 5,44 fA 4,86 eA 5,27 fA 6,05 gA 5,53 gA
2 6,59¢cB 7,02eAB  5,27deC 6,24 efBC 7,91 fA 6,25 gBC
4 8,04 bA 8,48dA 6,09 cdeC 6,58 efBC 8,51 efA 7,81 fAB
6
8

9,22abAB 981 cdA  6,46cdC  7,09deC 9,34 deAB 8,38 fB
9,49 aA  10,62abcA  7,25¢cB 749 deB 10,21 cdA 10,33 eA
10 9,80 aB 11,32 abA 7,41 cC 8,36 dC 11,55 cA 12,26 dA
12 9,59 aC 11,99 aB 9,00 bC 9,86 cC  13,22bAB  14,39cA
14 8,95abC 10,56 bcB 10,47 aB 11,42 bB 16,43 aA 17,27 bA
16 8,85abE 9,68 cdDE 10,42 aD 14,19 aC 17,74 aB 20,37 aA
MG =9,42; CV = 5,66%; DMS para colunas =1,38; DMS para linhas = 1,27MG: Média geral; CV:

Coeficiente de variacdo; DMS: Desvio minimo significativo Obs.: Médias seguidas da mesma letra
minuscula nas colunas e maitscula nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade

A Figura 4.8 apresenta os resultados médios da quantificagao dos agucares totais
da biomassa de Chlorella sp. dos tratamentos TC, T1, T2, T3, T4 e T5. Analisando os
resultados das concentragdes dos agucares totais produzidos durante o cultivo da Chlorella
sp.em todos os tratamentos, observa-se que a sintese de agticares foi menor nos tratamentos
TC, T1, T2 e T3 sendo que esses foram os tratamentos que continham as maiores
concentracoes de N, P, K ¢ Fe, e os maiores valores foram obtidos nos tratamentos T4 e

T5, os quais receberam as menores concentracdo desses elementos.
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Figura 4.8- Valores médios dos agtcares totais da Chlorella sp. em funcdo do tempo de

cultivo para os diferentes tratamentos

E provavel que a fonte de carbono tenha sido responsavel pelo aumento da
acumulagdo de agucares nas células de Chlorella sp. Ho et al. (2013) reportaram um teor
de actcares de 51% na Chlorella vulgaris cultivada no meio BBM (Bold Basal medium),
sem a restricdo de nitrogénio. Miranda (2011) realizou o cultivo da microalga Scenedesmus
obliguusno meio MC obtendo uma produgdo de agucares totais na biomassa umida
variando de 1,27 - 8,20%.

Com base nos resultados encontrados nota-se que, o aumento da sintese de
acucares pelas células de Chlorella sp. ndo depende apenas da nutrigdo mas também de
outros fatores envolvidos na estimulac¢ao da sintese dessas moléculas.

Os mecanismos de sintese e acimulo de agucares pelas células também estdao
relacionados a fatores como: pH, temperatura, luminosidade e estresse ambiental
(SLOCOMBE et al., 2015).

Klein (2013) ndo encontraram, trabalhando com a Chlorella sp. celulose nem
arabinose na biomassa algal, mas o maior conteido de carboidratos encontrado foi de
xilose e amido, evidenciando que a maior parte da constituicdo dos actcares da Chlorella

¢, em sua maioria amido.
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A producdo de agucares também foi avaliada por Chen et al. (2016) em Chlorella
vulgaris cultivada em meio BM (Basal Medium) suplementado com 0,565 g/L de ureia e 2
g/L de acetato, verificando-se apds 8 dias de cultivo, um teor de agucares de 54% na
biomassa seca.

Outro ponto importante verificado ¢ o fato das células de Chlorella terem
continuado a aumentar o conteudo de agucares, mesmo com a restrigdo de nitrogénio,
fosforo e potassio.

Jasim et al. (2014) observaram que a producgdo de acucares na microalga Chlorella
vulgaris teve dependéncia direta com a concentragdo de nitrogénio,observando que,
quando a suplementacdo de nitrogénio no meio BG11 (Bold Green) foi reduzidas de 12 g/L.
para 4 g/L, a microalga aumentou a producdo de agtcares de 17,35% para 51,17%.

Rodrigues et al. (2015) relataram que a producdo de agucares totais na microalga
Chlorella homosphaera cultivada no meio WC foi de 59,7%, sendo que desse total 53,9%
foram de glicose, 3,2% de galactose, 1,6% de arabinose, 0,8% de manose e 0,3% de xilose.
O meio WC contém em sua composi¢do baixas concentracdes de nitrogénio e fosforo
indicando que as baixas concentragdes desses elementos sdo capazes de promover aumento

dos agucares nas células da Chlorella.

4.2-Microscopia eletronica de varredura

As particulas da biomassa de Chlorella sp. seca, ap6és 16 dias de cultivo, dos
diferentes tratamentos foram avaliadas através do microscopio eletronico de varredura

(MEV) em duas etapas: com a parede celular rompida e com o amido extraido.

4.2.1 - Micrografias das células de Chlorella sp.

Nas Figuras 4.9 a 4.14 estdo apresentadas as micrografias da microscopia eletronica
de varredura das células de Chlorella sp. ap6s o rompimento da parede celular para os
tratamentos TC, T1, T2, T3, T4 e T5, com ampliagdes de 100, 300, 500, 1000 ¢ 2000
vezes. Observam-se pequenas estruturas globulares de amido aderidas nas paredes das
células previamente rompidas, parte do amido ficou aderido nas paredes das células e outra

parte ficou livre, apresentando-se em forma de pequenos granulos irregulares.
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Analisando as imagens das micrografias verifica-se que as estruturas t€ém formatos
diversos, sugerindo material de parede celular e aderido a essas estruturas t€ém-se pequenas

esferas com formato ovoide, que sdo pequenos granulos de amido que foram

Figura 4.9 - Micrografias das células de Chlorella sp. apés o rompimento da parede
celular para o tratamento TC: (a) aumento de 100x; (b) 300x; (c¢) 500x; (d) 1000x; e (e)
2000x
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Figura 4.10 - Micrografias das células de Chlorella sp apods o rompimento da parede
celular para o tratamento T1: (a) aumento de 100x; (b) 300x; (c) 500x; (d) 1000x; e (e)
2000x
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Figura 4.11- Micrografias das células de Chlorella sp apds o rompimento da parede
celular para o tratamento T2: (a) aumento de 100x; (b) 300x; (c) 500x; (d) 1000x; e (e)
2000x
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Figura 4.12 - Micrografias das células de Chlorella sp. apés o rompimento da parede
celular para o tratamento T3: (a) aumento de 100x; (b) 300x; (c) 500x; (d) 1000x; e (e)
2000x

56



Resultados e discussao

Mag WD Det
00 17 SE

Figura 4.13 - Micrografias das células de Chlorella sp. apés o rompimento da parede
celular para o tratamento T4: (a) aumento de 100x; (b) 300x; (c) 500x; (d) 1000x; e (e)
2000x
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(e)

Figura 4.14 - Micrografias das células de Chlorella sp. apdés o rompimento da parede
celular para o tratamento T5: (a) aumento de 100x; (b) 300x; (c) 500x; (d) 1000x; e (e)
2000x
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expostos quando ocorreu a quebra da parede celular. Klein (2013) verificou por meio das
imagens de microscopia Otica, que as células de Chlorella vulgaris quando rompidas
apresentavam estruturas morfologicas desorganizadas, diferentes das células nao rompidas,
em que a estrutura da parede celular inteira (ndo rompida) apresentava formato esferoidal
mantendo a forma estrutural original.

Em seu estudo, Huss et al. (2002) com Chlorella sp. usando microscopia eletronica
de transmissdo para avaliar as estruturas da microalga, verificaram que antes e depois da
ruptura da parede celular que as células, mesmo ap6s desidratagdo, apresentaram formato
esferoidal e que, depois do rompimento, apresentavam formas desorganizadas. Larrosa et
al. (2015) também observaram esse efeito nas células de Arthrospira spirulina, apos as
analises antes e depois do rompimento da parede celular.

Observando imagens das micrografias de todos os tratamentos, sugere-se que o
rompimento celular tenha ocorrido integralmente de vez que nao sdo observadas estruturas
com formato esferoidal, o que caracteriza a auséncia de células intactas. Gojkovic et al.
(2014) usaram a microscopia eletronica de transmissao para visualizar o efeito de selénio
sobre a estrutura da célula de Chlorella sorokiniana, foi verificado que a estrutura e
organizagdo das células ndo foram alteradas pela adicdo de selénio; esses autores
conseguiram visualizar a estrutura da célula livre, a parede celular, o citoplasma, o nucleo
e suas organelas, plastideos, cloroplastos, tilacoides, periplasma, plastoglobulos e o
pirenoide.

Xido et al. (2015) avaliaram o efeito do rompimento celular de Auxenachlorella
sorokiniana através de moinho de bolas e na presenca de solvente extrator, comparando as
imagens das células intactas e depois do processo de rompimento celular, verificando que
as c¢lulas submetidas ao processo de rompimento ndo mais apresentavam formato esférico,

0 que vem a convergir com as imagens das células rompidas do presente trabalho.
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4.2.2- Micrografias dos granulos de amido

As Figuras 4.15 a 4.20 exibem as micrografias obtidas por microscopia eletronica
de varredura do amido extraido da biomassa seca de Chlorella sp. dos tratamentos TC, T1,
T2, T3, T4 e TS. Verificam-se aglomerados de amido sem forma definida, sugerindo que o
material tenha interagdo entre suas estruturas.

Observa-se que os granulos de amido no tratamento TC apresentaram fragmentos
de parede celular (Figuras 4.15b e 4.15d). Uma hipotese para este comportamento € que
pode ter ocorrido sedimentacdo de fragmentos da parede celular durante a fase de
purificacdo do amido, ponto considerado recorrente nas técnicas de extracdo e purificacdo
desse tipo de material.

O amido extraido no tratamento T1 apresentou granulos quebradicos e irregulares
(Figuras 4.16a e 4.16c). Um dos motivos desta forma dos granulos de amido se deve a
extracdo mecanica que pode danificar a estrutura dos granulos de amido mas isto ndo o
inviabiliza para as aplica¢des nas industrias de panificagdo ou na fermentacao alcodlica,
durante os processos de produgdo de etanol.

Verifica-se nas Figuras 4.17, 4.18, 4.19 e 4.20 que as amostras dos tratamentos T2,
T3, T4 e TS5 apresentaram as mesmas caracteristicas estruturais. Constata-se que a
deformacao estrutural do amido ocorre em razao deste se encontrar compartimentalizado
em organelas intracelulares, e por isso ¢ notoria a necessidade da utilizagdo de métodos
mecanicos para libera-lo. Geralmente, o amido de outras fontes, como, por exemplo, amido
de mandioca, pinhdo, batata e de outros produtos, ¢ diferente em aspectos estruturais, como
tamanho do granulo, esfericidade e cor, evidenciando que a extragdo se torna muito mais
facil em relacdo a extragdo do amido de Chlorella sp. conforme citado por Mizuno et al.

(2013).
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Figura 4.15 - Micrografias do amido de Chlorella sp. para o tratamento TC:(a) aumento de

100x; (b) 300x; (c) 500x; (d) 1000x; e (e) 2000x
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Probe  Mag
40 x1000

AccY  Probe g
40 x2000

Figura 4.16 - Micrografias do amido de Chlorella sp. para o tratamento T1: (a) aumento

de 100x; (b) 300x; (c) 500x; (d) 1000x; e (e) 2000x
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Figura 4.17 - Micrografias do amido de Chlorella sp. para o tratamento T2: (a) aumento

de 100x; (b) 300x; (c) 500x; (d) 1000x; e (e) 2000x
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Figura 4.18 - Micrografias do amido de Chlorella sp. para o tratamento T3: (a) aumento

de 100x; (b) 300x; (c) 500x; (d) 1000x; e (e) 2000x
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Figura 4.19 - Micrografias do amido de Chlorella sp. para o tratamento T4: (a) aumento

de 100x; (b) 300x; (c) 500x; (d) 1000x; e (e) 2000x
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Figura 4.20 - Micrografias do amido de Chlorella sp. para o tratamento T5: (a) aumento

de 100x; (b) 300x; (c) 500x; (d) 1000x; e (e) 2000x
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4.3 - Caracteriza¢do quimica, fisica e fisico-quimica da biomassa seca

Apo6s 16 dias de cultivo as biomassas da Chlorella sp. dos diferentes tratamentos
(TC, T1, T2, T3, T4, T5) foram secadas a 40 °C e caracterizadas quanto aos parametros
quimicos, fisicos e fisico-quimicos (umidade; cinzas; lipidios; proteinas; aglicares totais;
pH; clorofila; feofitina; atividade de 4gua; amido; perfil de minerais; perfil de
aminoacidos; e perfil de acidos graxos).

Na Tabela 4.4 tem-se os resultados das analises quimicas, fisicas e fisico-quimicas
da biomassa secada em estufa a 40 °C da Chlorella sp. cultivada de acordo com os
tratamentos TC, T1, T2, T3, T4, T5. O tratamento T3 apresentou o maior teor de 4gua com

valor médio de 6,89% e o menor teor foi de 6,59% para o tratamento T4.

Tabela 4.4 - Valores médios das andlises quimicas, fisicas e fisico-quimicas da biomassa

seca de Chlorella sp. para os diferentes tratamentos

Tratamento
Parametro
TC T1 T2 T3 T4 T5
Umidade (g/100 g) 6,74bc 681b 664de 6,89a 6,59¢ 6,71cd
Cinzas (g/100 g) 26,28a 24,15b 2239c 2226c¢ 21,88d 21,67¢
Lipidios (g/100 g) 523f 11,48e¢ 12,30d 1425c¢ 19,27a 16,81 b
Proteinas (g/100 g) 41,72a 36,57b 32,44b 28,82c 21,89d 21,70d
Acgucarestotais (g/100 g) 8,85e 968d 1042c¢ 17,77b 17,75b 20,37 a
pH 82la §,15ab 8,08ab 7,94b 8,02ab 8§,14ab
Clorofila (mg/g) 7,67a 6,54b 6,30b 550c 550c 520c
Feofitina (mg/g) 443a 4,18a 3,70b 3,49b 343bc 3,12¢
Atividade de dgua (ay) 0,496 ab 0,486 bc 0,503 a 0,490 abc 0,463 d 0,473 cd
Amido (g/100 g) 353f 447d 426e 753b 6,86c 13,85a

Obs.: médias seguidas da mesma letra mintscula nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade

Da Silva et al. (2014) encontraram teores de umidade superiores na Spirulina sp.
seca em leito de jorro variando entre 8,8 - 9,8%. Teores de umidade inferiores ao da
Chlorella sp. seca foram determinados por Brandalize (2014) na microalga Chorella

pyrenoidosa seca obtendo o valor de 4,21% e por Menezes et al. (2013) nas microalgas

67



Resultados e discussao

liofilizadas com os teores de umidade de 1,78% em Kirchneriella lunaris, 2,36% em
Kirchneriella irregularis, 2,38% em Monoraphidium komarkovae, 2,56% em Tetranephris
brasiliensis, 2,85% em Choricystis sp. (A) e 3,93% em Choricystis sp. (B).

As cinzas tiveram a maior concentragdo para o tratamento TC com teor médio de
26,28 g/100 g e o menor para T5 com 21,67 g/100 g. Analisando esses resultados observa-
se sempre que a concentracdo de macronutrientes (N, P, K e Fe) ¢ reduzida, o teor de
cinzas diminui. Os teores de cinzas variam com a espécie, condigdes climaticas e com o
meio de cultivo. Kobayashi et al. (2013) obtiveram ao analisar as cinzas da biomassa seca
de Chlorella sorokiniana obtida em dois cultivos em meio BBM (Bold Basal Medium)
valores de 23 g/100 g e 34 g/100 g. Valores inferiores de cinzas foram quantificados por
Kent et al.(2015) na microalga Nannochloropsis sp. cultivada em meio /2 (Guillard
Medium) com teor de 11,32 g/100 g, na Scenedesmus sp. cultivada em BBM (Bold Basal
Medium) com 15,72 g/100g, na Dunaliella sp. cultivada em meio MJM (Modified Johnson
Media) com 19,29 g/100 g e na Chlorella sp. cultivada em meio BBM com 5,71 g/100 g.

A maior concentragao lipidica foi determinada em T4 com um teor de 19,27 g/100
g ¢ TC foi o tratamento que teve a menor concentragdo 5,23 g/100 g. A influéncia da
reducdo dos elementos N, K, P e Fe modulou respostas de aumento do conteudo lipidico,
principalmente no tratamento T4, que teve adicdo de bicarbonato de sodio (0,08%);
entretanto, TS5 teve uma adi¢do de bicarbonato de sodio superior (0,12%), mas obteve uma
redu¢do na producao de lipideos em relagdo a T4. Esperava-se que T5 tivesse a maior
producdo em relagdo a T4, j& que TS5 recebeu maior concentragdo de bicarbonato de sodio e
as mesmas concentracdes dos demais nutrientes; supde-se, entdo, que a concentragdo de
0,12% de bicarbonato de sddio em TS5 pode ter influéncia direta na diminuicao da produgao
de lipideos. Morais e Costa (2008) cultivaram a Spirulina platensis com suplementacao de
16,8 g/L de bicarbonato de sédio e 0,038 g/LL de CO, obtendo uma produgao de lipideos de
2,2%, sendo este teor muito inferior ao do presente trabalho para a biomassa seca da
Chlorella sp. dos diferentes tratamentos.

Para os resultados das concentragdes proteicas na biomassa seca de Chlorella sp. o
tratamento TC apresentou a maior concentragdo com 41,72 g/100 g e a menor
concentragdo foi de 21,70 g/100 g em T5. Nota-se que a sintese de proteinas ficou
prejudicada com a reducdo dos macronutrientes, ocorrendo a reduc¢ao no teor de proteinas.
Este efeito foi verificando-se em culturas de Chlorella e Spirulina em que foi verificado

que a sintese de proteinas ¢ dependente da concentragdo de nitrogénio, fosforo e potassio
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(LOURENCO et al., 2004; NGUYEN et al., 2013). Matos et al. (2015) reportaram um
conteudo de proteinas na Chlorella sp., cultivada em meio de cultura a base de concentrado
de dessalinizagdo, um teor de 45,27 g/100g, proximo ao do tratamento TC. Maurya et al.
(2016) quantificaram na Chlorella sp.cultivada em meio a base de uréia fosforo e potassio
um teor de proteinas de 36,31 g/100 g, sendo proximo ao do tratamento T1. De acordo com
a legislagdo brasileira, RDC n° 54 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
2012), um alimento para ser declarado com o atributo “alto contetido de proteinas™ deve
apresentar no minimo 12 g/100 g de proteinas indicando que todos os tratamentos da
biomassa seca de Chlorella sp. foram considerados com alto teor de proteinas.

Para a producdo de agucares totais o maior percentual foi produzido em T5 com
20,37 g/100 g e o menor percentual em TC com 8,85 g/100 g, indicativo de acimulo de
reserva na fase de menor oferta de macronutrientes e¢ maior oferta de carbono;
demonstrando claramente que a sintese de agtlicares estd diretamente ligada & maior oferta
de carbono no meio de cultivo. Apesar de uma forte queda no crescimento celular, as
células foram capazes de sustentar essa sintese indicando que com baixas concentragdes
dos elementos N, P, K ¢ Fe a mesma foi capaz de aumentar significativamente a
concentracdo dos agucares intracelulares. Mizuno et al. (2013) observaram durante o
cultivo da Chlorella sp. em meio TAP (Tris acetato fosfato) que ocorreu elevacdo na
producao de agucares, mas apds duas semanas de cultivo ocorreu uma reducgdo elevada
dessa sintese de 21 para 7%, enquanto que a produgdo de lipideos aumentou sugerindo-se
que parte dos acucares foi convertida em lipideos.

O pH das biomassas secas variou entre 7,94 e 8,21, apresentando pH alcalino. O pH
inicial do cultivo da Chlorella sp. ficou entre 6,9 a 7,2; no entanto, quando o processo de
fotossintese se inicia esses valores tendem a aumentar devido as espécies quimicas geradas
pela captacdo de carbono pelas células (LEKANG, 2007). Com isto, a biomassa no final do
cultivo apresentou pH alcalino, apesar de parte dos ions contidos no meio ser retirada
durante o processamento da biomassa porém a outra parte desses ions ainda permanece
agregada a superficie das paredes celulares e intracelulares. Valores proximos foram
obtidos por Tastan et al. (2016) para a Chlorella sp. cultivada em meio BG11 (Bold Green)
obtendo pH na biomassa apds secagem entre 7,5 a 8,5.

As concentragdes de clorofila e feofitina na biomassa seca de Chlorella sp. foram
maiores no tratamento TC, com 7,67 mg/g e 4,43 mg/g e as menores em TS5, com 5,20

mg/g e 3,12 mg/g, respectivamente. Verifica-se uma tendéncia de reducdo na producdo
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desses dois compostos quando houve reducdo de N, P, K e Fe. Valores superiores de
clorofila foram encontrados por Fan et al. (2014) no cultivo da Chlorella pyrenoidosa em
quatro diferentes condi¢des de cultivo, meio completo (Guilard F/2 medium), meio com
deficiéncia de nitrogénio, meio com deficiéncia de fosforo e meio com deficiéncia de ferro,
obtendo 30 mg/g, 28 mg/g, 25 mg/g e 27 mg/g de clorofila presentes na biomassa seca,
respectivamente. Uquiche et al. (2016) cultivaram a espécie Botryococcos braunii em meio
BBM (Bold Basal Medium) e submeteram a biomassa seca a extracao por fluido
supercritico, obtendo um teor de clorofila de 0,18 mg/g, sendo inferior ao da Chlorella.
Syrett (1992) observou que as células algais podem se recuperar das baixas concentragdes
de nitrogénio no meio, com o contetido de clorofila aumentando apds adaptacdo, mas se
deve levar em conta as condi¢gdes em que foram realizados os cultivos. Ainda de acordo
com o autor anterior, em fotobiorreatores abertos pode ocorrer a fotoinibicado em periodos
do dia quando a isolagcdo ¢ mais elevada. Os tratamentos que tiveram maior densidade
celular apresentaram maior concentracdao da clorofila e feofitina. Cazzaniga et al. (2014)
verificaram, mutantes de Chlorella, que culturas cultivadas em tanques abertos
apresentaram maior eficiéncia de divisdo celular com produtividade de 30% a mais que em
cultivos laboratoriais e concentragdes mais elevadas de compostos clorofilados. Manter
niveis elevados de carbono no meio pode favorecer a sintese de lipideos e carboidratos,
enquanto ao mesmo tempo, a sintese de clorofila e as proteinas ficam prejudicadas,
dependendo dos niveis de macroelementos presentes no meio (ILLMAN et al., 2000;
HEREDIA et al., 2010; FRANCISCO et al., 2010; CHI et al., 2014).

A atividade de dgua na biomassa seca de Chlorella sp. variou entre 0,463 e 0,503,
com uma faixa considerada adequada para a estabilidade do produto. Quando a atividade
de agua baixa para 0,40, havera possibilidade de ocorrer reagdes quimicas e enzimaticas
rapidas, pelo aumento da concentragao de reagente mas para a,, proxima de 0,60 tem-se
pouco ou nenhum crescimento microbiano (DAMODARAN, 2008). Valores inferiores de
atividade de 4gua foram verificados por Ferreira et al. (2005) para a farinha de mandioca
temperada com valor de 0,280 e por Oliveira et al. (2015) que encontraram, para a polpa
do fruto de mandacaru em pd, atividade de 4gua variando de 0,313 a 0,351.

Verifica-se que a maior concentracdo de amido foi atingida no tratamento TS com
valor médio de 13,85 g/100 g e a menor producdo no tratamento TC com 3,53 g/100 g; o
tratamento T1 apresentou teor de amido de 4,47 g/100 g, T2 de 4,26 g/100 g, T3 de 7,53
g/100 g ¢ T4 de 6,86 g/100 g. A medida que o nivel de nitrogénio, fosforo e potassio foi
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reduzido, constata-se um acréscimo na sintese de amido. Valores superiores de amido
foram encontrados por Zhu et al. (2014) quando cultivaram a espécie Chlorella
zofingiensis utilizando reducao de nitrogénio como estratégia para o aumento de sintese de
amido e verificaram uma producdo de 66,7 g/100 g na biomassa seca e por ANJOS et al.
(2013) ao avaliando o cultivo da Chlorella vulgaris em diferentes condi¢des de aeracdo e
suplementagdo de CO, obtendo uma produ¢do de amido entre 30 a 43 g/100g em base
seca. Vonlanthen et al. (2015) verificaram na Chlorella sorokiniana cultivada em meio
TAP teor de amido variando entre 6,8 e 35 g/100 g.

As baixas concentracdes de NPK podem induzir as células de Chlorella sp. a
sintese de amido sobretudo na presenca de bicarbonato de sddio. Zhu et al. (2014) testaram
duas possibilidades, concentracdes elevadas de nitrogénio e concentragdes minimas, cujos
resultados mostraram que as baixas concentragdes de nitrogénio no cultivo fazem com que
0 microrganismo ative mecanismos para garantir sua sobrevivéncia, passando a estocar
energia e desacelerando o crescimento. Em seus estudos, Choix et al. (2014) comprovaram
que a enzima ADPase foi ativada quando os niveis de nitrogénio se encontravam criticos
no meio de cultivo, o que causou maior absor¢do de carbono do meio e rapida sintese de
amido. Comparot e Denyer (2009) detalharam as vias pelas quais o mecanismo de sintese
de amido ocorre nas microalgas; todo processo se inicia a partir da enzima sacarose sintase
formando moléculas intermediarias através da enzima AGPase, que converte ATP em
ADPglucose, e a enzima amido sintase converte ADPglucose em amido.

Observa-se nos resultados obtidos para o amido que sempre que se decresceu os
niveis de macronutrientes entre eles o nitrogénio, percebeu-se o decréscimo no crescimento
com menor produ¢ao de biomassa e aumento do amido de reserva.

Tanadul et al. (2014) verificaram que a sintese de amido na Chlorella sorokiniana
foi precedida de acimulo de lipidios e sob condi¢des de estresse o amido passou a ser
parcialmente degradado, possivelmente para suportar a sintese de lipidios. Especulou-se
que o acumulo de amido tenha atuado como uma resposta rapida ao estresse ambiental
enquanto o lipideo serviu como armazenamento de energia em longo prazo. Esses autores,
também verificaram que a influéncia da deficiéncia de enxofre no meio de cultivo ¢ uma
variavel determinante para a produ¢do de biomassa, promovendo o acimulo transitorio de

amido, seguido de constante aumento de lipideos.
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4.3.1 — Perfil de minerais da biomassa seca de Chlorella sp.

Na Tabela 4.5 tem-se o perfil dos minerais das biomassas secas de Chlorella sp.
obtidas nos tratamentos TC, T1, T2, T3, T4 ¢ T5.

Observa-se que a concentracdo de célcio foi maior na biomassa seca do tratamento
T2 com teor de 17,50 g/100 g e a menor concentracdo em T1, com 5,60 g/100 g. Teores de
calcio inferiores (0,1388 a 2,9016 g/100 g) foram encontrados por Bertoldi et al. (2008)
para a Chlorella vulgaris cultivada em diferentes meios de cultivo

O nitrogénio apresentou a maior concentragdo em TC, 5,36 g/100 g e a menor em
TS5, com 3,55 g/100 g.

O fosforo teve a maior concentragao atingida em T4, com 5,12 g/100 g e a menor
em T3, com 1,05 g/100g. Bertoldi et al. (2008) encontraram, para a Chlorella vulgaris teor
de fosforo variando entre 1,3 a 3,53 g/100 g.

O magnésio teve a maior concentracdo em T3, com 2,35 g/100 g e a menor em T4,
com 1,36 g/100 g. Para o potassio o maior valor foi atingido em TC, com 2,02 g/100 g e o
menor em T4, com 0,42 g/100 g. Para o s6dio, a maior concentragao foi determinada em
TC, com valor de 1,03 g/100 g e menor concentragdo em T2, com 0,21 g/100 g.

O ferro teve a maior concentracdo no TC, com 42,10 mg/100 g e T4 com a menor
concentracdo de 23,00 mg/100 g. A concentracdo de manganés foi maior em TC com
18,90 mg/100g e o menor teor em T3 com 5,74 mg/100 g. O cobre foi encontrado em
maior concentracdo em TC, com 18,70 mg/100g e a menor em T3, com 8,70 mg/100g.
Para os resultados do elemento zinco obteve-se a maior acumulagdo em T2, com 1,60
mg/100 g e a menor acumulagdo em TC com 0,70 mg/100 g. O elemento niquel que teve o
maior valor atingido foi em TC, com 8,90 mg/100 g e o menor valor em T3, com 4,58
mg/100 g. A maior concentragdo para o elemento enxofre foi atingida em T3, com 7,61

mg/100 g e a menor em T1, com 4,30 mg/100 g.
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Tabela 4.5 — Perfil dos minerais das biomassas secadas dos diferentes tratamentos

Tratamento
Parametro
TC T1 T2 T3 T4 TS5
Célcio (g/100 g) 7,15 ¢ 560f 17,50a 1648b 9,60d 15,65¢

Cobalto (mg/100 g) 562a 490b 3,67¢ 2,87e¢ 322d 3,55¢c¢
Nitrogénio (g/100g) 5,36a 4,61b 427c 4,03cd 3,84d 3,55¢
Cobre (mg/100 g) 18,70 a 14,20b 12,40c 8,70f 11,20d 9,77e¢
Enxofre (mg/100 g) 4,60 e 430f 531d 7.6la 638D 5,75 ¢
Ferro (mg/100 g) 42,10a 35,50b 24,12e 26,76c 23,00f 24,64d
Fosforo (g/100 g) 4,18b 1,45¢ 1,27d 1,05f 5,12a 1,15
Magnésio (g/100 g) 1,66e 225b 2,19¢ 2,35a 1,36 f 2,03d
Manganés (mg/100 g) 1890a 13,10b 6,91d 574f 744 c 6,39 ¢
Niquel (mg/100 g) 890a 7,69b 528d 4,58¢ 6,10c 5,24d
Potéssio (g/100 g) 2,02a 1,00b 0,53d 0,46¢ 0,42 ¢ 091 c
Sédio (g/100 g) 1,03a 049d 02le 055c¢ 0,62b 047d
Zinco (mg/100 g) 0,70 e 1,2b 1,60a 0,89cd 093¢ 087d

Os resultados demonstram que as concentragdes de minerais encontradas nesse
estudo variaram com o meio de cultivo. Verifica-se que o calcio foi o mineral com maior
concentracdo na biomassa seca de Chlorella sp. em todos os tratamentos. De acordo com
Brasil (2005) a Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) para adultos de calcio ¢ de 1000 mg,
indicando que a Chlorella sp. seca possui muito além deste valor em 100g. A Chlorella
vulgarisé de acordo com o FDA (Food and Drug Administration) com um produto GRAS
(Generally Recognized As Safe), isto ¢ um produto “Geralmente reconhecido como
seguro”.

Comparando-se os resultados das analises para os metais Cu, Fe, Mn, Ni e Zn com
os resultados obtidos por Joe et al. (2015) com o cultivo da Chlorella protothecoides em
meio BBM (Bold Basal Mediam) e apo6s pré-tratamento da biomassa com radiagdo
obtiveram as seguintes concentragdes desses metais: Cu 27,1 mg/100 g, Fe 18,52 mg/100
g, Mn 30,47 mg/100 g, Ni 0,28 mg/100 g, Zn 3,81 mg/100 g. Observa-se que essas
concentragdes foram acima das obtidas nesse estudo, exceto para Fe e Ni; esses minerais

sdo importantes para a manutengdo das células das microalgas e desempenham fungdes
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vitais; no entanto, podem ser bioacumulados na biomassa e em concentragdes mais
elevadas, se tornarem toxicos para alimentagdo humana, ou animal (TREVIZANI 2014)
Nao foram encontrados tracos dos metais pesados, arsénio, bario, cadmio, cromo,
chumbo, merctrio, selénio, aluminio e prata, nas analises da biomassa da Chlorella sp. nos
tratamentos TC, T1, T2, T3, T4 e TS, geralmente esses metais sdo absorvidos microalgas
quando essas sdo cultivadas em aguas residudrias que apresentam elevados niveis elevados

desses metais; fora dessas condigdes, nao sao detectados em analises (TREVIZANI 2014).

4.3.2- Perfil dos aminoacidos

Na Tabela 4.6 se encontram os resultados do perfil dos aminoacidos da biomassa
seca de Chlorella sp. dos tratamentos TC, T1, T2, T3, T4 e T5.

Observa-se que o teor total de aminoacidos variou entre 17,79 e 36,56 g/100 g,
com a menor concentragdo para o tratamento TS5 e a maior concentragdo para o tratamento
controle TC, respectivamente. Valores superiores de aminoacidos foram quantificados por
Andrade et al. (2007) na biomassa da Chlorella vulgaris cultivada em meio a base de
fertilizante triplo 15 (Nutrimon 15-15-15®) produzindo total de 41,41 g/100 g de
aminoacidos e por Kent et al. (2015) na biomassa de Chlorella cultivada em meio BBM
(Bold Basal Medium) que obtiveram 39,9 g/100 g. Teor proximo ao dos tratamentos T2 e
T3 foi verificado por Guccione et al. (2014) para a Chlorella sp. cultivada no meio BG11
(fresh water - based médium) com teor de 26,1 g/100 g e valor inferior foi verificado por
Slocombe et al.(2015) com uma produgdo de 14,6 g/100 g na biomassa da Chlorella
vulgaris cultivada no meio 3ANBBM+V (Bold Basal médium modificado).

Constata-se que houve produ¢do de 18 aminoacidos no tratamento T3 e de 17
aminodacidos nos tratamentos TC, T1, T2, T4 e T5. Quantificou-se, no tratamento T3, um
teor de triptofano de 0,16 g/ 100 g; nos demais tratamentos ndo foi avaliado o teor de
triptofano. Gorgonio (2013) investigou a producdo de aminoéacidos na biomassa da espécie
Chlorella pyrenoidosa cultivada em meio F/2 (Guillard) relatando a produgao de 18 tipos
de aminoacidos incluindo o triptofano, com uma concentracdo superior na biomassa seca
de 2,5 g/100 g.

Em todos os tratamentos a maior concentragdo dos aminoacidos foi dos
essenciais, seguido, dos condicionalmente essenciais € em menor concentracdo 0s

aminoacidos nao essenciais. Dentre os aminoacidos essenciais o de maior concentragao foi
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a L-leucina, dos condicionalmente essenciais foi a L-arginina e dos ndo essenciais o acido
L-glutamico. Campos et al. (2010) cultivaram Chlorella minutissima em meio Conway,
relatando valores de L-leucina de 7,9 g/100 g, L-arginina de 3,6 g/100 g e L-glutamico de
11,1 g/100 g.

Tabela4.6 - Perfil dos aminoacidos (g/100 g) da biomassa seca de Chlorella sp. dos
tratamentos TC, T1, T2, T3, T4 e T5

Tratamentos (g/100 g)
Aminoacidos

TC T1 T2 T3 T4 T5
L-Fenilalanina * 1,82 1,69 1,53 1,24 1,07 1,06
L-Lisina* 2,02 1,87 1,75 1,49 1,11 1,10
Triptofano* - - - 0,16 - -
L-Treonina* 2,43 2,22 2,17 1,58 1,33 1,30
L-Isoleucina* 2,70 2,43 2,15 1,38 1,38 1,31
L-Leucina* 3,00 2,76 2,49 1,83 1,64 1,61
L—Arginina** 3,72 3,35 3,03 2,42 1,94 1,89
L—Prolina** 1,55 1,65 1,61 1,62 1,02 1,03
L-Tirosina** 1,81 1,60 1,39 0,97 0,91 0,87
L—Cistina** 0,33 0,31 0,16 0,13 0,22 0,20
L—Serina** 2,00 1,77 1,60 1,36 0,99 0,97
Glicina** 2,06 1,91 1,77 1,26 1,19 1,17
L—-Histidina** 0,74 0,66 0,56 0,60 0,36 0,33
L-Alanina 2,80 2,58 2,34 1,44 1,60 1,56

Acido L-Aspartico 1,51 1,06 0,69 1,33 0,33 0,26
Acido L-glutimico 4,79 3,97 3,21 2,37 1,44 1,33
Total 36,56 32,83 29 23 18,45 17,79

*Aminodacidos essenciais; ** Aminoacidos condicionalmente essenciais; Sem asterisco sdo os aminoacidos

nao essenciais.

Nos tratamentos TC, T1 e T2, o aminoacido com maior teor foi o acido L-
glutdmico (aminodcido nao essencial) com valores de 4,79, 3,97 e 3,21 g/100 g,
respectivamente e L-arginina (aminoéacido condicionalmente essencial) com teores de 3,72,

3,35 e 3,03 g/100 g, respectivamente. Comparados os resultados obtidos por Kent et al.
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(2015) que analisaram a biomassa seca de Chlorella vulgaris, produzida por uma empresa
japonesa, a caracterizacdo desse material apresentou 12,89 g/100 g de acido L-glutamico e
7,15 g/100 g de L-arginina

Verifica-se que, com a redu¢ao dos elementos N, P, K e Fe, a sintese de
aminoacidos foi reduzida. O mesmo comportamento foi verificado por Lu et al. (2016) no
cultivo de Chlamydomonas nivalis cultivada sob a privagdo de nitrogénio e fosforo. A
soma das concentragdes dos aminoacidos para cada tratamento foi de TC 36,56 g/100 g, T1
32,83g/100 g, T2 29 g/100 g, T3 23 g/100 g, T4 18,45 g/100 g e TS5 17,79 g/100 g, sendo
um indicativo de que a sintese de aminoécidos ¢ dependente de macroelementos, conforme
relatado por Lu et al. (2016). Observou-se que os tratamentos com menores concentragdes

de NPK produziram as menores quantidades de aminoacidos totais.

4.3.3 - Perfil dos acidos graxos

Na Tabela 4.7 tem-se as classes de acidos graxos obtidos na caracterizacao
cromatografica das fracdes lipidicas extraidas da biomassa de Chlorella sp. dos
tratamentos TC, T1, T2, T3, T4 e TS. Verifica-se que as maiores concentragdes produzidas
foram as seguintes: acidos graxos saturados, com o tratamento T3, com o maior valor
(24,39 g/100g); monoinsaturados, com o maior teor para o tratamento TC (30,47 g/100 g);
poli-insaturados com maior teor atingido em T2 (28,09 g/100 g); 6mega 3, com maior
producdo para o tratamento T2 com valor de 15,54 g/100 g; 6mega 6, com maior teor para
T5 com 12,57 g/100 g; trans-isdbmeros totais com destaque para T2 (3,80 g/100 g) e os
acidos graxos nao identificados com maior producao em T3 de 33,89 g/100 g.

Observa-se, que para os tratamentos TC, T1, T4 e TS que os maiores teores foram
dos acidos graxos monoinsaturados; para o tratamento T2 foi de poliinsaturados e para o
tratamento T3 foi de dcidos graxos ndo identificados.

Chakraborty et al. (2016) reportaram uma produgdo de 29,14 g/100 g de acidos
graxos saturados e de 70,86 g/100 g de 4acidos graxos insaturados na biomassa da Chlorella
minutissima cultivada em meio TAP (tri acetato fosfato).

A maior concentra¢do de acidos graxos saturados foi produzida no tratamento T3
(24,39 g/100g) e a menor concentragdo em T2 (18,91 g/100 g) com uma diferenca entre a
maior € a menor concentragdo de 5,48 g. Kumar et al. (2016) cultivaram a espécie

Chlorella sorokiniana em meio BG11 (Bold Greem Medium) obtendo 23,82 g/100 g de
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acidos graxos saturados, 41,61 g/100 g de monoinsaturados, 31,8 g/100g de poli-
insaturados e de 2,77 g/100 g de 4cidos graxos ndo identificados.

Para os acidos graxos monoinsaturados a maior producao ocorreu em TC (30,47
g/100 g) e a menor producdo em T4 (26,24 g/100 g) com diferenga de 13,88% entre a
maior e a menor produ¢do. Orddg et al. (2016) reportaram a producio de acidos graxos
pela Chlorella sp. cultivada em meio MTM (Modified Tamiya Medium) obtendo 24 g/100
g de acidos graxos saturados, 21,1 g/100 g de monoinsaturados, 23,5 g/100g de poli-
insaturados e de 19,9 g/100 g de acidos graxos nao identificados.

Os 4cidos graxos poli-insaturados apresentaram uma maior produc¢do no tratamento
T2 (28,09 g/100 g) e a menor produgdo em TC (15,57 g/100 g) representando uma
diferenca de 44,6%.

Para os 4cidos graxos ndo identificados (N.I) a maior produg¢ao ocorreu em T3

33,89 /100 g) e amenor em T35 (17,27 g/100 g) com diferenca de 49,0%.
(33,89 /100 g) (17,27 g/100 g) ¢ ,

Tabela 4.7 - Perfil das classes dos acidos graxos (g/100 g) da Chlorella sp. nos diferentes

tratamentos
, Tratamento
Acidos graxos
TC T1 T2 T3 T4 T5
Saturados 22,67 21,16 18,91 24,39 22,69 19,31
Monoinsaturados 30,47 2645 26,53 1848 26,24 28,50
Poli-insaturados 15,57 26,21 28,09 1593 2421 27,36
Omega 3 320 13,67 15,54 8,18 13,06 14,79
Omega 6 12,37 12,54 12,55 7,75 11,15 12,57
Trans-isdmeros totais 0,41 3,02 3,80 291 3,04 3,16
N.L 26,47 18,776 18,28 33,89 19,43 17,27

N.I. - ndo identificado

Fan et al. (2014) reduziram os niveis de ferro e nitrogénio no cultivo da Chlorella
pyrenoidosa obtendo uma elevacao nos niveis de lipideos totais e, em maior quantidade de
triacilglicerol (TAG), com grande parte do percentual lipidico constituido por acidos
graxos saturados neutros, acidos graxos com essas caracteristicas podem nao ser adequados
para o consumo em dietas humanas porém podem ser empregados na producdo de

biocombustiveis ou para outras finalidades. Radmann e Costa (2008) produziram 37,8% de
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acidos graxos saturados em cultura de Chlorella vulgaris usando, como estimuladores de
produgdo o CO,, SO, e NO, dependendo dos estimulos utilizados na cultura pode-se
direcionar a producao de acidos graxos com perfis especificos para sua aplicabilidade
(ROSENBERG et al., 2014; LIU et al.,2015).

Na Tabela 4.8 tem-se a composicdo dos acidos graxos da Chlorella sp. dos
tratamentos TC, T1, T2, T3, T4 e T5. Analisando os resultados verifica-se que foram
identificados 19 acidos graxos na Chlorella sp.

O perfil dos acidos graxos saturados apresentou variagdes em todos os tratamentos,
apresentando o acido laurico (C12:0) a maior produgdo no tratamento controle TC (1,49
g/100 g) e a menor producao em T2 (0,61 g/100 g), com diferencga de 59,06% entre a maior
e a menor producdo; o acido miristico (C14:0) teve a maior concentragdo para o tratamento
T3 (2,18 g/100 g) e a menor concentracao para TC (0,58 g/100 g), a diferenca entre a
maior e a menor produgdo foi de 73,4%; o acido pentadecanoico (C 15:0) apresentou a
maior concentragdo para o TC (2,54 g/100 g) e a menor produ¢do em T2 (1,04 g/100 g)
com uma diferenga entre a maior e a menor producdo de 59,06%; o acido palmitico
(C16:0) apresentou a maior produgao em T3 (13,42 g/100 g) e a menor em TC (10,67
g/100 g) tendo uma diferenca de 20,5% entre a maior € a menor concentragdo; € o acido
margarico (C 17:0) obteve a maior producao em TC (3,62 g/100 g) e a menor em T2 (0,71
g/100 g) diferenga de 80,4% entre o, maior e a menor produ¢do; o acido estearico (C18:0)
apresentou a maior producdo em T4 (4,03 g/100 g) e a menor em T2 (2,61 g/100 g) com
uma diferenca de 35,3% entre a maior € a menor produgao.

Os 4cidos graxos monoinsaturados apresentaram as seguintes concentragdes: para o
acido 7 palmitoleico (C16:1) houve produgdo desse acido graxo nos tratamentos T1, T2,
T3, T4 e TS, com a maior producdo em T3 (1,01 g/100 g) e menor produgdo em T4 (0,35
g/100 g), apresentando diferenca de 188% entre a maior e a menor producao; o acido graxo
cis-10-heptadecanoico (C17:1) teve a maior concentragao alcangada em TC (9,83 g/100 g)
e a menor producdo em T3 (0,18 g/100 g) com uma diferenca de 98,2%; o acido graxo @ 9
trans elaidico (C18:1) s6 foi produzido nos tratamentos T1, T2, T3 e TS5 com a maior
producao alcangada em T2 (0,61 g/100 g) e a menor em T1 (0,19 g/100 g) com uma
diferenga de 68,9% entre a maior e menor producdo; o 4cido graxo ® 9 oleico(C18:1) teve
a maior produ¢do no tratamento TC (20,64 g/100 g) e a menor producdo em T3 (17,80

g/100 g) tendo uma diferencga entre a maior e a menor produgdo de 13,76% e o 4cido graxo
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C20:1 o 11 cis-11- eicosenoico que s6 foi produzido nos tratamentos T2 (0,21 g/100 g) e
T3 (0,20 g/100 g) apresentando baixa concentragao.

Choi et al. (2014) testaram o meio de cultivo /2 (meio Guillard) com deficiéncia
de nitrogénio no cultivo de Chlorella sp. durante 27 dias verificando apenas dois tipos de
acidos graxos monoinsaturados, C16:1 e C18:1. Observa-se que as variacdes de macro
nutrientes foram capazes de modular a produgdo de 4cidos graxos especificos como, por
exemplo, a produgdo do acido graxo C20:1 wl1 cis-11-eicosenoico, que sé foi produzido
nos tratamentos T2 e T3 indicando que ¢ possivel obter resultados de sintese de novos
acidos graxos e encontrar as rotas metabolicas possiveis de serem ativadas pelo

balanceamento de nutrientes no meio de cultivo (LU et al., 2014).

Tabela 4.8 - Perfil dos 4cidos graxos (g/100 g) da Chlorella sp. nos diferentes tratamentos

ro, Tratamento

Acidos graxos (g/100 g) TC T1 T2 T3 T4 T5
C12:0 Laurico 1,49 0,65 0,61 1,22 0,85 0,76
C13:0 Tridecanoico 0,11
C14:0 Miristico 0,58 0,63 0,63 2,18 0,70 0,72
C15:0 Pentadecanoico 2,54 1,21 1,04 1,52 1,75 1,28
C16:0 Palmitico 10,67 13,24 12,73 13,42 13,17 12,30
Cl16:1 ® 7 Palmitoleico - 0,50 0,54 1,01 0,35 0,54
C17:0 Margarico 3,62 1,05 0,71 0,86 1,35 0,94
C17:1 Cis-10-heptadecanoico 9,83 6,60 6,52 0,18 7,69 8,11
C18:0 Estearico 3,77 3,82 2,61 3,76 4,03 2,95
Cl18:1  9trans Elaidico - 0,19 0,35 0,61 - 0,28
C18:1 9 Oléico 20,64 19,36 19,25 17,08 18,20 19,85
Cl18:2 o 6trans-linoleico 0,41 2,83 3,44 1,96 3,04 2,89
Cl18:2 6 Linoleico 12,37 12,54 12,55 7,75 11,15 12,57
C 20:0 Araquidico 0,31
C20:1 11 cis-11- eicosenoico - 0,21 0,20 - -
C 18:3 o 3 trans-linolénico 0,33
C18:3 3 alfa-linolénico 3,20 13,67 15,54 8,18 13,06 14,79
C22:0 Behénico - 0,33 0,35 0,21 0,58 0,35
(C24:0 Lignocérico - 0,21 0,22 0,43 0,25 -

Os acidos graxos poli-insaturados apresentaram para, o acido ® 6 linoleico (C18:2)
a maior producao em T2 (12,57g/100 g) e a menor producao em TC (7,75 g/100 g) com
diferenca entre a maior ¢ a menor producdo de 38,4%; para os acidos graxos ® 3 alfa-
linolénico (C18:3) a maior produgdo foi em T2 (15,54 g/100 g) e a menor producao em TC

(3,20 g/100 g) com uma diferenca de 79,4%. Geralmente essa classe de acidos graxos faz
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parte da maioria das microalgas, porém o nivel de alguns poli-insaturados pode ndo ser
produzido em algumas condi¢des (TAKESHITA et al., 2014).

Os acidos graxos trans-isdmeros totais Omega 6 trans-linolé¢ico TS5 atingiu a maior
concentragdo com 3,44 g/100 g, e a menor producao T2 volume de 0,41 g/100 g, diferenga
de 88,08%; para o 4cido graxo o 3 trans-linolénico s6 o tratamento T3 produziu esse acido
com teor de 0,33 g/100 g.

A microalga Chlorella sp. ¢ caracterizada pela capacidade de produzir diversos
tipos de acidos graxos. Costa et al. (2006) cultivaram as espécies Chlorella vulgaris e a C.
minutissima obtendo um conteudo de acido oleico (C18:1) de 34,13% e de palmitoleico
(C16:1 o 7) de 82,63%, respectivamente.

Kumar et al. (2016) cultivaram a microalga Chlorella sp. em meio BG11 (Bold
Green) modificado obtendo uma producao de acido graxo palmitico (C16:0) de 19,72
g/100 g, de acido palmitoléico (C16:1) de 11,76 g/100 g, de acido oleico (C18:0) de 29,85
2/100 g e de 4cido linoleico (C18:2) de 31,80 g/100 g.

Vérios fatores podem modular a producdo de lipidios e 4acidos graxos nas
microalgas, como intensidade luminosa, temperatura nutrientes, entre outros. Dentre os
nutrientes que podem modular a producdo de lipidios e 4cidos graxos, estdo as fontes de
nitrogénio e de enxofre, elementos esses, essenciais para a sintese de acidos graxos nas
microalgas (PIRT, 1986; HIRANO et al., 1990; THOMPSON, 1992; NGANGKHAM et
al., 2012; MARTIN et al., 2014; LU et al., 2016).

4.4- Isotermas de adsorcao de umidade

Foram construidas as isotermas de adsor¢cdo de umidade da biomassa de Chlorella
sp. secadas 40 °C, a correspondentes aos tratamentos TC, T1, T2, T3, T4 e T35, na
temperatura de 25°C.

Na Tabela 4.9 se encontram os valores dos parametros dos modelos de Oswin,
GAB e Peleg ajustados as isotermas de adsor¢ao de umidade da biomassa seca de
Chlorella sp. para os tratamentos TC, T1, T2, T3, T4 e TS5, os coeficientes de determinagao
(R?) e os desvios percentuais médios (P) na temperatura de 25 °C.

Verifica-se que todos os coeficientes de determinacio (R?) apresentaram valores
acima de 0,97 e desvios percentuais médios (P) inferiores a 10%, indicando que todos os

modelos testados (GAB, Peleg e Oswin) para a predicdo das isotermas de adsor¢do de
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umidade da Chlorella sp. seca podem ser usados com precisdo. Varios pesquisadores

encontraram boas estimativas de isotermas com esses modelos (RIBEIRO et al., 2016;

SILVA et al., 2015; LIMA et al., 2008; ALEXANDRE et al., 2007). O modelo que melhor

se ajustou aos dados experimentais das isotermas para os Tratamentos TC, T1, T2 e T4, foi

o de Peleg e para os tratamentos T3 e T5 foi o de GAB.

Tabela 4.9 - Pardmetros, coeficientes de determinagdo (R?) e desvios percentuais médios

(P) do modelo Oswin, GAB e Peleg ajustados as isotermas de adsor¢io de umidade a 25 °C

da biomassa seca de Chlorella sp. para os tratamentos TC, T1, T2, T3, T4 e T5

Parametro
Modelo Tratamento " - R? P (%)
TC 5,3563 0,5237 0,9974 2,04
T1 5,7243 0,5278 0,9868 5,56
Oswin T2 06,1936 0,5313 0,9834 5,02
T3 5,1677 0,5134 0,9842 7,42
T4 4,9262 0,6295 0,9860 7,42
T5 59119 0,6019 0,9980 1,36
Tratamento Xom C K R P (%)
TC 2,8427 117,1637 0,9267 0,9941 2,86
T1 3,1491 33,1764 0,9220 0,9909 4,69
GAB T2 4,4858 2,5589 0,8853 0,9918 4,84
T3 4,4257 2,0589 0,9064 0,9933 5,20
T4 9,4789 0,3951 0,8278 0,9960 3,81
T5 3,2570 68,7968 0,9499 0,9987 2,33
Tratamento K; n; K, n; R’ P (%)
TC 30,8481 17,749 13,7767 1,2627  0,9989 1,36
T1 25,3102 6,7153  6,1091  0,0252 0,9958 2,52
Peleg T2 6,0412  0,2670 25,5107 5,4444 0,9960 2,61
T3 24,2719  4,1146  1,7216  -1,036  0,9871 6,49
T4 29,5145 5,4416  3,4002  -0,054 0,9977 1,69
T5 34,7553 10,0032 11,4451 0,79226 0,9979 2,66
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Este comportamento era previsto de vez que, geralmente, quanto maior o niimero de
parametros dos modelos melhor ¢ o ajuste.

Verifica-se para o modelo de Oswin que a constante ‘a’ teve valores variando entre
4,9262 (T4) e 6,1936 (T2) e para a constante ‘b’ de 0,5134 (T3) a 0,6295 (T4), estando de
acordo com Blahovec (2004) que citou que para este modelo, que os valores para a
constante ‘a’ devem ser maiores que zero € para a constante ‘b’ devem ser entre zero e 1,0.
Valores proximos foram verificados para a isoterma de adsorcdo de dgua, a 20 °C, da
farinha das fibras residuais secadas, de manga com ‘a’ igual a 7,79 e ‘b’ igual a 0,88
(SILVA et al., 2015).

O modelo de GAB apresentou valores da umidade na monocamada molecular (X,,)
variando entre 2,8427 (TC) e 9,4789% (T4). O valor de X,, indica a quantidade de agua
que se encontra fortemente adsorvida aos sitios ativos na superficie dos produtos e estd
também relacionado com a estabilidade do produto, sendo considerado como o melhor
valor para a garantia da estabilidade do produto (GABAS et al., 2009; FABRA et al.,
2011). Teores de umidade na monocamada molecular (X,,) dentro dessa faixa foram
encontrados para a spirulina secada com valores de 6,9, 7,3 e 8,2%, nas temperaturas de
10, 20 e 30 °C, respectivamente (OLIVEIRA et al., 2009a).

A constante C determina a for¢a de ligagdo das moléculas de agua aos sitios
primarios sobre a superficie do produto (MUZAFFAR e KUMAR, 2016) e variou entre
0,3951 (T4) a 117,1637 (TC). Oliveira et al. (2009b) encontraram para a Spirulina
platensis valores de C variando entre 36,14 ¢ 37,41.

A constante K do modelo de GAB variou entre 0,8278 a 0,9499, sendo proximos ao
determinado por Oliveira et al. (2009a) para as isotermas de adsor¢do da spirulina seca que
variou entre 0,92 ¢ 0,97. O valor de K fornece a medida das interagdes entre as moléculas
nas multicamadas e o adsorvente, e tende a se situar entre o valor da energia das moléculas
na monocamada e a agua liquida (CANO-HIGUITA et al., 2015).

Analisando os valores dos parametros K e C do modelo de GAB e de acordo com a
classificagdo de Blahovec (2004) as isotermas de adsor¢do de umidade da biomassa seca
de Chlorella sp. para os tratamentos TC, T1 e T5 foram classificadas como tipo II (0 <K <
1,C>2)eparaT2, T3 e T4 comotipolll (0<K<1,0<C<2).

As isotermas de adsor¢do de umidade da biomassa de Spirulina platensis seca por

conveccao, por liofilizagdo e por secagem por aspersdo, também foram classificadas como
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sendo dos Tipos II e IIT (DONATO, 2015) e para a Chlorella secada Oliveira et al. (2009b)
classificaram como Tipo II.

Os parametros do modelo de Peleg variaram entre os tratamentos: K; variou de
60,0412 (T2) a 34,7553 (T5), K, de 1,7216 a 25,5107, n; de 0,2671 a 17,7499 e n, de -
0,0547 a 5,4444. Silva et al. (2015) encontraram valores de K;, K;, nj e n; > 1,0, para a
isoterma de adsor¢do de 4gua da farinha de fibras residuais de manga na temperatura de 20
°C,com R*=0,99 ¢ P = 0,74.

Na Figura 4.22 tem-se as isotermas de adsor¢do de umidade, a 25 °C, da biomassa
de Chlorella sp. secada para os tratamentos TC, T1, T2, T3, T4 e TS5 ajustadas pelos
modelos de Oswin, GAB e Peleg. Verifica-se que, as isotermas de adsor¢do de agua do
tipo III, t€ém formato de J e, segundo a classificagdo de Brunauer et al. (1940) sdo
geralmente tipicas de alimentos ricos em compostos soliveis, como alimentos com alto
teor de acucares ou sais; e as do Tipo II sdo sigmoidais, em forma de S, tipicas de produtos
soluveis, com tendéncia assintdtica. Isotermas de amido de batata, amilopectina e amilose
em po, também foram classificadas como Tipo Il (AL-MUHTASEB et al., 2004).

Observa-se que o teor de umidade de equilibrio (X.q) das amostras aumentou com o
aumento da atividade de dgua (ay) e variou entre 3,84 e 28,30% b.s. Todos os tratamentos
tiveram umidades de equilibrio muito préximas, com poucas variacdes, justificadas pela
ocorréncia de pequenas diferencas na composi¢ao das amostras.

Alcantara et al. (2009) também verificaram para a isoterma de adsor¢cao de umidade
a 25 °C do pedunculo seco de caju que, com o aumento da a,, houve aumento de Xq € que
na ay de 0,86 a X4 foi de 29,42% b.s., sendo proximo ao da Chlorella sp. seca que em ay,
de 0,93 apresentou X4 de 28,30% b.s., mesmo tendo composi¢cdes quimicas muito
diferentes.

A mesma tendéncia foi verificada para o modelo de Peleg com comportamento
semelhante encontrado por varios pesquisadores (MCMINN e MAGEE, 2003; AGUIRRE-
CRUZ et al., 2010; CLAUDERA-OLIVEIRA et al., 2011; CHISTE et al., 2012; SPADA et
al., 2013).

Segundo Goula et al. (2008) a sorcao de agua nos alimentos ¢ um fendmeno
complexo e os principais constituintes de adsor¢ao de 4gua nos alimentos sdo os polimeros

(proteinas, amido, celulose, hemicelulose, etc.) e os acucares.
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Os diferentes grupos polares dos polimeros proporcionam, energicamente diferentes sitios
para sor¢do e quando um polimero adsorve agua sofre alteracdes na constituigao,
dimensdes e em outras propriedades. A sor¢ao de dgua também leva a transformagdes dos

agucares contidos no alimento.
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5- CONCLUSOES

e A relacdo entre a maior produtividade de lipideos, de agucares e crescimento
celular, deve ser levada em conta uma vez que, ao reduzir os niveis dos macronutrientes, o
crescimento celular decresce, ocorrendo a necessidade de se comparar a producdo de
biomassa e percentuais de producao de lipideos e aguicares, para encontrar o ponto médio
entre as duas condigoes.

¢ A maior produgdo de biomassa da Chlorella sp. foi alcangada nos tratamentos TC,
Tl e T2 no 10° dia de cultivo, com teores entre 3,63-4,85 g/. de biomassa seca
verificando-se que seu cultivo ¢ vidvel para aplicacdo em cultivos comerciais;

e A sintese de lipideos foi aumentada com a modulagdo dos componentes do meio
de cultivo com a maior producao para o tratamento T4 (18,69 g/100 g) no 8° dia de cultivo;

¢ A concentracdo de agtlicares totais foi aumentada com a modulacdo dos nutrientes
do meio de cultivo, alcangando produ¢do maxima para o tratamento TS5 (20,37 g/100g) no
16° dia de cultivo;

e A modulacao dos componentes do meio de cultivo (N, P, K, Fe) favoreceu a
sintese de amido intracelular, com a maior producao para o tratamento T5, indicando que
essa estratégia pode ser uma ferramenta para a producdo de matérias fermentesciveis;

e As atividades de agua nas biomassas secas apresentaram valores entre 0,463-
0,503, consideradas na faixa ideal para evitar o crescimento microbiano;

¢ Os modelos de GAB, Peleg e Oswin podem ser usados para estimar as isotermas
de adsorgio de umidade, a 25 °C, da Chlorella sp. secas de todos os tratamentos;

e As isotermas de adsor¢cao de umidade das biomassas secas de Chlorella sp.foram
classificadas como tipo II para os tratamentos TC, T1, e T5 e como tipo III para T2, T3 e

T4,
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Apéndice A

Tabela A.1 - Dados da luminosidade nos biorreatores durante o cultivo da Chlorella sp.

Tratamento Luminosidade Luminosidade Luminosidade
(lux x 100) (lux x 100) (lux x 100)
405 530 422
790 845 804
803 865 812
764 843 806
e 687 773 734
721 902 845
774 961 825
785 990 815
557 998 425
654 971 702
675 982 664
623 986 628
T, 648 879 672
714 852 568
359 622 287
644 735 636
709 843 736
669 561 594
632 894 651
658 941 687
345 926 644
T, 674 945 589
655 873 547
681 829 716
702 907 724
648 973 732
667 933 651
651 927 678
453 952 649
478 983 734
T; 705 671 728
709 934 762
657 946 563
632 978 579
700 985 755
625 992 648
635 937 956
679 982 573
592 893 589
T, 573 875 572
642 937 628
726 967 647
765 974 683
708 985 690
445 669 561
392 653 578
723 988 625
748 973 644
Ts 721 981 672
654 978 685
672 895 591
592 903 538
604 872 566
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Tabela A.2 - Dados da temperatura nos biorreatores durante o cultivo da Chlorella sp.

Tratamento Temperatura (°C) Temperatura (°C) Temperatura (°C)
27 30 27
25 31 26
28 30 27
26 31 25
e 24 29 26
25 30 27
28 31 25
27 30 26
25 31 27
27 32 28
24 30 29
26 31 29
T, 26 31 28
27 32 29
25 29 27
27 32 28
25 28 26
26 30 27
27 31 28
27 31 28
24 29 27
T, 25 30 27
26 29 28
27 32 28
27 32 28
25 31 27
25 29 27
27 31 28
26 31 28
25 29 27
Ts 25 29 27
27 31 28
25 29 26
26 30 27
27 32 28
27 30 27
24 29 26
24 28 26
26 31 28
T, 26 30 28
25 29 26
27 32 28
26 30 28
27 31 28
26 30 27
25 30 26
26 31 27
27 32 27
Ts 25 29 27
25 29 27
27 31 27
27 31 26
27 30 26
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Tabela A.3 - Dados do Ph nos biorreatores durante o cultivo da Chlorella sp.

pH pH pH
Tratamento Manha Meio dia Tarde
8,10 8.13 811
8.11 8,14 8.12
809 8,17 8,10
815 8,22 8,23
e 821 8,39 8.41
835 8,55 8,62
8,56 8,67 8,77
8,78 8,99 8,91
8,02 8,13 8,06
8,05 8,25 8,14
8,10 8,42 822
8,15 8,53 8,29
T1 8,19 8,69 835
8,26 8.82 8,44
8,59 8,94 8,50
8,72 9,02 8,67
8,85 9,09 8,81
8.10 8,19 8,07
8.16 8,42 8,18
8,28 8,57 833
8,38 8,64 8.41
T 8,47 8,75 8,52
8,56 8,89 5,68
8,78 9,04 8,76
8.83 9.18 8,85
8,94 9.26 8,92
8.1 8,25 8,15
8.21 8,48 8,23
8,32 8,65 8,34
8,47 8,76 8.41
T3 8,55 8,94 8,59
8,69 9,05 8,68
8,78 9.13 8,76
8,91 9,24 8,85
9,04 935 8,90
8,04 8,12 8,05
8,16 8.20 8,14
8,22 8,36 8,25
8,32 8,41 8,30
T4 8,47 8,57 8,51
8,59 8,68 8,64
8,67 8.83 8,72
8,77 8,96 8,89
8,80 9.13 8,96
8,15 8.20 8.12
8.29 832 821
838 8.46 835
8.46 8.57 8.52
TS 8.59 8.73 8.64
8.68 8.88 8.70
8.75 8.98 8.83
8.86 9.11 8.92
8.94 921 8.97
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