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Resumo

A microalga marinha Dunaliella tertiolecta € um microrganismo unicelular
fotossintético capaz de fixar didxido de carbono da atmosfera e proveniente de gases
de exaustdo industrial e utiliza-lo como Unica fonte de carbono para o aumento da
biomassa. Enquanto isso, além de biomassa, também € capaz de produzir
quantidades consideraveis de carotenoides e lipidios, entre outras substancias de
grande interesse para industrias alimenticias e farmacéuticas que buscam a utilizacéo
cada vez maior de compostos de fontes naturais em suas formulacdes. Neste trabalho
foram estudados os efeitos da salinidade do meio (em concentracdo molar de NacCl),
da temperatura, da intensidade de luz, da fonte e concentracdo de nitrogénio no
cultivo da D. tertiolecta em fotobiorreator airlift, buscando o aumento na producéo
de biomassa, carotenoides e lipidios, bem como representar matematicamente este
bioprocesso. Inicialmente, a influéncia da temperatura e da concentracdo salina foi
estudada através de experimentos com meio de cultura f/2 padrdo, com diferentes
concentragdes salinas. A temperatura e a concentracdo salina influenciaram de forma
diferente os resultados obtidos. A temperatura teve forte influéncia na producéo de
biomassa, na biofixacdo de dioxido de carbono e na producdo de lipidios pelas
células. Por outro lado, a salinidade teve forte influéncia na producdo dos
carotenoides. A partir da avaliacdo e combinacdo dos resultados, foram determinadas
as condicdes apropriadas de temperatura e salinidade do meio para maior produgéo
de biomassa, lipidios e carotenoides simultaneamente: 28 °C e 0,715 M de NaCl.
Seis carotenoides foram identificados por CLAE no extrato de D. tertiolecta: trans-
luteina, trans-B-caroteno, trans-zeaxantina, trans-anteraxantina, trans-neoxantina e
9-cis-p-caroteno. Os carotenoides trans-luteina, trans-p-caroteno e trans-zeaxantina
foram quantificados. As maiores quantidades de luteina, B-caroteno e zeaxantina
obtidas nos experimentos foram, respectivamente, 1315 + 36 ug g~, 732 + 51 ug g™
e 244 + 76 pg g™ A partir destes resultados, cultivos foram realizados variando-se
intensidade de luz e fonte e concentracdo de nitrogénio a fim de determinar a
influéncia destes pardmetros. A intensidade de luz de 17,5 kix e concentracéo inicial
de nitrato de sédio de 300 mg L™ resultou nas maiores produtividades de biomassa
(0,176 £ 0,005 g L™ d*), carotenoides (0,738+0,038 mg L* d*) e lipidios
(16,68 + 1,50 mg L™ d™*). Os dados experimentais desses cultivos foram utilizados na
etapa de estimacdo de parametros. Em comparacdo com modelos relatados na
literatura, os modelos propostos apresentaram melhor ajuste para diferentes
concentragOes de nitrato de sddio testadas, com reduzido nimero de pardmetros.



Abstract

The marine microalgae Dunaliella tertiolecta is a unicellular photosynthetic
microorganism that can fix carbon dioxide from the atmosphere and from industrial
exhaust gases, using it as the solely carbon source to increase biomass. Meanwhile,
more than biomass, this microorganism also can produce great amounts of
carotenoids, lipids and other substances of interest to pharmaceutical and food
industries that seek to increase the use of compounds derived from natural sources in
their formulations. In this work, the effects of medium salinity (in molar
concentration of NaCl), temperature, light intensity and nitrogen source and
concentration over the cultivation of D. tertiolecta in an airlift photobioreactor were
studied aiming the increase of biomass, carotenoids and lipids production, as well the
development of a mathematical model for this bioprocess. Initially, the influence of
temperature and salt concentration was studied by experiments with standard /2
culture medium, with different salt concentrations. Temperature and salt
concentration differently affected the results. Temperature had a strong effect on
biomass production, carbon dioxide biofixation and lipid production by the cells. On
the other hand, salinity showed strong effect on carotenoid production. The
appropriate temperature and medium salinity to increase simultaneously biomass,
lipids and carotenoids was 28 °C and 0.715 M NacCl. Six carotenoids were identified
in the extract of D. tertiolecta by HPLC: all-trans-lutein, all-trans-p-carotene, all-
trans-zeaxanthin, all-trans-antheraxanthin, all-trans-neoxanthin and 9-cis-p-carotene.
The carotenoids all-trans-lutein, all-trans-p-carotene and all-trans-zeaxanthin were
quantified. The highest amount of lutein, B-carotene and zeaxanthin reached in the
experiments were 1315 + 36 ug g*, 732 + 51 pg g* and 244 + 76 ug g*,
respectively. From these results, cultures were performed by varying light intensity
and nitrogen source and concentration to determine the influence of these
parameters. A light intensity of 17.5 kIx and initial sodium nitrate concentration of
300 mg L™ resulted in the highest biomass (0.176 + 0.005 g L™ d™), carotenoid
(0.738 + 0.038 g L™ d?) and lipid (16.68 + 1.50 g L™ d) productivities. The
experimental data of these cultures were used for parameter estimation. Compared to
earlier models reported in the literature, the proposed models showed better fitting
for different sodium nitrate concentrations tested with reduced number of parameters.
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Capitulo 1

Introducao

O interesse no estudo visando a producdo de microalgas para utilizacdo como matéria-
prima em muitos processos é crescente em todo o mundo. Particularmente, no litoral
brasileiro, muitas espécies de microalgas podem ser encontradas facilmente. Esse interesse
deve-se a essencial importancia destes microrganismos por pertencerem ao primeiro nivel
trofico de diversas cadeias alimentares, ou seja, sdo capazes de sintetizar matéria organica e
fixar a energia luminosa sob a forma de energia quimica. A utilizacdo em distintas areas como
na obtencdo de compostos de interesse das industrias alimentar, quimica e farmacéutica, na
producdo de energia, no tratamento de &guas residuais, dentre outras, também promovem
interesse por esta atividade.

Ha outros diversos fatores positivos para que o cultivo de microalgas seja viabilizado:
vantagens como 0 menor consumo de agua, se comparado ao cultivo de plantas terrestres;
maior eficiéncia fotossintética; colheita ao longo de todo ano e cultivo realizado em condi¢des
insalubres, ou seja, elas podem se desenvolver a custa de agua salgada ou proveniente de
residuos sanitarios. O cultivo de microalgas também promove a remocdo de dioxido de
carbono da atmosfera através de biofixagdo, reduzindo as emissdes de gases de efeito estufa e,
podendo ser utilizado como Unica fonte de carbono para a producédo de biomassa. Outro ponto
forte é o habitat natural das microalgas. Elas podem ser produzidas em regides com condigdes
climaticas extremas, regides deserticas, por exemplo, ndo tomando espaco de terras destinadas
ao plantio de alimentos.

A importancia dos produtos gerados a partir das microalgas é bastante relevante. A
aplicacdo mais comum ¢ a utilizacdo das microalgas diretamente como racdo animal para
algumas espécies marinhas; porém, nos ultimos anos, a identificacdo de substancias
sintetizadas por estes microrganismos tém despertado grande interesse. Em aplicagdes mais
gerais, alguns dos compostos extraidos com potencial de exploragdo comercial sdo: corantes,
antioxidantes, acidos graxos, esterois e polissacarideos destinados a producdo de aditivos
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alimentares, cosméticos e 0leos. Particularmente os pigmentos podem ser encontrados nas
microalgas devido a sua funcéo antioxidante, atuando como fotoprotetores.

As microalgas do género Dunaliella, especialmente D. salina e D. tertiolecta, séo
estudadas para a obtencdo de biomassa e para posterior extracdo de carotenoides, como
luteina, p-caroteno e zeaxantina. Atualmente, os carotenoides utilizados nas industrias séo
obtidos por rota quimica ou sdo extraidos de fontes naturais. A preocupacao com 0 uso de
aditivos quimicos em alimentos e fArmacos tornou cada vez mais requisitados os carotenoides
sintetizados naturalmente por rota biotecnoldgica. Além disso, as microalgas do género
Dunaliella tém um consideravel percentual de lipidios em sua composicdo, comparavel as
oleaginosas tradicionalmente utilizadas na fabricacdo de 6leos e biocombustiveis.

Diante da perspectiva de crescimento da demanda por produtos naturais e fontes
alternativas de energia e pela necessidade de utilizagdo de processos produtivos mais
eficientes e com menores prejuizos ambientais, o desenvolvimento de tecnologias para o
cultivo de microalgas em grande escala para a extracdo de bioprodutos ganha importancia
mundial. Como descrito anteriormente, as contribuicdes ambientais deste bioprocesso sao
significativas, porém muitos desafios precisam ser superados para aumentar a competitividade
em relacdo aos processos tradicionais de obtencdo de produtos sintéticos e combustiveis.
Estas séo as justificativas para a realizacdo deste trabalho com a D. tertiolecta BE 003, bem
como o fato desta microalga ser capaz de produzir simultaneamente quantidades significativas
de carotenoides e lipidios, a fim de contribuir com esta area da ciéncia.

Neste contexto, o objetivo principal deste trabalho foi determinar como as condicGes
de cultivo da D. tertiolecta BE 003 influenciam na producdo de biomassa, carotenoides e
lipidios. Mais detalhadamente, os objetivos especificos sdo:

v' avaliar a influéncia da temperatura e da salinidade, em termos de concentracao
de NaCl, na producao de carotenoides e lipidios e formacéo de biomassa;

v' avaliar a influéncia da fonte e quantidade de nitrogénio, através da avaliacdo de
diferentes nitratos em diferentes concentracdes na producdo de carotenoides e
lipidios e formacéao de biomassa;

v submeter os cultivos a maior intensidade luminosa e salinidade no final da fase
de crescimento logaritmico das células, visando aumento na producgdo de
carotenoides e lipidios;

v’ construir modelos matematicos preditivos de cinéticas de crescimento celular,
consumo de substrato e formacédo de produto em fotobiorreator.

Escolheu-se apresentar o trabalho no formato de artigos, tanto os ja publicados quanto
aqueles submetidos a publicacdo, acrescidos de dois capitulos para contextualizacdo geral
(Capitulos 2 e 3). Desta forma, o Capitulo 2 traz a revisdo bibliografica com breve descri¢do
sobre as microalgas de uma forma geral, depois, de forma mais especifica, sobre a D.
tertiolecta e sobre os produtos de interesse dela extraidos, carotenoides e acidos graxos poli-
insaturados. Neste capitulo, também s@o abordados as condicdes e sistemas de cultivo e 0s
fotobiorreatores normalmente utilizados, evidenciando vantagens e limitagdes do uso de cada
modelo, bem como a modelagem matematica do bioprocesso envolvido. No Capitulo 3 sdo
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apresentados os materiais e métodos utilizados nos estudos, apesar de conter nos artigos
materiais e métodos especificos de cada trabalho. Os Capitulos 4, 5 e 6 referem-se aos artigos.
No Capitulo 4 é apresentado o Artigo 1 - Effect of temperature and salinity on the production
of carotenoids and lipids by marine microalga (submetido ao periédico Ciéncia Rural). No
Capitulo 5 é apresentado 0 Artigo 2 - Carotenoid and lipid content of Dunaliella tertiolecta
cultured at different nitrogen concentrations, light intensities and stress conditions (submetido
ao periodico Chemical and Biochemical Engineering Quarterly). No Capitulo 6 € apresentado
0 Artigo 3 - Kinetic modeling of Dunaliella tertiolecta growth under different nitrogen
concentrations (aceito para publicacdo no periodico Chemical Engineering & Technology).
No Capitulo 7 séo discutidas as consideraces finais deste trabalho, as principais conclusdes e
as perspectivas para trabalhos futuros. Com o objetivo de facilitar a leitura, além da lista
apresentada ao final de cada Capitulo com as referéncias nele utilizadas, uma lista geral das
referéncias utilizadas também é apresentada no final do documento. Ao final, estdo incluidos
trabalhos relevantes para a complementacdo do estudo. Eles compdem a modalidade de
artigos completos publicados em Anais de congresso. No Apéndice A é apresentado o
trabalho intitulado “Influence of temperature and salinity over CO, biofixation by the
microalgae Dunaliella tertiolecta” (apresentado e publicado nos Anais da International
Conference on Coal Science and Technology, realizada em outubro de 2011 em Oviedo,
Espanha). No Apéndice B é apresentado o trabalho intitulado “Influéncia das fontes e
concentragdes de nitrogénio no crescimento da microalga Dunaliella tertiolecta em
fotobiorreator airlift” (apresentado e publicado nos Anais do IV Congresso Brasileiro de
Carvao Mineral, realizado em agosto de 2013 em Gramado, RS). No Apéndice C ¢é
apresentado o trabalho intitulado “Influéncia da luminosidade e concentragdo salina na
producdo de lipidios e carotenoides pela microalga Dunaliella tertiolecta em fotobiorreator
airlift” (apresentado e publicado nos Anais do XX Congresso Brasileiro de Engenharia
Quimica, realizado em outubro de 2014 em Floriandpolis, SC).
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Capitulo 2
Revisao Bibliografica

Neste capitulo serd apresentada uma base teorica, fundamentada em uma revisao
bibliogréafica, visando mostrar ao leitor quais 0s assuntos determinantes para uma boa
compreensdo do método de trabalho empregado no desenvolvimento do estudo sobre o
cultivo da microalga Dunaliella tertiolecta BE 003 (D. tertiolecta BE 003) em fotobiorreator
airlift tipo placa e a obtencdo de compostos dela extraidos.

Inicialmente, sera exposto um conteddo global sobre microalgas objetivando
familiarizar o leitor sobre suas caracteristicas e vantagens do seu cultivo. Posteriormente, sera
abordado o processo de biofixacdo de dioxido de carbono, normalmente Unica fonte de
carbono utilizada no cultivo de microalgas e demais nutrientes necessarios para 0 seu
crescimento. Uma vez discorrida essa revisdo mais geral, sera apresentada a microalga D.
tertiolecta, suas principais caracteristicas, fatores que influenciam seu cultivo e 0s compostos
dela extraidos que sdo de interesse neste trabalho, carotenoides e acidos graxos, destacando
suas aplicagdes no mercado.

Posteriormente, serdo discutidas as principais diferencgas relacionadas ao cultivo de
microalgas em sistemas abertos e fotobiorreatores, visando a fundamentagédo da escolha do
fotobiorreator airlift tipo placa para o cultivo da microalga D. tertiolecta.

Para finalizar, serdo relatados modelos matematicos para o crescimento de microalgas
obtido por alguns autores, ja que a representacdo do processo biotecnoldgico em questdo
através de equaces matematicas também é objetivo deste trabalho.
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2.1 Microalgas

O termo microalgas engloba microrganismos algais com clorofila e outros pigmentos
fotossintéticos. Apesar das diferencas estruturais e morfoldgicas entre os representantes de
cada divisdo, esses sdo fisiologicamente similares e sdo capazes de realizar fotossintese
oxigénica (Raven et al., 1999; Walker et al., 2005).

A caracterizacdo das microalgas implica a consideracdo de uma série de critérios. Por
exemplo, elas tém sido tradicionalmente classificadas quanto aos tipos de pigmentos, a
natureza quimica dos produtos de reserva e pelos constituintes da parede celular. Também
tém sido considerados aspectos citologicos e morfoldgicos, tais como a ocorréncia de células
flageladas, a estrutura dos flagelos, os processos de formacao do nucleo e da divisao celular, a
presenca e a caracterizacdo de envoltdrio do(s) cloroplasto(s) e a possivel conexdo entre o
reticulo endoplasmatico e a membrana nuclear. Além desses, técnicas de biologia molecular
também tém sido utilizadas (Grobbelaar, 2000; Spolaore et al., 2006).

Esses microrganismos podem crescer rapidamente e vivem em condi¢cdes adversas
porque possuem estruturas unicelulares ou multicelulares simples, incluindo as microalgas
procaridticas, por exemplo, Cyanobacteria (Cyanophyceae), microalgas eucarioticas, por
exemplo, algas verdes (Chlorophyta) e diatoméaceas (Bacillariophyta) (Wang et al., 2008).

Por este motivo, as microalgas estdo presentes em todos 0s ecossistemas existentes na
Terra, € ndo apenas aquaticos, mas também terrestres, representando uma grande variedade de
espécies vivendo em uma ampla gama de condicBes ambientais. S&o principalmente
encontradas no meio marinho, em agua doce e no solo, sendo consideradas responsaveis por
pelo menos 60 % da producdo primaria da Terra. Estima-se a existéncia de mais de 50 mil
espécies, mas apenas um numero limitado, cerca de 30 mil, foram estudadas e analisadas
(Chisti, 2008; Mata et al., 2010).

No ambiente natural, assim como nos cultivos, o crescimento de uma populacdo de
microalgas é resultado da interacdo entre fatores bioldgicos, fisicos e quimicos (Raven et al.,
1999). Os fatores bioldgicos estdo relacionados as proprias taxas metabdlicas da espécie
cultivada, bem como com a possivel influéncia de outros organismos sobre o
desenvolvimento da alga. Quanto aos fatores fisico-quimicos, sdo principalmente reportados
estudos sobre iluminacdo, temperatura, salinidade e disponibilidade de nutrientes (Jiménez e
Niell, 1991; Elenkov et al., 1996; Del Campo et al., 2000; Takagi et al., 2006; Mogedas et al.,
2009; Tang et al., 2010; Chen et al., 2011).

A producdo de microalgas pode ser justificada por apresentar diversas vantagens,
dentre as quais podem ser destacadas: o cultivo de microalgas ¢ um sistema bioldgico
eficiente na utilizagdo da energia solar para a producdo de matéria organica, sendo que,
muitas espécies crescem mais rapidamente do que as plantas terrestres, fato que possibilita
maiores rendimentos anuais de biomassa (maior produtividade); sua natureza unicelular
assegura uma biomassa com mesma composi¢do bioquimica, o que ndo ocorre com as plantas
terrestres que apresentam compostos localizados em partes especificas: nos frutos, folhas,
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sementes ou raizes; por manipulacdo das condi¢es ambientais de cultivo (luz, temperatura e
nutrientes, por exemplo) muitas espécies podem ser induzidas a sintetizar e acumular altas
concentracdes de proteinas, carboidratos, lipidios etc. Tais compostos apresentam um elevado
valor comercial, principalmente por serem produtos naturais; podem crescer bem em regides
com extremas condic¢des climaticas. Os cultivos podem ser desenvolvidos com agua marinha
ou de estudrios, a qual ndo pode ser convencionalmente empregada no cultivo de plantas com
valor para a agricultura, ou com agua proveniente de diversos outros processos de producgédo
(agropecuéria, industrias, dejetos domésticos etc.); o ciclo de vida da maioria das microalgas
se completa em poucas horas, 0 que favorece a selecdo de cepas e 0 melhoramento genético
das espécies (Lee, 1997; Walker et al., 2005; Wang et al., 2008).

Além das citadas acima, o cultivo de microalgas oferece outras vantagens, entre elas: a
remocao de didxido de carbono (CO,) de gases de combustdo industrial por biofixacdo de
algas, reduzindo as emissOes de gases de efeito estufa de uma empresa ou de um processo;
apos a extracdo do 6leo, por exemplo, o restante da biomassa de algas pode ser processado
para obtengdo de etanol, metano, racdo animal, adubo orgénico devido a sua alta razdo N/P,
ou simplesmente queimada para cogeracdo de energia (eletricidade e calor) (Chelf et al.,
1993; Kishimoto et al., 1994; Mata et al., 2010).

A cultura comercial de microalgas tem mais de 40 anos de historia. A aplicacdo
biotecnologica mais comum tem sido na aquicultura, para a alimentacdo direta ou indireta de
algumas espécies de peixes, moluscos, crustaceos e de diversos organismos forrageiros de
interesse econdmico. Porém, nos ultimos anos, o potencial biotecnolégico das microalgas tem
interessado muitos pesquisadores, principalmente devido a identificacdo de diversas
substancias sintetizadas por estes organismos. A imensa biodiversidade e consequente
variabilidade na composi¢do bioguimica da biomassa obtida das culturas de microalgas,
aliadas ao emprego de melhoramento genético e ao estabelecimento de tecnologia de cultivo
em grande escala, vém permitindo que determinadas espécies sejam comercialmente
utilizadas. Nesse sentido, cultivos de microalgas tém sido realizados visando a producédo de
biomassa tanto para uso na elaboracdo de alimentos quanto para a obtengdo de compostos
naturais com alto valor no mercado mundial. Dentre os inUmeros compostos extraidos, ou
com potencial de exploracdo comercial, podem ser relacionados acidos graxos poli-
insaturados (&cido araquidénico - ARA, 4&cido eicosapentaenoico - EPA e 4cido
docosahexaenoico - DHA, por exemplo), carotenoides (astaxantina, f-caroteno, luteina etc.),
ficobilinas, polissacarideos, vitaminas, esterdis e diversos compostos bioativos naturais
(antioxidantes, redutores do colesterol etc.), os quais podem ser empregados especialmente no
desenvolvimento de alimentos funcionais, por suas propriedades nutricionais e farmacéuticas
(Abalde et al., 1991; Spolaore et al., 2006).

O mercado de alimentos funcionais, utilizando microalgas em massas, paes, iogurtes e
bebidas, apresenta rapido desenvolvimento em paises como Franca, Estados Unidos, China e
Tailandia. As principais microalgas cultivadas comercialmente sdo espécies dos géneros
Chlorella Beyerinck, (Chlorophyceae) e Arthrospira Stizenberger (Cyanophyceae) para a
adicdo em alimentos naturais (“health food”), Dunaliella salina Teodoresco (Chlorophyceae)
para a obtencdo de P-caroteno e Haematococcus pluvialis Flotow (Chlorophyceae) para a
obtencéo de astaxantina (Orosa et al., 2000; Baker e Gtinther, 2004; Fraser e Bramley, 2004,
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Walker et al., 2005; Spolaore et al., 2006). Na Tabela 2.1 sdo apresentados alguns produtos
obtidos de microalgas.

Tabela 2.1: Alguns produtos obtidos de microalgas (adaptada de Lee, 1997; Walker et al.,

2005; Spolaore et al., 2006).

Produto Aplicacgdes
Alimentos naturais
Alimentos funcionais
Biomassa Biomassa Aditivos alimentares
Aquicultura
Condicionador do solo
Xantofilas
Corantes e Luteina Aditivos alimentares
antioxidantes | B-caroteno e cosméticos
VitaminaCe E

Acidos
graxos

Acido araquidonico - ARA
Acido eicosapentaenoico - EPA
Acido docosahexaenoico - DHA
Acido gama-linolénico - GCA
Acido linoleico - LA

Ingredientes funcionais

Enzimas

Superoxido dismutase - SOD
Fosfoglicerato quinase - PGK
Luciferase e Luciferina
Enzimas de restricdo

Alimentos naturais
e medicina

Polimeros

Polissacarideos

Acido poli-beta-hidroxibutirico
Peptideos

Toxinas

Isétopos

Aminoacidos (prolina, arginina, &cido

aspartico)
Esterdis

Aditivos alimentares
e medicina

2.2 Fixacao de dioxido de carbono

Devido a crescente preocupacdo sobre o aquecimento global que pode ser atribuido
principalmente ao elevado nivel de CO, na atmosfera, as Nag¢Ges Unidas promoveram o
Protocolo de Quioto (1997) com o objetivo de reduzir em 5,2 % a emissdo dos gases de efeito
estufa com base nas emissdes do ano de 1990, e mais de 170 paises ratificaram o protocolo
(Gutiérrez et al., 2008).
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Vaérias estratégias para a mitigacdo de CO, tém sido investigadas, as quais podem
geralmente ser classificadas em duas categorias: (1) métodos baseados em rea¢des quimicas e
(2) mitigacdo biologica de CO,. Entre os métodos baseados em reacGes quimicas estdo
reacOes de carbonatagéo e calcinacdo e lavagem com solugdes aquosas de aminas (Gupta e
Fan, 2002). Estes métodos para capturar CO, tém consumo de energia e custos relativamente
altos. J& a mitigacdo biolégica de CO, é realizada por plantas e microrganismos
fotossintéticos. Na agricultura as plantas contribuem com a captura de 3-6 % de CO, das
emissdes de combustiveis fésseis, em grande parte devido ao crescimento lento das plantas
terrestres convencionais. Por outro lado, as microalgas tém capacidade de fixar CO, durante a
captura de energia solar com uma eficiéncia de 10 a 50 vezes maior que as plantas terrestres
(Murakami e Ikenouchi, 1997; Usui e Ikenouchi, 1997; Li et al., 2008).

As microalgas sdo microrganismos Unicos e potencialmente valiosos porque séo
“fabricas celulares” que convertem CO, em biomassa e numa variedade de compostos
bioativos. Em comparacdo com plantas maiores, as microalgas tém estrutura simples, sendo
unicelulares, filamentosas ou coloniais. Portanto, a energia obtida através da fotossintese é
utilizada para crescimento e reproducdo, pois ndo precisam manter tecidos e 6rgdos
complexos (Walker et al., 2005). Logo, as microalgas possuem maior eficiéncia fotossintética
do que as plantas terrestres, maiores produtividades de biomassa, taxas de crescimento mais
altas do que as plantas maiores, taxas mais elevadas de fixacdo de CO, e producdo de O,
(Chiu et al., 2009).

Tradicionalmente, as microalgas sdo cultivadas em sistemas fechados
(fotobiorreatores) ou lagoas abertas que sdo aeradas ou expostas ao ar para permitir a captura
de CO, do ambiente. A atmosfera contém apenas 0,03 - 0,06 % de CO,, e esta baixa
concentragdo pode tornar o crescimento celular lento (Chelf et al., 1993). Por outro lado, os
gases de exaustdo industriais, tais como gases de combustdo contém até 15 % de CO,,
fornecendo uma fonte rica em CO, para o cultivo de microalgas e potencialmente uma rota
mais eficiente para a biofixacdo de CO,. A terceira via é fixar CO, por reacdo quimica para
produzir carbonatos (por exemplo, Na,CO3) e utiliza-los como fonte de carbono para o cultivo
de microalgas (Wang et al., 2008).

A utilizacdo de microalgas para mitigacdo de CO, oferece inUmeras vantagens, entre
elas, a possivel reciclagem completa de CO, (Figura 2.1), porque o diéxido de carbono €
convertido em energia quimica através da fotossintese, que pode ser convertido em
combustiveis usando tecnologias existentes (Wang et al., 2008).
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Figura 2.1: Fluxograma conceitual de processos combinados utilizando microalgas para
producdo de biocombustiveis, biomitigacdo de CO, e remoc¢édo de N/P de efluentes. Entradas:
fonte de carbono, CO,; fontes de nitrogénio e fosforo, efluentes ricos em N/P; fonte de
energia, energia solar. Saidas: efluentes com baixo N/P, bioprodutos com valor agregado e
biocombustiveis (Wang et al., 2008).

A Tabela 2.2 mostra algumas cepas de microalgas que foram estudadas para a
biomitigacdo de CO, (Wang et al., 2008). Algumas dessas cepas podem tolerar altas
temperaturas e concentracdes de CO, na corrente de gas. As moléculas de CO, fixadas através
da fotossintese sdo convertidas em diferentes componentes celulares orgénicos, incluindo
carboidratos, lipidios, proteinas e 4&cidos nucleicos (Spolaore et al., 2006). A lei de
conservacdo de massa nos permite calcular a taxa de fixacdo de CO, em funcdo de
produtividade de biomassa dado o teor de carbono das células. Na Tabela 2.2 tais calculos
foram realizados utilizando uma férmula molecular para a biomassa, COg4sH183No11Po 01
(Chisti, 2008), quando dados diretos sobre a taxa de fixacdo de CO, ndo estavam disponiveis,
com base no pressuposto de que moléculas de CO, fixadas na forma de produtos
extracelulares eram negligenciaveis.
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Tabela 2.2: Algumas microalgas estudadas para a biomitigacdo de CO, (adaptada de Wang et

al., 2008).
: %CO, T P Pcoz A

Microalga (cultivo) °C gLtd' gLtd Referéncia

) (Murakami e Ikenouchi,
Chlorococcum littorale 40 30 N/A 1 1997: Iwasaki et al., 1998)
Chlorella kessleri 18 30 0,087 0,163* (De Morais e Costa, 2007)
Chlorella sp. UK001 15 35 N/A >1 %;;;"kam' e Ikenouchi,
Chlorella vulgaris 15 N/A 0,624  (Yunetal., 1997)
Chlorella vulgaris 0,03 25 0,040 0,075*  (Scragg et al., 2002)
Chlorella vulgaris 0,03 25 0,024 0,045%  (Scragg et al., 2002)
Dunaliella 3 27 0,17 0,313* (Kishimoto et al., 1994)
Botryococcus braunii - 30 1,1 >1,0 %I;?r;’l kami e Ikenouchi,
Scenedesmus obliquus 18 30 0,14 0,26  (De Morais e Costa, 2007)
®Spirulina sp. 12 30 0,22 0,413*  (De Morais e Costa, 2007)

# Taxa de fixacdo de CO, (Pcoz) = 1,88 x produtividade de biomassa (P), derivada da formula
molecular para a biomassa relatada por Chisti (2008).

® Todas espécies, com excecdo da Spirulina sp. (Cyanophyceae), sio algas verdes eucariéticas
(Chlorophyta).

2.3 Nutricdo das microalgas

O meio de cultivo deve fornecer os nutrientes necessarios para o crescimento das
microalgas. Os elementos mais importantes que constituem as células das algas sdo carbono,
nitrogénio, fdésforo e enxofre. Outros elementos essenciais incluem ferro, magnésio,
elementos tragos e, em alguns casos, silicio (Rebolloso-Fuentes et al., 2001).

Como foi dito nos capitulos anteriores, normalmente, a Unica fonte de carbono
utilizada no cultivo de microalgas € o CO, proveniente da atmosfera ou de gases de
combustdo. Ja as fontes mais comuns de nitrogénio sdo nitrato (NO3"), amonio (NH4") e ureia
ou combinagdes desses. Vale a pena mencionar que o amonio é a forma quimica do nitrogénio
mais facilmente assimilada pelo fitoplancton. Ao contrario do nitrato, ndo requer reducéo,
sendo assimilado como aminoacidos. Entretanto, 0 amdnio em alta concentracdo tem efeitos
toxicos sobre o crescimento das microalgas. Além disso, 0 aménio pode ir para a atmosfera,
causando problemas ambientais e econdmicos. Portanto, a sele¢cdo de fontes de nitrogénio
para o cultivo de microalgas deve ser baseada em dados experimentais (Abalde et al., 1991,
Wang et al., 2008).
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Segundo Wang et al. (2008), aguas residuais ou aguas residuais secundarias sao fontes
baratas de nitrogénio e contém grandes quantidades de diferentes formas de nitrogénio. No
entanto, o uso de aguas residuais para o cultivo de microalgas pode causar problemas de
contaminagé&o e, portanto, deve ser utilizada com precaugéo.

Os principais componentes da biomassa obtida a partir de microalgas s&o lipidios,
proteinas e carboidratos. Os lipidios sdo 0os componentes mais desejaveis do ponto de vista
energético. As células com maior teor de lipidios e teores menores de carboidratos e proteinas
tém elevado poder calorifico e tém maiores rendimentos de éleo quando processados atraves,
por exemplo, de liquefagcdo de biomassa (Tornabene et al., 1983; Yamaberi et al., 1998;
Illman et al., 2000; Scragg et al., 2002).

No entanto, células com elevadas concentracdes de lipidios sdo geralmente obtidas sob
condicBes de stress, associadas com divisdo celular reduzida. E 6bvio que é importante
encontrar um equilibrio entre a producéo de elevado teor calérico das células e a manutencao
da alta produtividade de biomassa através da otimizacdo da concentracdo de nitrogénio no
meio para o crescimento das microalgas (Wang et al., 2008).

O fésforo € outro elemento importante para o crescimento celular e metabolismo das
microalgas. O fosforo esta associado a realizacdo de todos 0s processos que envolvem trocas
energéticas nas ceélulas. ATP, acUcares fosfatados, &cidos nucleicos e fosfoenzimas sdo os
principais componentes estruturais que apresentam fésforo em algas. De forma simplificada,
pode-se assumir que ha duas fungdes fundamentais do fosforo nas células: transferir energia e
constituir moléculas estruturais. A assimilacdo de fosforo é dependente de luz, possivelmente
em razdo da acumulacgéo de energia em ATP (Lourenco, 2006).

Assim como o nitrogénio, o fésforo € considerado um dos principais elementos
limitantes do fitoplancton, em razdo de sua alta demanda e grande variabilidade de
concentracdo no ambiente natural. O fosforo é preferencialmente assimilado como fosfatos
inorganicos na forma de H,PO, e HPO,* (Gauthier e Turpin, 1997; Martinez et al., 1999).
Portanto, em cultivos, o fosforo tende a ser adicionado aos meios de cultura em altas
concentracdes, como fosfatos inorganicos. Em alguns casos, pode existir a necessidade de
fornecimento de fosforo em excesso, pois os fosfatos podem formar complexos ou
precipitados com alguns ions metalicos, ndo estando disponivel como nutriente para as
microalgas (Yun et al., 1997). Em alguns meios, o fosfato é adicionado como glicerofosfato
de sodio, que é menos suscetivel & precipitacdo em presenca de metais-traco (Lourenco,
2006).

O enxofre, magnésio, ferro e outros elementos também sdo indispensaveis para o
crescimento das microalgas. A maior parte do enxofre presente nas células ocorre como
componente estrutural de proteinas, por meio dos dois &cidos aminados sulfurados: cisteina e
metionina. O enxofre ocorre na agua do mar principalmente como ions sulfato, sendo este
muito abundante. Por isso, o enxofre nunca é fator limitante ao desenvolvimento de
microalgas marinhas. Ja 0 magnésio é essencial a algas por ser constituinte da molécula de
clorofila, ocorrendo no nucleo da mesma. O magnésio também esta associado a varias
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enzimas, sendo um ativador de suas atividades. No caso de deficiéncia, gera o processo
designado clorose, no qual as células perdem seu conteGdo pigmentar. O ferro é
extremamente importante para as algas por participar de indmeras funcbes, como: vias
biossintéticas da clorofila e dos citocromos; respiracdo, transporte respiratorio de elétrons;
fotossintese, transporte fotossintético de elétrons; reducdo de nitrato e de nitrito; reducdo de
sulfato; fixacdo de nitrogénio molecular e; além desses exemplos, é cofator de diversas
enzimas (Lourenco, 2006; Roden e Zachara, 1996). Micronutrientes como alguns metais traco
também desempenham papéis-chave no transporte de elétrons (Raven et al., 1999).

2.4 Microalgas Dunaliella

A Dunaliella é um género de alga verde (Chlorophyta, Chlorophyceae) unicelular com
tamanho de célula de 9 - 11 um, bi-flagelada que pode ser encontrada em agua doce (por
exemplo, D. flagellate, D. chordate, D. lateralis, D. paupera), em &guas mista e salina (por
exemplo, D. tertiolecta, D. bioculata, D. primolecta) e em aguas hipersalinas (por exemplo,
D. salina, D. minuta, D. parva, D. virdis) (Francavilla et al., 2010). A imagem das microalgas
D. tertiolecta Butcher 1959 da SCCAP (Scandinavian Culture Collection of Algae and
Protozoa da Universidade de Copenhague) é apresentada na Figura 2.2,
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Figura 2.2: Dunaliella tertiolecta (http://www.sccap.dk/pix/K-0591.jpg. Acesso em
12/03/2013).

Muitas algas como Botryococcus, Chlorella, Dunaliella, Haematococcus e Spirulina
sdo atualmente cultivadas para a producdo de proteinas, astaxantina, B-caroteno, glicerol,
combustiveis liquidos, formulagdes farmacéuticas, bem como produtos de quimica fina. Entre
estas, as do género Dunaliella, especialmente Dunaliella salina e D. tertiolecta, sdo as
microalgas mais estudadas para a obtencao de biomassa (Francavilla et al., 2010).



14 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A D. salina pode produzir até 14 % de B-caroteno em relacdo ao seu peso seco em
condicdes de elevada salinidade, luz, temperatura e poucos nutrientes. O B-caroteno obtido a
partir da Dunaliella tem uma demanda crescente e uma ampla variedade de aplicacdes no
mercado: corante nas industrias de alimentos, componente em produtos farmacéuticos,
cosméticos, alimentos naturais, alimentos dietéticos; diagnosticos e pesquisas biomédicas
(Francavilla et al., 2010).

A D. tertiolecta pode utilizar nutrientes inorgénicos presentes na agua salgada, aguas
residuais ou agua salobra juntamente com a luz solar para produzir biomassa utilizando CO,
como Unica fonte de carbono. Além disso, esta espécie movel tem elevada tolerancia ao sal,
temperatura e luz. O cultivo desse microrganismo é relativamente simples, pois ndo se fixam
em superficies e tem taxa de crescimento e contetdo lipidico relativamente elevados (Tang et
al., 2010).

Minowa et al. (1995) cultivaram D. tertiolecta em tanque aberto com fonte de luz
continua de 20.000 Ix, temperatura de 27 °C e borbulhamento de ar com 3 % de CO,. Nesse
estudo, foi utilizada a concentracdo de NaCl semelhante a concentracdo da dgua do mar.

Outro estudo realizado por Tang et al. (2010) avaliou as influéncias da fonte de luz,
intensidade da luz, concentracdo de CO; e fotoperiodo no crescimento da D. tertiolecta. O
efeito desses parametros ambientais no contetdo lipidico e composicao de &cidos graxos da
D. tertiolecta também foram investigados. As lampadas fluorescentes e LEDs (lightemitting
diodes) vermelhos e brancos foram eficazes para o crescimento das algas e maiores
intensidades de luz resultaram em crescimento celular significativamente maior. A iluminacéo
continua também aumentou significativamente a quantidade de biomassa. No sétimo dia de
cultivo foram obtidas as maiores quantidades de biomassa (em torno de 0,23 g/L de biomassa
seca) com concentracOes de 2, 4 e 6 % de CO,. As diferentes fontes e intensidades de luz néo
influenciaram significativamente na composicdo dos ésteres metilicos de acidos graxos
(FAME) da D. tertiolecta. Os principais componentes dos FAME produzidos a partir do 6leo
da D. tertiolecta foram metil linolenato e metil palmitato.

A Dunaliella ndo tem uma parede celular rigida e prolifera em salinidades
extremamente variadas 0,5-5,0 M NaCl. No caso especifico da D. tertiolecta, a faixa de
tolerancia ao sal é de 0,17-1,5 M de NaCl. No entanto, outros pesquisadores tém trabalhado
com D. tertiolecta Butcher além destes limites, citando intervalos de toleréncia de 0,05-3,0 M
de NaCl. Esse notavel grau de adaptacdo ambiental deve-se a producdo de B-caroteno e
glicerol em excesso para manter o equilibrio osmotico. Essas producdes excessivas tém sido
bem exploradas em condic¢des de grande escala para uma ampla gama de aplicagdes (Ollivier
et al., 1994; Jahnke e White, 2003).

A Dunaliella é explorada para a producdo de biomassa seca ou extrato celular, que é
utilizado como alimento medicinal. Com o0 avango neste campo nos ultimos anos, a producéao
de compostos bio-organicos como B-caroteno esta estabelecida em muitos paises. A producao
em larga escala de B-caroteno é controlada por inUmeros fatores de stress como alta
intensidade de luz, salinidade alta, temperatura de crescimento baixa e disponibilidade de



2.5 CAROTENOIDES 15

nutrientes. Um stress por alta intensidade de luz é criado quando a intensidade da luz
incidente é maior do que a necessaria para saturar a fotossintese. Infelizmente, existe uma
relagdo inversa entre o conteudo de f-caroteno e a velocidade de crescimento especifico. Nas
inddstrias, as condi¢Bes de cultivo em sistemas fechados sdo otimizadas visando maior
producao de B-caroteno (Fazeli et al., 2006; Hu et al., 2008; Mogedas et al., 2009).

2.5 Carotenoides

A estrutura béasica dos carotenoides é um tetraterpeno com 40 atomos de carbono,
formado por oito unidades isoprenoides de cinco carbonos, ligados de tal forma que a
molécula é linear com simetria invertida no centro. A principal caracteristica dos carotenoides
é um sistema de ligacdes duplas conjugadas, que corresponde ao croméforo, e que permite a
estes compostos absorver luz na regido do visivel (Mercadante e Rodriguez-Amaya, 1998).
Algumas dessas estruturas estdo exemplificadas na Figura 2.3.

Os carotenoides séo inicialmente divididos em dois grandes grupos, 0s carotenos que
guimicamente sdo hidrocarbonetos, ou seja, compostos apenas por carbono e hidrogénio (por
exemplo, licopeno e B-caroteno, vide Figura 2.3) e as xantofilas que séo derivados oxigenados
(por exemplo, cantaxantina e zeaxantina, vide Figura 2.3). Neste ultimo grupo estao incluidos
pigmentos que possuem em sua estrutura grupos hidroxilicos, carbonilicos, carboxilicos e/ou
epoxidos, podendo ser também aciclicos, monociclicos ou biciclicos. Muitas outras
modificacfes estruturais ainda sdo possiveis permitindo obtencdo de uma diversidade de
compostos (Mercadante e Rodriguez-Amaya, 1998).
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Figura 2.3: Estrutura de alguns carotenoides (Mercadante e Rodriguez-Amaya, 1998).

Portanto, o sistema de ligagdes duplas conjugadas confere cor aos carotenoides, mas
também o0s tornam muito suscetiveis a isomerizacdo e oxidacdo. Considerando a alta
sensibilidade destes pigmentos a luz, calor, oxigénio, acidos e, em alguns casos, a alcalis;
estas condigdes devem ser evitadas durante as analises (Mercadante e Rodriguez-Amaya,
1998).

Além de atuarem como corantes, importantes a¢des bioldgicas tém sido atribuidas aos
carotenoides tais como protecdo contra certos tipos de cancer, doencas cardiovasculares,
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cataratas e degeneracdo macular, bem como a melhora do sistema imunoldgico (Baker e
Gunther, 2004).

Particularmente, o B-caroteno é um nutriente essencial e tem alta demanda no mercado
como corante natural de alimentos e também aditivo para cosméticos. Ele ocorre naturalmente
como seus isdbmeros (Wang et al., 1994) e funciona como um pigmento protetor do aparelho
fotossintético contra os danos causados pela luz em todas as plantas verdes, incluindo algas
(Ben-Amotz e Fishier, 1998).

A capacidade potencial do B-caroteno como agente antioxidante e imunomodulador
levou a pesquisas sobre sua aplicacdo na prevencdo de canceres humanos. Muitos outros
estudos vém sendo desenvolvidos com a finalidade de provar que a suplementacédo diéria de
outros carotenoides como luteina e zeaxantina podem prevenir doencas cronicas e
degenerativas, carcinogénese, processos inflamatérios severos, e outras reacdes induzidas por
radiacdes ultravioleta (Fraser e Bramley, 2004).

A luteina, carotenoide di-hidroxilado pertencente a classe das xantofilas de coloragéo
amarela, atua como antioxidante protegendo as células dos danos oxidativos e,
consequentemente, reduz o risco de desenvolvimento de algumas doencas cronicas
degenerativas. E um carotenoide capaz de dissipar a energia dos radicais livres e sequestrar o
oxigénio singlete. Radicais livres agem continuamente no organismo, podendo desencadear
danos celulares e serem 0s responsaveis pelo desenvolvimento de cancer e certas doencas
cronicas. Estudos mostram que a luteina protege moléculas de lipidios, membranas proteicas,
lipoproteinas de baixa densidade, proteinas e DNA contra o ataque dos radicais, tendo um
papel essencial na protecdo de doencas, notadamente na reducdo do risco da degeneracéo
macular relacionada a idade. Como prevencdo, preconiza-se 0 consumo de dietas com
alimentos ricos em luteina (Baker e Gunther, 2004).

E importante salientar que o nimero de duplas ligaces conjugadas na molécula afeta
a capacidade antioxidante do carotenoide. A acdo sequestrante de radicais é proporcional ao
namero de ligagdes duplas conjugadas presentes nas moléculas dos carotenoides. Além disso,
os carotenoides devem possuir no minimo nove ligacdes duplas conjugadas para apresentar
fungdo como antioxidante (Mercadante e Rodriguez-Amaya, 1998).

Analisando-se a luteina e a zeaxantina observa-se que apresentam estrutura quimica
muito similar, ambas possuem o mesmo nimero de ligagdes duplas na cadeia, porém h& uma
diferenca na posicéo de uma dessas duplas ligagdes no anel (Figura 2.3). Essa diferenca faz da
zeaxantina um melhor antioxidante por apresentar uma dupla ligagéo conjugada a mais do que
a luteina (Mercadante e Rodriguez-Amaya, 1998).

Os carotenoides sdo amplamente distribuidos na natureza, encontrados em todos os
tecidos fotossintetizantes, fungos, bactérias, leveduras, algas, animais e também em partes ndo
fotossintéticas de plantas, como frutas, flores, sementes e raizes. Por este motivo, esses
pigmentos naturais sdo responsaveis pelas diferentes cores de frutas, legumes e outras plantas.
Até o momento, mais de 600 tipos de carotenoides foram encontrados na natureza e cerca de
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50 sdao precursores da sintese da vitamina A, que inclui a-caroteno, [B-caroteno e [-
criptoxantina (Ben-Amotz e Fishier, 1998).

As microalgas e cianobactérias também sdo fontes para obtencdo de carotenoides.
Semelhante ao que ocorre em outros organismos, cada classe de microalgas apresenta sua
prépria combinacdo de pigmentos e, consequentemente, coloracdo distinta. Os trés principais
grupos de pigmentos encontrados na biomassa de microalgas séo as clorofilas, os carotenoides
e as ficobilinas (ficobiliproteinas) (Orosa et al., 2000). A sintese destes compostos pelas
microalgas pode ser aumentada através da manipulacdo das condicdes de cultivo, usualmente
por algum stress ambiental (Borowitzka, 1999).

Os carotenoides primarios sdo sintetizados por microalgas sob condi¢des normais,
favoraveis ao crescimento celular. Em condicGes de stress, as microalgas sintetizam
carotenoides secundarios como um mecanismo de defesa. A formacgdo de carotenoides
secundarios pode ser provocada pela limitacdo de nitrogénio, luz de alta intensidade, pH,
salinidade e presenca de outros compostos organicos (Abalde et al., 1991; Orosa et al., 2000;
Fazeli et al., 2006).

Portanto, os carotenoides funcionam como fotoprotetores e como pigmentos
fotossintéticos secundarios, sendo que cada espécie pode conter entre 5 e 10 tipos de um
universo de aproximadamente 60 diferentes carotenoides presentes nas células das
microalgas. Diversas espécies podem acumular grande concentracdo de [B-caroteno ou
astaxantina, por exemplo (Baker e Giinther, 2004).

O B-caroteno € um pigmento tipicamente encontrado nas microalgas. Geralmente é
encontrado numa fracdo inferior a 1 % da massa seca, mas pode ser acumulado até
aproximadamente 10 % em espécies halotolerantes (crescem em elevada concentracdo de sal),
como naquelas do género Dunaliella. A espécie D. salina é reconhecidamente uma
importante fonte de B-caroteno (Jahnke e White, 2003; Takagi et al., 2006).

Carotenoides produzidos naturalmente por microalgas compreendem apenas uma
fracdo do mercado mundial. Embora haja usos crescentes de carotenoides em alimentos,
produtos farmacéuticos e ragcdes, ha predominio de formas sintéticas. A sintese de
carotenoides envolve custos menores e elimina a necessidade de realizagéo de cultivos para a
obtencdo de biomassa e separacdo da substancia de interesse, reduzindo a carga de trabalho e
0 tempo de produgdo. Essas caracteristicas acarretam menor preco de venda. Entretanto,
importantes fatores sustentam a continuidade dos cultivos de microalgas para a producéo de
carotenoides. H& um crescimento mundial do segmento do mercado que prefere consumir
produtos naturais, rejeitando formas sintéticas de diversas substancias. Consumidores com
esse perfil aceitam pagar mais caro para consumir produtos naturais, desde que tenham
certeza da procedéncia do produto (Lourenco, 2006). Além disso, a rigida regulamentagéo
para a aplicacdo de corantes sintéticos na industria de alimentos estimula pesquisas visando o
desenvolvimento produtivo e o uso de carotenoides de microalgas como aditivo alimentar
(Baker e Gunther, 2004).
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2.6 Acidos graxos poli-insaturados

Uma grande importancia tem sido dada a provisdo das fontes de acidos graxos poli-
insaturados. Isto € devido as mudancas na dieta humana, nos ultimos séculos, e ao acentuado
aparecimento de uma série de doencas relacionadas ao baixo consumo destes compostos, bem
como a sua reconhecida significancia terapéutica, especialmente aqueles da familia Omega-3
(Simopoulos, 2002).

Os éacidos graxos podem ser obtidos de fontes animais ou vegetais, tanto terrestres
quanto aquéticas, e diversos microrganismos tém sido considerados como uma alternativa as
fontes usuais desta classe de lipidios. Além disso, os &cidos graxos poli-insaturados de
microalgas tém um mercado muito promissor na biotecnologia, em especial na inddstria de
alimentos funcionais (Gill e Valivety, 1997; Certik e Shimizu, 1999).

O conteudo de lipidios da biomassa de microalgas pode variar entre 1 a 40 % do peso
seco e, em certas condi¢cfes de cultivo, pode alcancar até 85 %. Os lipidios das algas sédo
tipicamente compostos por glicerol, acicares ou bases esterificadas e acidos graxos contendo
entre 12 e 22 carbonos, podendo ser tanto saturados quanto mono ou poli-insaturados. Os
acidos graxos correspondem a maior fracdo dos lipidios e, em algumas espécies, 0s PUFA
(“polyunsaturated fatty acids”) representam entre 25 ¢ 60% dos lipidios totais (Brown, 1991,
Gill e Valivety, 1997; Medina et al., 1998).

Os lipidios de algumas espécies (quase sempre marinhas) contém quantidades
relativamente altas de &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, notadamente de EPA
(20:5 n-3) e DHA (22:6 n-3) (Volkman et al., 1989; Zhukova e Aizdaicher, 1995; Medina et
al., 1998).

A importancia terapéutica dos PUFA tem sido demonstrada por diversos estudos
clinicos e epidemioldgicos (Jiang et al., 1999). Ao EPA e ao DHA sdo atribuidas propriedades
benéficas a saude. Os PUFA tém funcdo na prevencdo e tratamento de uma série de doencas
cardiovasculares, da aterosclerose e da arritmia, da reducdo da presséo arterial, da reducéo dos
niveis de colesterol e trigliceridios no plasma, da artrite reumatoide, do cancer e sdo
aparentemente essenciais na nutri¢do infantil e no desenvolvimento cerebral (Fabregas et al.,
1989; Radwan, 1991; Gill e Valivety, 1997; Simopoulos, 2002).

Dentre as espécies conhecidas de microalgas que apresentam quantidades
significativas de PUFA das familias Omega-3 e Omega-6, encontram-se representantes de
Haptophyceae (Isochrysis spp. e Pavlova lutheri (Droop) Green), Bacillariophyceae
(Phaeodactylum tricornutum, Thalassiosira spp. e Odontella aurita (Lyngbye) Agardh),
Dinophyceae (Crypthecodinium cohnii (Seligo) Javornick), Rhodophyceae (Porphyridium
cruentum Négeli) e, em menor quantidade, de Chlorophyceae (YYongmanitchai e Ward,
1991).
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2.7 Acidos graxos para a producio de biocombustiveis

A volatilidade recente dos precos do petrdleo e 0 esperado aumento de pregos no
futuro, juntamente com o desejo de reduzir as emissdes de poluentes e gases de efeito estufa,
criaram um novo interesse na producdo de biodiesel. Existe a expectativa que nos proximos
anos o desenvolvimento de novos meios para a producdo de biocombustiveis vai se tornar
cada vez mais importante. A produ¢do doméstica em grande escala de biocombustiveis parece
ser viavel, reduzindo a dependéncia do petréleo importado e dos combustiveis derivados de
petroleo, aumentando a seguranga energética. Além disso, os biocombustiveis, sendo
derivados de matérias-primas que absorvem CO, atmosférico, tém potencial de reduzir
significativamente as emissoes de CO, (Mata et al., 2010).

Os biocombustiveis podem ser derivados de uma variedade de fontes, mas as
microalgas tém atraido interesse particular como uma das fontes mais promissoras de
biomassa para producdo de biocombustiveis. Como organismos aquaticos, as microalgas
podem ser produzidas em locais ndo cultivaveis, minimizando o impacto da producdo de
biocombustiveis na agricultura. Além disso, estima-se que a producdo de biomassa por
hectare pode ser dez ou mais vezes maior para microalgas do que para culturas convencionais
(Chisti, 2008).

Embora ainda nédo seja rentavel competir com o diesel fossil sem apoio adicional (por
exemplo, os subsidios do governo), pesquisas académicas e também na industria estdo sendo
realizadas para transformar o biodiesel de microalgas economicamente vidvel. Por exemplo,
varias empresas foram criadas ou entraram nesse nicho de mercado, vendendo processos
inteiros ou unidades chave de processo, tais como fotobioreatores, para o cultivo de
microalgas para a producéo de biodiesel e outras aplicacfes (Mata et al., 2010).

Para muitas microalgas, o excesso de energia solar captada pela fotossintese é
primariamente armazenado como lipidios, muitas vezes com altos niveis de triacilglicerois
(TAG). O biodiesel, por sua vez, é produzido pela transesterificacdo de TAG com metanol (ou
outros alcoois), na presenca de um catalisador apropriado, com glicerol como subproduto
(Mata et al., 2010).

Como foi dito anteriormente, a maioria das espécies de microalgas produzem grande
quantidade de TAG apenas sob condicbes de stress, por exemplo, sob privacdo de nitrogénio.
Uma vez que as condi¢cbes de stress conduzem geralmente a baixas velocidades de
crescimento, a producdo econémica de biodiesel a partir de algas requer a otimizacgéo das duas
fases de crescimento das microalgas: (1) producdo répida de grandes quantidades de
microalgas e (2) aplicacdo de condicgdes de stress a grandes culturas para induzir a sintese de
TAG (Evans et al., 1982; Volkman et al., 1989; Elenkov et al., 1996).

O biodiesel de algas ndo contém enxofre e atua tdo bem quanto o diesel do petréleo,
reduzindo as emissdes de particulas, CO, hidrocarbonetos e SO4. No entanto, as emissdes de
NOy podem ser maiores em alguns tipos de motores. Além do biodiesel, as microalgas podem
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fornecer matéria-prima para outros tipos de combustiveis renovaveis tais como metano,
hidrogénio, etanol, entre outros (Chiu et al., 2009; Tang et al., 2010; Chen et al., 2011).

No caso especifico do cultivo da microalga D. tertiolecta, o fosfato inorganico (PO4)
e 0s elementos tracos: cobalto (Co*"), ferro (Fe*"), molibdénio (Mo?**) e manganés (Mn*")
foram identificados como necessarios para o crescimento 6timo dessa microalga, bem como
para o maior acimulo de lipidios. Este organismo foi capaz de usar tanto nitrato (NOgy)
quanto amonio (NH;") como fonte de nitrogénio inorganico. No entanto, apenas as
concentracdes moderadas de amonio foram toleradas e altos niveis inibiram o crescimento. A
maxima producdo de biomassa foi obtida com fornecimento de nitrato. A redugdo no
fornecimento de nitrogénio causou rapido acumulo de lipidios nas células (Chen et al., 2011).
Em outro trabalho desenvolvido com a D. tertiolecta (D. tertiolecta, UTEX# LB999) foi
relatado um rendimento de dleo de 36-42 % (Mata et al., 2010).

Muitas espécies de microalgas podem ser induzidas a acumular quantidades
substanciais de lipidios contribuindo para um elevado rendimento de 6leo. A Tabela 2.3
apresenta os teores de lipidios e produtividades de biomassa de diferentes espécies de
microalgas, mostrando diferencas significativas entre varias espécies (Mata et al., 2010).

Como mostra a Tabela 2.3, o teor de 6leo em microalgas pode chegar a 75 % em peso
de biomassa seca, mas associado com baixa produtividade (por exemplo, para Botryococcus
braunii). Algas mais comuns (Chlorella, Crypthecodinium, Cylindrotheca, Dunaliella,
Isochrysis, Nannochloris, Nannochloropsis, Neochloris, Nitzschia, Phaeodactylum,
Porphyridium, Schizochytrium, Tetraselmis) tém niveis de éleo entre 20 e 50 %, mas maiores
produtividades podem ser alcancadas (Mata et al., 2010).
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Tabela 2.3: Conteudo lipidico e produtividade de diferentes espécies de microalgas (Mata et

al., 2010).
Espécies de Contetdo lipidico Produtividade de  Produtividade de
microalgas (% de biomassa seca) lipidios (mg/L/dia) biomassa (g/litro/dia)
Botryococcus braunii 25,0-75,0 - 0,02
Chaetoceros muelleri 33,6 21,8 0,07
Chaetoceros muelleri 14,6 - 16,4/39,8 17,6 0,04
Chlorella emersonii 25,0-63,0 10,3-50,0 0,036 - 0,041
Chlorella sorokiniana 19,0-22,0 447 0,23-1,47
Chlorella vulgaris 5,0-58,0 11,2 - 40,0 0,02 - 0,20
Chlorella sp. 10,0 - 48,0 42,1 0,02-25
Chlorococcum sp. 19,3 53,7 0,28
Crypthecodinium cohnii 20,0 - 51,1 - 10
Dunaliella salina 6,0 - 25,0 116,0 0,22-0,34
Dunaliella primolecta 23,1 - 0,09
Dunaliella tertiolecta 16,0-71,0 - 0,12
Dunaliella sp. 17,5-67,0 33,5 -
Haematococcus pluvialis 25 - 0,05 - 0,06
Isochrysis sp. 7,1-33,0 37,8 0,08 - 0,17
Nannochloris sp. 20,0 - 56,0 60,9 - 76,5 0,17-0,51
Nannochloropsis oculata 22,7 - 29,7 84,0-142,0 0,37 - 0,48
Nannochloropsis sp. 12,0-53,0 37,6-90,0 0,17 -1,43
Phaeodactylum 18,0 - 57,0 44,8 0,003-1,9
tricornutum
Porphyridium cruentum 9,0 - 18,8/60,7 34,8 0,36 - 1,50
Spirulina platensis 4,0-16,6 - 0,06 - 4,3
Spirulina maxima 40-9,0 - 0,21-0,25
Thalassiosira pseudonana 20,6 17,4 0,08
Tetraselmis suecica 8,5-23,0 27,0 - 36,4 0,12 - 0,32

2.8 Condig0Oes de cultivo

No ambiente natural, assim como nos cultivos em fotobiorreatores, as condi¢fes
ambientais podem influenciar na quantidade de biomassa e na sintese de produtos pelas
microalgas. Na literatura sdo principalmente reportados estudos sobre iluminagéo,
disponibilidade de nutrientes, temperatura e salinidade. A tolerdncia das microalgas a
salinidade e ao stress osmatico tem sido enfatizada por alguns grupos de pesquisa (Fazeli et
al., 2006). A microalga D. tertiolecta pode crescer em concentragdes salinas entre 0,17 e
1,5 M de NaCl (Ollivier et al., 1994). Outros pesquisadores trabalharam com D. tertiolecta
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além desses limites, citando um intervalo de tolerancia em relacdo ao NaCl entre 0,05 e 3,0 M
(Jahnke e White, 2003).

Os efeitos do stress salino no crescimento celular e na resposta de enzimas
antioxidantes da microalga marinha D. tertiolecta foram estudados por Jahnke e White
(2003). Para isso, elas foram cultivadas em sete diferentes concentracdes de NacCl, variando
entre 0,05 a 3,0 M. Os cultivos foram realizados em tubos pyrex (38 x 200 mm) com meio de
cultura Tk e diferentes concentragdes de NaCl. A temperatura, intensidade luminosa e as
condices de aeracéo foram 26 °C, 150 pmol m? s (10,7 kix) e 150 — 200 mL min™ de ar
enriquecido com 2 % COg, respectivamente. O crescimento celular foi maior nos cultivos com
concentracdes de NaCl entre 0,2 e 0,5 M (semelhante ao ambiente marinho). As taxas de
crescimento foram reduzidas em 30 e 55 % nas salinidades extremas 0,05 e 3,0 M NacCl,
respectivamente, indicando culturas estressadas. Os teores de a-tocoferol e glutationa total
duplicaram nas células obtidas a partir de cultivos com baixas concentracdo de NaCl quando
comparados aos cultivos realizados nas condic@es ideais de crescimento das células (0,5 M
NaCl) e com altas concentracdo de NaCl.

Fazeli et al. (2006) também estudaram os efeitos das concentracdes salinas entre 0,05
e 3,0 M de NaCl na cinética de crescimento, carotenoides totais e B-caroteno (all-trans e
9-cis) acumulados pela D. tertiolecta. As células foram cultivadas em frascos Erlenmeyer de
500 mL, contendo 200 mL de cultura. A temperatura e intensidade luminosa foram mantidas
em 25 + 1 °C e 150 pmol m? s (iluminag&o continua), respectivamente. As concentragdes de
NaCl de 0,1 M e 0,5 M favoreceram igualmente o crescimento da microalga. A maior
quantidade de carotenoides (11,73 mg L™) foi obtida nos cultivos com 0,5 M de NaCl,
durante a fase de crescimento estacionario. Os percentuais de fB-caroteno (all-trans e 9-cis)
obtidos na fase exponencial de crescimento foram de 92 % e 32 % nos cultivos com 3,0 M e
0,5 M de NaCl, respectivamente.

Takagi et al. (2006) estudaram o efeito do stress salino no crescimento e no acimulo
de lipidios nas células da microalga D. tertiolecta. Os cultivos foram realizados em frascos de
500 mL com meio de cultura NORO modificado e com concentracgdes iniciais de NaCl de 0,5
e 1,0 M. A temperatura, intensidade luminosa e as condi¢Ges de aeracdo foram 30 °C,
150 pmol m™? s*e 250 mL min™ de ar enriquecido com 3 % CO,, respectivamente. O
aumento da concentracdo inicial de NaCl de 0,5 M (semelhante a concentracdo de NaCl da
agua do mar) para 1,0 M ndo diminuiu a concentragdo de células. Porém testes realizados
anteriormente com concentragdes iniciais de NaCl de 1,5 e 2,0 M inibiram significativamente
o crescimento celular. Embora as culturas com concentragdes iniciais de NaCl de 0,5e 1,0 M
demonstraram crescimento celular e consumo de nitrato semelhantes durante os cultivos, o
conteudo lipidico das células cultivadas com concentracéo inicial de NaCl de 1,0 M foi 7 %
maior do que das células cultivadas com concentracdo inicial de NaCl de 0,5 M.

A fim de continuar a investigacdo sobre o efeito da adi¢do de NaCl no crescimento das
células e no conteudo lipidico, Takagi et al. (2006) também adicionaram porcGes de uma
solugéo concentrada de NaCl (5,0 M) durante os cultivos com concentragéo inicial de NaCl de
1,0 M. Foram adicionados (i) 0,5 ou 1,0 M de NaCl no final da fase logaritmica de
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crescimento das células ou (ii) 0,5 M de NaCl no meio do periodo da fase logaritmica de
crescimento. O aumento da concentracdo inicial de NaCl de 1,0 M para 1,5 e 2,0 M resultou
na diminuicdo da biomassa final de 6-10 % e 17 %, respectivamente. A adicdo de 0,5 ou
1,0 M de NaCl no meio ou no final da fase logaritmica de crescimento celular nos cultivos
com concentracdo inicial de NaCl de 1,0 M aumentou o teor de lipidios em aproximadamente
3 %.

A microalga Dunaliella utiliza mecanismos fisiol6gicos para superar elevadas
salinidades e intensidades luminosas. A sintese de glicerol no citoplasma e o acimulo de B-
caroteno sdo algumas dessas respostas fisiologicas importantes. O stress luminoso é criado
sempre que a luz incidente tem intensidade maior do que a necessaria para a realizacao de
fotossintese. O acimulo de B-caroteno depende da intensidade luminosa que a microalga é
exposta durante o ciclo de divisdo. Além da luz visivel, a radiacdo ultravioleta também pode
afetar a produgao de p-caroteno (Raja et al., 2007).

Janssen et al. (2001) cultivaram a microalga D. tertiolecta utilizando luz continua e
diferentes ciclos com periodos curtos de claro e escuro. Os cultivos foram realizados num
fotobiorreator de placas com volume util de 1000 mL. A temperatura foi mantida em 30 °C.
Uma mistura de ar e CO, (21,5 L h™) foi utilizada para aerac&o e para a manutencéo do pH
entre 7,85 e 8,05. Toda a parte frontal do reator foi iluminada por um painel (largura x altura
= 20 x 30 cm) com 1452 lampadas de LED. A velocidade especifica de crescimento da
microalga D. tertiolecta foi maior com iluminacdo continua de 433 umol m? s e foi igual a
0,077 +£0,0016 h™.

Tang et al. (2011) estudaram a influéncia da fonte e da intensidade de luz, do
fotoperiodo e da concentracdo de CO, no crescimento da microalga D. tertiolecta. Os efeitos
desses parametros ambientais no contetdo lipidico e na composi¢cdo de &cidos graxos da
microalga D. tertiolecta também foram investigados. Os cultivos foram realizados em frascos
de 650 mL com meio de cultura Erdschreiber. Misturas de ar e CO, (60 mL min™) foram
utilizadas para aeracdo. Os frascos foram iluminados com lampadas externas que foram
automaticamente ligadas e desligadas. A temperatura dos reatores foi mantida em 23 °C e 0
pH entre 6,4 e 7,0.

A densidade méxima de células obtida por Tang et al. (2011) foi 1,2 x 107 células/mL
que corresponde a 0,39 g L™ de biomassa seca em nove dias de cultivo. Esse resultado foi
obtido com a maior intensidade de luz (350 HE m™ s) testada e com iluminagcdo permanente.
O aumento da intensidade da luz resultou numa velocidade de crescimento maior e 0 aumento
no periodo de luz também aumentou a produtividade de biomassa. Ndo foram observadas
diferencas significativas no crescimento das celulas utilizando ld&mpadas de LED vermelhas
ou brancas ou lampadas fluorescentes. As velocidades de crescimento foram similares quando
foram utilizadas misturas de ar com 2, 4 e 6 % CO,. Velocidades de crescimento menores que
as anteriores e similares foram obtidas com 1 e 10 % de CO,, sequidas de 0,1 %, 0,03 % e
20 %. As algas cresceram muito lentamente com 100 % de CO; e ndo cresceram sem CO,. As
diferentes fontes e intensidades de luz ndo tiveram efeito significativo na composicdo de
ésteres metilicos de &cidos graxos da D. tertiolecta. O linolenato de metila (C18:3) e
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palmitato de metila (C16:0) foram os principais esteres metilicos de acidos graxos produzidos
a partir do dleo da D. tertiolecta. Os autores concluiram que o 6leo derivado da D. tertiolecta
€ uma matéria-prima adequada para a producao de biocombustiveis.

A falta ou restricdo dos nutrientes limitantes afeta o crescimento das microalgas e
causa modificacGes nas fungdes fisioldgicas das células com o acumulo de determinadas
moléculas para suportar estas condicdes de estresse. Limitacbes de nitrogénio e fdsforo
afetam o sistema fotossintético de D. tertiolecta (Raja et al., 2007).

Chen et al. (2011) investigaram o efeito de alguns nutrientes no crescimento e no
acumulo de lipidios pela microalga D. tertiolecta. Os cultivos foram realizados em frascos de
650 mL, iluminados por lampadas fluorescentes e aerados com uma mistura de ar e 4 % CO,
(60 L min™). A temperatura dos cultivos foi mantida em 23 °C. Para determinar a melhor
fonte de nitrogénio para o crescimento microalga D. tertiolecta, os autores utilizaram o meio
de cultura Erdschreiber modificado com diferentes concentracfes de nitrato (NO3’) e aménio
(NH4"). Esse organismo foi capaz de usar tanto o nitrato quanto aménio como fonte de
nitrogénio. Porém, a maior producdo de biomassa foi obtida utilizando nitrogénio inorganico
na forma de nitrato e ndo na forma de aménio. A maior densidade 6tica, 2,8 (OD 405 nm), foi
atingida nos cultivos com 23 mM de NaNOs, em comparacdo com uma densidade de 1,8 nos
cultivos com 2,3 mM de NaNOs;. No entanto, a adigdo 46 mM de NaNO3; ndo aumentou a
densidade Gtica méxima obtida. O crescimento celular com 1,0 mM de NH4CI foi comparavel
ao crescimento com 2,3 mM de NaNOs;. No entanto, o crescimento com concentragdes
maiores de NH4Cl (10 mM e 50 mM) foi menor do que com 1,0 mM de NH4CI. Estes
resultados indicam que elevadas quantidades de aménio no meio de cultivo inibem o
crescimento celular. O fon fosfato (PO,>) inorganico e os elementos tracos: cobalto (Co?"),
ferro (Fe**), molibdénio (Mo**) e manganés (Mn®") foram identificados como necessérios
para 0 maior crescimento da microalga.

Quanto ao acumulo de lipidios, apds um periodo de cultivo de sete dias, a maior
quantidade de lipidios totais foi obtida a partir de células crescidas com meio padrdo, ndo
submetidas a condicBes de stress devido a falta de nutrientes limitantes ao crescimento.
Porém, uma quantidade substancialmente maior de lipidios totais por unidade de densidade
Otica (OD) foi obtida em trés dias com meio de cultivo deficiente em nitrogénio. Além do
nitrogénio, a deficiéncia, em menor grau de ferro e cobalto, também resultou no acimulo de
lipidios (Chen et al., 2011).

Jiang et al. (2012) também estudaram o efeito da deficiéncia de nitrogénio no
crescimento da D. tertiolecta e no acumulo de lipidios. Inicialmente as microalgas cresceram
em dez litros de meio f/2 repleto de nitrogénio. Quando os cultivos alcancaram a fase
estacionéria de crescimento, as células foram separadas do meio por centrifugacdo e foram
inoculadas na mesma quantidade de meio f/2, porem preparado sem nitrogénio. Apés a
transferéncia, as células continuaram a crescer no meio sem nitrogénio durante cinco dias.
Apos este periodo até o final do cultivo (15° dia) houve uma reducgdo da densidade Otica de
0,4 para 0,1 aproximadamente (OD 750 nm). O teor médio de lipidios obtido a partir das
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células cultivadas no meio f/2 repleto de nitrogénio foi 11,5 %. O teor de lipidios da D.
tertiolecta ndo aumentou significativamente apds a primeira semana no meio sem nitrogénio.

2.9 Sistemas de cultivo

O cultivo de microalgas pode ser feito em sistemas abertos, como lagoas raceway, ou
em sistemas fechados e controlados chamados de fotobiorreatores, com volume variando
desde poucos litros até bilhGes de litros (Mata et al., 2010). A Figura 2.4 mostra a
representacdo grafica de um sistema de cultivo aberto (lagoa raceway) e de dois sistemas
fechados (fotobiorreator tubular e fotobiorreator de placas).

Figura 2.4: Sistemas de cultivo de microalgas: (a) lagoa raceway; (b) fotobiorreator de placas
(c) fotobiorreator tubular inclinado e (d) fotobiorreator horizontal/continuo (Bitog et al.,
2011).

Muitas empresas utilizam sistemas de cultivo abertos pouco sofisticados que estdo
normalmente localizados ao ar livre, sob condigdes naturais de iluminacéo e temperatura, e
com baixo ou nenhum controle destes parametros ambientais. Os tanques utilizados s&o
geralmente rasos, construidos em concreto, fibra de vidro, policarbonato, com fundo de terra
ou revestido com material plastico, sendo que as culturas sdo constantemente agitadas. Logo,
0s custos de instalacdo e operacdo desses sistemas sdo baixos (Pulz et al., 1995; Grobbelaar,
2000). O cultivo em grande escala de monoculturas de algas ainda é limitado a um pequeno
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numero de espécies nesses sistemas de cultivo. O fator limitante é que muitas espécies
necessitam de condigBes controladas e assépticas e, portanto, precisam ser cultivadas em
fotobiorreatores (Janssen et al., 2001).

As empresas que utilizam fotobiorreatores visam alcancar elevadissima produtividade.
Os cultivos sdo realizados em painéis de forma achatada ou em serpentinas, espirais ou
cilindros, construidos com tubos de pléastico, vidro ou policarbonato. Nos fotobiorreatores é
possivel controlar a quantidade dos nutrientes, temperatura, iluminacéo, pH etc. Isto também
viabiliza a producdo de uma série de compostos de elevado valor comercial (Borowitzka,
1999; Eriksen, 2008).

Os fotobiorreatores utilizados para o cultivo de microalgas sdo iluminados natural ou
artificialmente. Sistemas de cultivo de algas com luz natural necessitam de grandes areas
superficiais iluminadas. Normalmente, em escala laboratorial, os fotobiorreatores s&o
iluminados artificialmente com lampadas fluorescentes ou outras (Molina et al., 2001;
Marxen et al., 2005).

Embora o cultivo de microalgas pareca facil, existem muitos desafios: minimizacao de
contaminagOes, fornecimento eficiente de CO, e luz, controle das condigdes de cultivo,
reducdo de capital de investimento e custos de producdo, minimizacdo da necessidade de
espaco, entre outros (Marxen et al., 2005). Por exemplo, embora uma alta intensidade de luz a
pleno sol pareca desejavel, pode levar a fotoinibicdo (Long et al., 1994). Por outro lado, uma
baixa intensidade de luz pode limitar a atividade fotossintética e, portanto, a producdo de
biomassa. O nivel de sensibilidade a luz varia de acordo com a espécie (Chisti, 2008).

A Tabela 2.4 apresenta uma comparacdo entre 0s sistemas abertos e 0s
fotobiorreatores em relagéo a diversas condicfes e parametros de cultivo (Pulz et al., 1995;
Grobbelaar, 2000; Mata et al., 2010).
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Tabela 2.4: Comparacao entre fotobiorreatores e sistemas abertos para a producdo em grande
escala de microalgas (Mata et al., 2010).

Item de comparagéo Sistemas abertos Fotobiorreatores
Controle de contaminacéo Dificil Facil
Risco de contaminacdo Alto Baixo
Esterilidade Nenhum Alcangéavel
Perdas de CO, Depende do pH, Depende do pH,
alcalinidade etc. alcalinidade etc.
Inibigdo por O, Menor que em Maior que em
fotobiorreatores sistemas abertos
Perdas por evaporagéo Alto Baixo
Uso eficiente da luz Pobre Excelente
Controle de temperatura Dificil Alcancéavel
RazAo area/volume Baixo (5-10m™)  Alto (20 - 200 m™)
Concentracdo celular Baixa Alta
Area requerida Alto Baixo
Controle de processo Dificil Facil
Controle de espécies Dificil Facil
Agitacdo Baixa Uniforme
Regime de operacgéo Batelada ou Batelada ou
semi-continuo semi-continuo
Produtividade de biomassa Baixo 3-5vezes
mais produtivo
Tenséo hidrodindmica Muito baixa Baixa - alta
sobre as células
Controle de trasferéncia gasosa Baixo Alto
Custos de investimento Baixo Alto
Custos de operacéo Baixo Alto
Custos de colheita Alto Relativamente baixo
Scale-up Dificil Dificil

Ap0s o cultivo em qualquer dos sistemas apresentados, a biomassa deve ser separada
do meio de cultura. O processo de separacdo envolve uma ou mais etapas sélido/liquido,
como floculacéo, centrifugacdo e filtracdo, por exemplo. Essa etapa € considerada uma etapa
cara e problematica da producdo industrial devido & baixa densidade de células obtida com
culturas de microalgas, que é tipicamente na faixa de 0,3 - 0,5 g de massa seca de células por
litro e, em casos excepcionais, de 5 g de massa seca de células por litro. A filtracdo, que opera
sob pressdo ou vacuo, € o método preferido para a separacdo de microalgas filamentosas
relativamente grandes tais como a Spirulina platensis. Para células pequenas de microalgas,
como Chlorella e Dunaliella, a filtragdo convencional ndo se mostrou adequada (Wang et al.,
2008).
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A seguir, a biomassa precisa ser desidratada. Para tanto, podem ser empregadas
diversas técnicas, como a secagem ao sol, o spray-drying e a liofilizagdo. Para a extracdo dos
compostos, as células das microalgas sdo rompidas, empregando métodos de
homogeneizagdo, ultra-som, choque osmotico, solventes, enzimas etc. As substancias de
interesse sdo entdo recuperadas e, na maioria dos casos, sofrem algum processo de
purificacdo, como ultrafiltragdo, cromatografia ou fracionamento (Molina Grima et al., 1999).

Nos proximos itens serdo abordados os fotobiorreatores tubulares, de placas e airlift
devido a importancia destes sistemas de cultivos fechados.

2.10 Fotobiorreatores tubulares

Os fotobiorreatores tubulares consistem de um conjunto de tubos transparentes retos
(Figura 2.4 (C)) ou em serpentina feitos de plasticos transparentes ou vidro. As algas circulam
dentro dos tubos por bombeamento ou tecnologia airlift. O uso de dispositivo airlift tem
algumas vantagens: permite trocas de CO, e O, entre 0 meio liquido e o gas de aeracéo,
minimiza potenciais danos celulares associados com bombeamento mecanico e a circulagéo é
realizada sem movimentacdo de pecas. Em alguns casos a temperatura dos fotobiorreatores
tubulares é mais bem controlada quando os tubos sdo submersos numa piscina com agua
(Molina Grima et al., 1999; Sanchez Mir6n et al., 1999; Hall et al., 2003).

O diametro do tubo é limitado (normalmente 0,1 m). O aumento no didmetro do tubo
resulta na diminuicdo da razdo superficie/volume e isso tem um forte impacto sobre a cultura.
Com o crescimento das algas em numero, elas comecam a fazer sombra umas as outras e isso
resulta numa reducdo volumétrica de biomassa por unidade de luz incidente (Jiménez et al.,
2003).

Também ha limitacbes para o comprimento dos tubos. Quando os tubos sdo muito
longos pode ocorrer um acimulo de O, produzido pelas algas por fotossintese, possivelmente
maior que a concentracdo existente no ar. As concentragdes de oxigénio acima de 35 mg/L
sdo toxicas para a maioria das algas (Borowitzka, 1999; Eriksen, 2008).

Além disso, nos tubos longos, um gradiente decrescente de CO, pode ser estabelecido
entre a entrada e a saida de gas levando ao esgotamento antes da saida, provocando a morte
das algas devido a falta de CO, (Unica fonte de carbono). Gradientes de fixacdo de carbono
também podem resultar em gradientes de pH. Altos indices de fixacdo de CO, podem resutar
em pH até 11. Por outro lado, uma fixacdo inadequada do CO, pode resultar na acidificacdo
do meio devido a formag&o de acido carbonico (Xu et al., 2009).

Além do didmetro e do comprimento do tubo, a mistura também é problematica neste
tipo de reator (Molina et al., 2000). Pelas razdes acima expostas, os fotobiorreatores tubulares
ndo podem ser ampliados indefinidamente e plantas em grande escala de producdo dependem
de conjuntos de unidades modulares (Eriksen, 2008).
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2.11 Fotobiorreatores de placas

Normalmente, os painés dos fotobiorreatores de placas estdo ao ar livre e séo
iluminados pelo menos em um dos lados pela luz direta do sol. Conforme apresentado na
Figura 2.5, os painéis sdo posicionados na vertical ou inclinados num angulo ideal para maior
exposicdo da cultura a luz do sol (Janssen et al., 2003; Xu et al., 2009).

Leste ~.

Figura 2.5: Representagdo do posicionamento dos painéis de um fotobiorreator de placas ao
ar livre (Xu et al., 2009).

Os fotobiorreatores de placas também podem ser utilizados em ambientes fechados,
com iluminagdo artificial. Cada cultura de microalgas parece ter uma distruibuicdo de
luminosidade ideal no meio de cultivo de forma a evitar a inibicdo do crescimento nas
camadas mais profundas, devido a iluminacdo insuficiente, e a inibi¢do pelo excesso de luz ou
efeito de saturacdo nas camadas mais superficiais. Além disso, deve ser considerada a
concentracdo de biomassa, pois, a medida que esta aumenta, reduz a penetracdo da luz (Xu et
al., 2009).

A utilizacdo dos fotobiorreatores de placas apresenta importantes vantagens, incluido
grande area superficial de iluminagdo, baixo acimulo de oxigénio dissolvido quando
comparado com fotobiorreatores tubulares horizontais, design modular e facil scale-up (Xu et
al., 2009). Elevadas concentracbes de biomassa (> 80 g/L) podem ser conseguidas (Hu et al.,
1998), mas ha algumas limitacbes na utilizacdo destes fotobiorreatores: quantidade
consideravel de algas pode ficar aderida nas paredes e a aeragdo pode causar dano as células.
Além disso, os sistemas ndo sdo passiveis de esterilizacdo e sdo incompativeis com
equipamentos de fermentacdo industrial existentes no mercado. O controle de temperatura
também é uma limitacdo, mas pode ser resolvido com a instalagdo de um trocador de calor
composto por tubos de aco inoxidavel no interior das placas (Pulz et al., 1995; Carballo-
Cardenas et al., 2003; Sierra et al., 2008).
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2.12 Fotobiorreatores airlift

O termo reator airlift (ALR) abrange uma ampla gama de dispositivos pneumaticos de
contato que séo caracterizados pela circulacéo de fluidos segundo um padréo ciclico definido
através de canais construidos especificamente para essa finalidade. Nos ALRs, o conteudo é
pneumaticamente agitado por uma corrente de ar ou por outros gases. Neste segundo caso, 0
nome utilizado é reator gaslift. Além da agitacdo, a corrente de géas tem a importante funcdo
de facilitar o intercambio de materiais entre a fase gasosa e 0 meio, por exemplo a troca de
gases, como CO; e O,. Em alguns casos, produtos de reacdo sdo retirados atraves do
intercdmbio com a fase gas (Merchuk et al., 1998).

As colunas de bolhas (Figura 2.6) também sdo agitadas pneumaticamente, mas a
principal diferenca em relacdo aos ALRs consiste no tipo de fluxo do fluido, o qual depende
da geometria do sistema. A coluna de bolhas é um vaso simples no qual gas é injetado,
normalmente na parte inferior, sendo a mistura promovida pela ascensdo das bolhas. Nos
ALRs, os padrbes de circulagdo dos fluidos séo determinados pelo design do reator. Os
reatores airlift sdo dispositivos que superam significativamente as colunas de bolhas nas
medidas de desempenho como mistura, suspensdo de sélidos e transferéncia de calor
(Kaewpintong et al., 2007; Chisti, 2008). A representacdo de um reator airlift de tubos
concéntricos é apresentada na Figura 2.7.
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Figura 2.6: Diagramas esquematicos de (a) biorreator airlift e (b) coluna de bolhas
(Kaewpintong et al., 2007).
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Figura 2.7: Representagdo de um reator airlift de tubos concéntricos com as segdes riser e
downcomer indicadas (Gouveia et al., 2003).

Como se observa na Figura 2.7, o reator airlift ttm secdes distintas com diferentes
caracteristicas de fluxo:

riser - trata-se de um canal de fluxo de gés e liquido ascendente. O gas normalmente é
injetado perto da parte inferior no riser;

downcomer - trata-se de outro canal, paralelo ao riser. Os dois canais séo ligados na parte
inferior (base) e superior (gas separator) para formar um circuito fechado. O fluxo de gas e

liquido é descendente;

gas holdup - esta secdo no topo do reator conecta o riser e o downcomer. A fracdo de gas
desprendida no topo é determinada pelo design desta secdo e pelas condi¢es de operagdo. A
fracdo de gas ndo desprendida no topo, mas retida pelo liquido, descende pelo downcomer.

As transferéncias de momento, massa e calor sdo diferentes em cada se¢do. Alem
disso, o design de cada sec¢do pode influenciar no desempenho global do reator, visto que as
secOes sdo interconectadas (Merchuk et al., 1998).

Na Figura 2.8 € apresentado um fotobiorreator airlift com fluxo de gas e liquido
ascendente na parte central do fotobiorreator e com iluminacdo em uma das faces para o
cultivo de microalgas.
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Figura 2.8: Representagédo de um fotobiorreator airlift utilizado para o cultivo de microalgas
(Xu et al., 2009).

Ao contrério do que acontece nas colunas de bolhas, nos ALRs a contribuigdo direta
da injecdo do gas na dinamica do sistema é pequena. A circulacdo de liquido e géas é facilitada
pela diferenca de gas holdup entre o riser e o downcomer, 0 que gera uma diferenca de
pressdo na parte inferior do equipamento, expressa pela equacéo (2.1):

APy = pr.g.(¢r — pa), (2.1)

onde APy é a diferenca de pressdo, p. é a densidade do liquido (a densidade do gas é
considerada negligenciavel), g € a constante gravitacional, e ¢, e ¢q S0 as fracGes de gas
holdup do riser e do downcomer, respectivamente. A diferenca de pressdo do fluido na parte
inferior do downcomer em relacdo ao riser promove a circulacdo do fluido no ALR. ¢, e ¢4
sdo valores médios integrados ao longo da altura do reator. Ndo ha pontos isolados de
dissipacdo de energia e a distribuicdo das forcas de cisalhamento é homogénea em todo o
reator. H4, portanto, um ambiente relativamente homogéneo, com minimizagéo das mudancas
bruscas nas forcas mecanicas atuando nas particulas em suspensdo. Porém as forgas de
cisalhamento ndo podem ser completamente evitadas, pois uma mistura eficiente é necessaria.
Um dos pontos mais criticos é na base, onde ha uma curva acentuada de 180 ° (Gavrilescu e
Tudose, 1998; Merchuk et al., 1998).



34 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Estudos demostraram que o crescimento de algas € maior em fotobiorreatores airlift
do que em fotobiorreatores tipo coluna de bolhas. A uma baixa taxa de aera¢do (1 L/min),
culturas de Undaria pinnatifida e Porphyridium sp. cresceram de 30 a 50 % mais do que
quando cultivadas em colunas de bolhas. Ao contrario da coluna de bolhas, no sistema airlift
o fluxo de células é mais aleatorio e, portanto, homogéneo, movendo as células entre as zonas
escura e clara. Na coluna de bolhas as células podem ser expostas a alta ou baixa intensidade
de luz por longo tempo, sem circulacdo. Além disso, pode ocorrer sedimentacdo de células, o
que ndo ocorre nos fotobiorreatores airlift, pois as células sdo mantidas mais uniformemente
suspensas no meio (Merchuk et al., 1998; Kaewpintong et al., 2007).

O desempenho dos ALRs para o crescimento de microrganismos é considerado
superior ao dos tradicionais fermentadores de tanque agitado, apesar dos fermentadores
convencionais fornecerem 0s requisitos basicos para o crescimento de microrganismos:
interface entre gas e meio de cultura para fornecimento de oxigénio e remoc¢do dos gases
residuais; agitacdo para garantir uma distribuicdo adequada dos nutrientes e para minimizar
danos resultantes da adicdo de &cido ou base concentrados (para o controle de pH);
transferéncia de calor (controle de temperatura); e um ambiente livre de contaminacéo.
Portanto, a razdo para crescimentos mais bem sucedidos observados em ALRs parece estar
nas diferencas relacionadas a dindmica de fluidos entre ALRs e os fermentadores mais
convencionais. Em tanques agitados convencionais e colunas de bolhas, a energia necessaria
para a movimentacdo do fluido é introduzida localmente, num Unico ponto no reator, via pas
agitadoras ou dispersores de ar, respectivamente. Consequentemente, a dissipacdo de energia
é muito alta perto do agitador e diminui a medida que se aproxima das paredes do reator.
Similarmente, as forcas de cisalhamento serdo maiores perto do agitador, uma vez que a
transferéncia de momento ocorre diretamente para o fluido naquela regido, que, por sua vez,
transfere esta energia para elementos mais distantes do fluido. Isto resulta numa grande
variacao de forcas de cisalhamento (Gavrilescu e Tudose, 1998; Merchuk et al., 1998; Molina
et al., 2000; Gouveia et al., 2003; Kaewpintong et al., 2007).

Portanto, nos vasos mecanicamente agitados, as células no meio de cultura podem ser
expostas a ambientes bastante diferentes. Diferentes forcas de cisalhamento podem gerar
gradientes potencialmente indesejaveis de temperatura, concentracdes metabolicas e
eletroliticas. Em zonas altamente turbulentas, ndo ha problemas de transferéncia de massa e
calor, mas gradientes muito altos de cisalhamento podem causar o rompimento das células,
especialmente as filamentosas, ou exercer alguma influéncia na morfologia e metabolismo das
celulas (Merchuk et al., 1998; Loubiere et al., 2009).

Além de ndo ter partes mdveis (por exemplo: eixo agitador, vedagdes e rolamentos), o
que também favorece a assepsia, 0s fotobiorreatores airlift possuem outras vantagens para o
cultivo de microalgas: tém baixo consumo de energia, alta taxa de transferéncia de massa, boa
suspensdo de sélidos, mistura rapida e menor necessidade de espaco para instalacdo devido
orientacdo vertical. Porém o scale-up desses fotobiorreatores pode ser um problema, pois a
penetracdo de luz no reator diminui exponencialmente com a distancia da fonte de luz
(Bosma et al., 2007).



2.13 MODELAGEM MATEMATICA DO BIOPROCESSO 35

As vantagens descritas a cima contrabalangam outra desvantagem obvia dos ALRs, a
necessidade de um volume minimo de liquido para adequada operagdo. De fato, as variagdes
de volume de liquido nestes reatores sdo limitadas pela regido do gas separator, uma vez que
a altura do liquido deve ser sempre suficiente para permitir a recirculacéo do liquido no reator
(Merchuk et al., 1998; Gouveia et al., 2003; Loubiere et al., 2009).

2.13 Modelagem matematica do bioprocesso

O crescimento de uma populacdo microalgal € resultado de interacdes complexas entre
fatores bioldgicos relacionados as proprias taxas metabolicas da espécie cultivada, bem como
fatores fisicos-quimicos relacionados as condi¢des de cultivo. A modelagem matematica do
crescimento de microalgas e sintese de bioprodutos € um método eficaz para estudar os
efeitos de parametros como salinidade, temperatura, iluminacdo e consumo de nitrogénio a
fim de controlar e otimizar a producdo comercial dessas culturas em fotobiorreatores (Yuan et
al., 2014).

O nitrogénio € um dos principais nutrientes limitantes ao crescimento do fitoplancton,
pois desempenha papel importante no metabolismo celular, estando presente em muitos
processos bioquimicos. Ele é usado principalmente para construir proteinas, aminoacidos e
acidos nucleicos nas células (Bougaran et al., 2010). Os modelos cinéticos mais amplamente
empregados para reproduzir o crescimento de microalgas com limitacdo do crescimento
celular pelo substrato s&o os modelos de Monod (1949) e Droop (1968).

O modelo de Monod (1949) assume que o nutriente consumido € instantaneamente
transformado em biomassa. Esta suposicdo é expressa pela proporcionalidade linear entre a
velocidade de crescimento () e a velocidade de absorcdo de nutriente (p). O modelo Droop
(1968) separa a velocidade de crescimento da concentragdo externa de nutriente através da
introdugdo de uma reserva intracelular de nutriente. A velocidade de crescimento () passa a
depender hipoteticamente de uma quantidade (g) chamada de quota intracelular, ou seja, uma
guantidade média de nutriente armazenado em cada célula (Vatcheva et al., 2006).

O modelo de Droop (1968) é amplamente utilizado para microalgas, pois reproduz a
capacidade de absorcdo de nutriente, ndo relacionando diretamente o crescimento com a
concentracdo de substrato no meio (Bougaran et al., 2010). O modelo cinético de Monod
(1949) é comumente utilizado para descrever a velocidade de crescimento celular em muitos
processos. Porém, este modelo é simples, levando em consideragdo somente o efeito da
limitacdo pelo substrato. A fim de reproduzir adequadamente o comportamento de cada
processo, 0 modelo de Monod (1949) normalmente € modificado. A limitagdo do crescimento
celular pela quantidade de biomassa ¢ uma ampliacdo normalmente realizada no modelo
original de Monod (1949), pois essa situacdo é muito comum na préatica, especialmente em
processos regidos por regime batelada (Vatcheva et al., 2006).
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O modelo de Luedeking e Piret (1959) é utilizado para reproduzir a cinética de
formacdo de produtos relacionada com o crescimento celular. Este modelo permite avaliar se
a formacdo de produto estd associada ao crescimento ou ndo atraves de parametros que
normalmente sdo funcdes das concentragdes de produto e substrato. No caso da formagéo de
produto associada ao crescimento, tal como o crescimento celular progride, a formacdo de
produto acontece. A maxima formacdo de produto ocorre quando o crescimento celular
maximo € alcancado, isto &, no final da fase exponencial de crescimento celular ou
imediatamente antes da fase estacionaria. No caso da formacdo de produto ndo associada ao
crescimento celular, a concentracdo de produto € independente do padrdo de crescimento das
células.
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado neste estudo foi a microalga unicelular Dunaliella
tertiolecta BE 003, cedida pelo professor Sérgio Lourenco do Laboratdrio de Fisiologia e
Cultivo de Algas do Departamento de Biologia Marinha da Universidade Federal Fluminense
(Rio de Janeiro / Brasil). As microalgas estavam em pipetas Paster de plastico lacradas no
volume de 3 mL. As células foram inoculadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo
50 mL de meio de cultura f/2 (Guillard, 1975) estéril. Elas foram mantidas em incubadora
com agitacdo orbital (Figura 3.1) com temperatura controlada de 28 °C e iluminacgdo
permanente através de lampada eletrénica de 30 watts, correspondente a uma intensidade
luminosa de aproximadamente 5,8 klx, durante dez dias.

Figura 3.1: Incubadora com agitacéo orbital utilizada para o preparo dos indculos.
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Posteriormente, 10 mL desses cultivos foram inoculados em 100 mL de meio /2
(Guillard, 1975) estéril em frascos Erlenmeyer de 250 mL e transferidos para uma camera de
germinacdo com temperatura controlada (20 °C) com fotoperiodo de 12 horas fornecido por
lampada eletronica de 30 watts, correspondente a uma intensidade luminosa de
aproximadamente 5,8 kix.

Desde entdo, os cultivos estdo sendo mantidos no banco de algas no Laboratério 117
do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da UFRGS. A cada quatro
semanas, os cultivos sdo renovados, ou seja, 10 mL do dltimo cultivo sdo transferidos para
100 mL de meio estéril em frascos Erlenmeyer de 250 mL, tornando-se, respectivamente,
cultura mae e cultura filha. As microalgas permanecem no banco por trés geracdes, que
corresponde ao tempo no qual permanecem como células ativas.

3.2 Meio de cultura

Nos experimentos foi empregado o meio de cultura f/2 acrescido de NaCl. Nas
Tabelas 3.1, 3.2 e 3.3 é apresentada a composic¢do do meio /2.

Tabela 3.1: Meio de cultura f/2 (Guillard, 1975).

Componente Composicéo
Sal marinho (Red Sea) 34gLt
NaNOs 75mg L™
NaH,PO,.H,0 5mg L™
Na,Si03.9H,0 30mg L™*
Solucdo de metais traco 1mLL?
Solucdo de vitaminas 1mLL?

Solucdo tampéo de pH ImLL?
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Tabela 3.2: Solucdo de metais traco.

Componente Composicao (mg L™)
CuS0,.5H,0 9,8
ZnS0,4.7H,0 22
CoCl,.6H,0 10
MnCl,.4H,0 180
Na;Mo00,.4H,0 6,3
Na;EDTA 4,36
FeCl3.6H,0 3,15

Tabela 3.3: Solucdo de vitaminas.

Componente Composicdo (mg L™)
Tiamina 100
Cianocobalamina 0,5
Biotina 0,5

As solucBes-estoque anteriormente feitas (Lourengo, 2006) foram utilizadas para
preparar 0 meio de cultivo. Este foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos. A
solucdo de vitaminas foi esterilizada por microfiltracdo e adicionada ap6s o resfriamento do
cultivo. A solucdo tampdo de pH foi preparada utilizando-se 50 g de Tris (2-amino-2-
[hidroximetil]-1-3propanediol) e aproximadamente 30 mL de é&cido cloridrico para um
volume total de solucdo de 200 mL. O pH da solucéo ficou entre 7,1 e 7,3.

3.3 Experimentos em fotobiorreator

A fim de obter um volume de 200 mL de cultura com concentracéo inicial de células
de aproximadamente 0,25 g L™ para inocular os fotobiorreatores, uma aliquota de 10 mL de
microalgas da cultura mée do banco de cultivo foi inoculada em 100 mL de meio de cultivo
estéril em frascos Erlenmeyer de 500 mL. Estes frascos foram colocados em incubadora com
agitacdo orbital com temperatura controlada de 28 + 1 °C e iluminagdo permanente através de
lampada eletrdnica de 30 watts, correspondente a uma intensidade luminosa de
aproximadamente 5,8 KkIx. Apos seis dias, mais 100 mL de meio de cultivo estéril foi
adicionado a cada frasco Erlenmeyer. Estes permaneceram na incubadora com agitacdo
orbital por mais quatro dias. Apds este periodo, os pré-indculos foram considerados prontos
para serem utilizados nos fotobiorreatores.
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Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores de placa do tipo airlift,

confeccionados em acrilico, com volume atil de 2,2 L e com camisa interna de
aquecimento/resfriamento conectada a banhos térmicos por mangueiras (Figuras 3.2 e 3.3).

tampa para
retirada de
amostras

entrada de 1—/7
no reator

saida deé:a—\n

da camisa

camisa de
aquecimento/
resfriamento

entrada de

aguana \/
camisa

base de fixagdo
do reator

corte seccional

Figura 3.2: Desenho 3D do fotobiorreator de 2,2 L (Kochem et al., 2014).

Figura 3.3: Fotobiorreator de 2,2 L.
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Para realizar a limpeza/assepsia dos reatores, 0s mesmos foram totalmente
preenchidos com &gua destilada e 10 mL de solucdo comercial de hipoclorito de sodio
(2,5 %). Apo6s 15 minutos, foram adicionados 2,5 mL de solucdo de tiossulfato de sodio
250 g L™ para a completa neutralizagdo do cloro. Apds 2 horas esta solugéo foi descartada e
os reatores foram preenchidos com 2,0 L de meio de cultura estéril. Os fotobiorreatores foram
distribuidos em duas prateleiras (Figura 3.4).

Membranas de
0,22 pm para
filtracdo do ar

Figura 3.4: Prateleira com oito cultivos realizados em série.

Os cultivos nos fotobiorreatores foram realizados com diferentes concentragdes
salinas, temperaturas, fontes e concentragdes de nitrogénio, conforme descrito a seguir.

3.3.1 Cultivos com diferentes concentragées salinas e temperaturas

Os pré-inoculos foram inoculados nos fotobiorreatores estéreis contendo 2 litros de
meio f/2 estéril acrescido de NaCl (0,430 M, 0,513 M, 0,715 M, 0,917 M e 1,0 M) conforme
delineamento experimental. Os fotobiorreatores foram iluminados continuamente na face do
riser a 18,0 kIx por um painel de lampadas eletrénicas (24 x 13 W, luz branca, Tashibra). A
temperatura foi mantida constante (21, 23, 28, 33 e 35 °C) através da passagem de agua de
banhos termostaticos pelo trocador de calor de cada fotobiorreator. Os cultivos foram
realizados em triplicata de acordo com o delineamento composto central rotacional (DCCR)
apresentado na Tabela 3.4. Os valores de temperatura e salinidade foram escolhidos a partir
de testes preliminares realizados com a finalidade de verificar o crescimento das microalgas
através de medidas de densidade Otica. Estes testes foram realizados em frasco Erlenmeyer da
mesma forma como foram obtidos os pré-indculos.
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Tabela 3.4: Planejamento experimental da realizacéo dos cultivos.

NUmero do Temperatura Salinidade Temperatura Salinidade

experimento (°C) (M NaCl) (°C) (M NaCl)
(Valores reais) (Valores codificados)
1 21 0,715 1,4 0
2 23 0,513 -1,0 -1,0
3 23 0,917 -1,0 +1,0
4 28 0,430 0 14
5 28 0,715 0 0
6 28 1,0 0 +1.4
7 33 0,513 +1,0 1,0
8 33 0,917 +1,0 +1.0
9 35 0,715 +1,4 0

A aeracdo foi realizada com vazdo 0,5 L min™ de ar comprimido filtrado com
membrana de 0,22 um Midisart®2000 da Sartorius Stedim Biotech utilizando-se duas pedras
porosas conectadas em mangueiras inseridas pelo topo dos reatores até o fundo dos mesmos.
As vaz0es de ar foram controladas utilizando-se rotametros (Dwyer).

A temperatura dos cultivos foi monitorada com termémetros de mercdrio e a
intensidade luminosa com auxilio de um luximetro digital MS6610 da Akso. O pH foi medido
através de fita indicadora de pH Alkalit® da marca Merck, que mede na faixa de 7,5 a 14. O
crescimento das microalgas foi acompanhado através de medidas de densidade 6tica a 570 nm
(Lourencgo, 2006) com espectrofotdmetro Amersham Biosciences modelo Ultrospec 3100 Pro
e relacionadas com biomassa (X) por medida de peso-seco. As medidas de temperatura,
intensidade luminosa, pH e densidade ética foram realizadas trés vezes ao dia com intervalos
aproximados de oito horas.

Para obter a curva de peso-seco realizou-se 0 mesmo procedimento descrito no inicio
deste capitulo para obtencdo de células para inocular os fotobiorreatores. O conteudo de trés
Erlenmeyers foi reunido num unico frasco e medidas de densidade otica a 570 nm (Lourenco,
2006) dessa cultura e de suas dilui¢cbes foram realizadas em espectrofotdmetro. A fim de
determinar a massa de células da cultura inicial em triplicata, foram utilizados trés tubos
falcons previamente limpos, secos e pesados. Em cada um dos tubos falcons foram
adicionados 12 mL da cultura sem diluigdo. Estes foram centrifugados por aproximadamente
15 minutos em centrifuga de mesa da marca Fanen modelo 204-NR. O sobrenadante foi
descartado. Posteriormente, foram adicionados mais 12 mL da mesma cultura em cada um dos
tubos falcons. Os mesmos foram centrifugados e o sobrenadante foi descartado. Esse
procedimento foi repetido doze vezes até completar um total de 144 mL de cultura
centrifugados, a fim de obter uma massa de células suficientemente grande para minimizar
erros de pesagem. Entdo, os tubos falcons com as células foram colocados em estufa a 75 °C.
Os tubos foram pesados diariamente até atingirem massa constante. Uma massa média
resultante das massas obtidas nos trés tubos falcons foi relacionada com a medida de



3.3 EXPERIMENTOS EM FOTOBIORREATOR 51

densidade oOtica da cultura inicial, sem diluicdo. A partir desta relacdo, das medidas de
densidade dtica e das diluicdes conhecidas realizadas obteve-se o gréfico apresentado na
Figura 3.5. A partir deste grafico obteve-se a Equacdo 3.1 que relaciona as medidas de
densidade dtica a 570 nm com a biomassa.

X (g L") =0,5773 x ODs7g (3.1)
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Figura 3.5: Relacdo entre biomassa (g L™) e densidade 6tica (570 nm).

A duracdo média dos cultivos foi de quatro dias, tempo necessario para atingir a fase
de estabilizacdo ou de inicio de declinio das culturas. Posteriormente, as células de cada
fotobiorreator foram separadas do meio salino por centrifugacdo. A remocdo completa de
agua do material centrifugado de cada tratamento foi obtida através do processo de
liofilizacdo.

Amostras do material liofilizado obtido em cada experimento foram utilizadas para
determinacéo do teor de lipidios totais em extrator Soxhlet e para a realizagdo de anélises de
carotenoides em CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).

3.3.2 Cultivos com diferentes intensidades de luz

Os pré-indculos foram inoculados nos fotobiorreatores estéreis contendo dois litros de
meio f/2 estéril, como descrito no item 3.2, porém com 16,5 g L™ de cloreto de sédio. Os
fotobiorreatores foram continuamente iluminados na secdo riser com diferentes intensidades
de luz (2,5; 10; 17,5 ou 24 KkIx) por painéis com diferentes quantidades de lampadas
eletrnicas (13 W, luz branca, Tashibra) a fim de obter a intensidade de luz desejada em cada
fotobiorreator. Os experimentos foram realizados em duplicata, ou seja, foram realizados oito
cultivos simultaneamente, dois com cada intensidade luminosa.
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Em todos os experimentos, a temperatura foi mantida constante em 28 °C através da
passagem de &gua de banhos termostaticos pelo trocador de calor de cada fotobiorreator. A
aeracdo foi realizada com vazdo 0,5 L min™ de ar comprimido filtrado. Durante os cultivos, 0s
controles de intensidade luminosa, temperatura, pH e medidas de densidade Otica a 750 nm
foram realizados trés vezes ao dia com intervalos aproximados de oito horas. Além disso,
nestes mesmos intervalos, foram retirados duas aliquotas de 2 mL de cada fotobiorreator, uma
para a realizacdo de medidas da densidade Otica dos cultivos e outra para andlise de
carotenoides produzidos pelas células. Essa aliquota foi centrifugada (16000 x g) durante
cinco minutos, o precipitado foi congelado (-18 °C) para posterior analise de pigmentos,
enquanto o sobrenadante foi descartado.

O crescimento das microalgas foi acompanhado através de medidas de densidade ética
a 750 nm com espectrofotdmetro Amersham Biosciences modelo Ultrospec 3100 Pro e
relacionadas com biomassa (X) por medida de peso-seco. Para obter a curva de peso-seco
realizou-se 0 mesmo procedimento descrito no capitulo 3.3.1, porém as medidas de densidade
Gtica foram realizadas a 750 nm. A partir do gréfico apresentado na Figura 3.6 e da Equacéo
3.2, as medidas de densidade Otica a 750 nm podem ser relacionadas com a biomassa.

X (g L™) =0,6384 x OD7s9 (3.2)
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Figura 3.6: Relacio entre biomassa (g L™) e densidade 6tica (750 nm).

A duracdo média dos cultivos foi de 92 horas, tempo necessario para atingir a fase de
estabilizagdo ou de inicio de declinio das culturas. As células de cada fotobiorreator foram
separadas do meio por centrifugacdo e posterior liofilizacdo. Amostras do material liofilizado
obtido em cada experimento foram utilizadas para determinacdo do teor de lipidios totais em
extrator Soxhlet.
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3.3.3 Cultivos com diferentes fontes de nitrogénio

A fim de avaliar o crescimento das microalgas com diferentes fontes de nitrogénio,
pré-indculos foram inoculados nos fotobiorreatores estéreis contendo dois litros de meio /2
estéril, como descrito no capitulo 3.2, porém com diferentes sais contendo nitrogénio
(0,050 M NaNO3, 0,025 M NH;NOs5 ou 0,050 M KNOs) e 16,5 g L™ de cloreto de sédio. Em
todos os cultivos, a aeracdo foi realizada com vazdo 0,5 L min™ de ar enriquecido com 1 a
2 % de CO; (White Martins), a fim de manter o pH da cultura entre 7,5 e 8,5 durante todo o
cultivo. A temperatura foi mantida constante em 28 °C e os fotobiorreatores foram
continuamente iluminados na segéo riser a 17,5 kIx. Os experimentos foram realizados em
duplicata, ou seja, foram realizados seis cultivos simultaneamente, dois com cada sal
contendo nitrogénio.

Durante os cultivos, o crescimento das microalgas foi acompanhado através de
medidas de densidade o6tica a 750 nm. As medidas de temperatura, intensidade luminosa, pH e
densidade 6tica foram realizadas duas vezes ao dia com intervalos aproximados de doze
horas. A duragcdo média dos cultivos foi de 220 horas, tempo necessario para atingir a fase de
estabilizacdo ou de inicio de declinio das culturas. A duracdo desses cultivos foi maior em
relacdo aos anteriores devido a suplementacdo do meio de cultura com nitrogénio, como sera
discutido posteriormente.

3.3.4 Cultivos com diferentes concentragées de nitrogénio

Uma vez escolhido o nitrato de sodio como fonte de nitrogénio, procedeu-se a
avaliacdo de diferentes concentragdes deste sal para o crescimento das microalgas. Para isto,
pré-indculos foram inoculados nos fotobiorreatores estéreis contendo dois litros de meio /2
estéril, como descrito no capitulo 3.2, porém com diferentes concentrac@es de nitrato de sodio
(75, 300, 600 ou 900 mg L™) e 16,5 g L™ de cloreto de sédio. Os experimentos foram
realizados em duplicata, ou seja, foram realizados oito cultivos simultaneamente, dois com
cada concentracdo de nitrato de sodio. As demais condicdes de cultivo foram idénticas as
utilizadas na escolha do sal contendo nitrogénio (28 °C e 17,5 klx).

A verificacdo da temperatura, intensidade luminosa e pH foi realizada duas vezes ao
dia com intervalos aproximados de doze horas. Além disso, nestes mesmos intervalos, foram
retiradas duas aliquotas de 2 mL de cada fotobiorreator, uma para a realizagdo de medidas da
densidade ¢tica (750 nm) dos cultivos e outra para analise de nitrogénio do meio de cultura e
de carotenoides produzidos pelas células. Essa aliquota foi centrifugada a 16000 x g durante
5 minutos. O sobrenadante (meio de cultura) foi removido com auxilio de uma pipeta Pasteur
e congelado (-18 °C) para posterior analise de nitrogénio do meio de cultura. O precipitado
(pellet) tambem foi congelado separadamente para posterior analise de carotenoides totais.

A duragdo média dos cultivos com diferentes concentragdes de nitrato de sodio foi de
190 horas, tempo necessario para atingir a fase de estabilizacdo ou de inicio de declinio das
culturas. Finalizados os cultivos, as células de cada fotobiorreator foram separadas do meio de
cultura por centrifugacdo e posterior liofilizagdo. Amostras do material liofilizado obtido em
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cada experimento foram utilizadas para determinacdo do teor de lipidios totais em extrator
Soxhlet.

3.3.5 Cultivos submetidos a condi¢ées de estresse

Oito cultivos foram realizados a fim de avaliar o estresse salino e luminoso na
microalga D. tertiolecta. Os pré-inoculos foram inoculados nos fotobiorreatores estéreis
contendo dois litros de meio f/2 estéril, como descrito no capitulo 3.2, porém com 16,5 g L™
de cloreto de sédio e 300 mg L™ de nitrato de sédio. Em todos os cultivos, a aeracéo foi
realizada com vaz&o 0,5 L min™ de ar enriquecido com 1 a 2 % de CO, (White Martins), a fim
de manter o pH da cultura entre 7,5 e 8,5 durante todo o cultivo. A temperatura foi mantida
constante em 28 °C e os fotobiorreatores foram continuamente iluminados na secéo riser a
17,5 kIx. Nos cultivos submetidos ao estresse salino, uma solucdo concentrada de NaCl
(5,0 M) foi adicionada no final da fase log, ap6s 140 horas de cultivo. Nesse mesmo tempo
(140 h), também foi aumentada a intensidade luminosa na se¢éo riser nos cultivos submetidos
ao estresse luminoso.

Entdo, apds 140 horas, dois cultivos continuaram sendo realizados nas mesmas
condicdes, sem adicdo de NaCl e aumento da intensidade de luz (0,715 M NaCl e 17,5 klix).
Ap6s 0 mesmo intervalo de tempo, outros dois cultivos foram submetidos apenas ao estresse
salino (1,215 M NaCl e 17,5 kiIx), mais dois cultivos foram submetidos apenas ao estresse
luminoso (0,715 M NaCl e 30 klx) e dois cultivos foram submetidos ao estresse salino e
luminoso (1,215 M NaCl e 30 kix). Os experimentos foram realizados simultaneamente e em
duplicata.

A verificacdo da temperatura, intensidade luminosa e pH foi realizada duas vezes ao
dia com intervalos aproximados de doze horas. Além disso, nestes mesmos intervalos, foram
retiradas duas aliquotas de 2 mL de cada fotobiorreator, uma para a realizacdo de medidas da
densidade ética (750 nm) dos cultivos e outra para analise de nitrogénio do meio de cultura e
de carotenoides produzidos pelas células. Essa aliquota foi centrifugada a 16000 x g durante
5 minutos. O sobrenadante (meio de cultura) foi removido com auxilio de uma pipeta Pasteur
e congelado (-18 °C) para posterior analise de nitrogénio do meio de cultura. O precipitado
(pellet) tambem foi congelado separadamente para posterior analise de carotenoides totais.

A duracdo media desses cultivos foi de 210 horas, tempo necessario para atingir o
inicio de declinio das culturas. Finalizados os cultivos, as células de cada fotobiorreator foram
separadas do meio de cultura por centrifugacao e posterior liofilizacdo. Amostras do material
liofilizado obtido em cada experimento foram utilizadas para determinagéo do teor de lipidios
totais em extrator Soxhlet.
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3.4 Métodos analiticos

3.4.1 Analise de carotenoides por CLAE

A fim de analisar os carotenoides via CLAE (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia), foram pesados em torno de 0,0500 g de microalgas liofilizadas com auxilio de
balanca analitica. Apds o descongelamento da amostra, foram adicionados 1 mL de alcool
metilico, 1 mL de alcool etilico e 2 mL de éter de petréleo. A mistura foi homogeneizada em
vortex e colocada em banho com ultra-som por 10 minutos para a completa extracdo dos
pigmentos.

O material foi centrifugado por 15 minutos a 2000 x g e 4 °C. O sobrenadante foi
transferido para um vidro ambar com auxilio de uma pipeta Pasteur. Todo este procedimento,
desde a adicdo dos solventes, foi repetido até que ndo se verificasse a presencga de pigmentos
no material solido, marcada pela coloracdo completamente branca do mesmo.

A saponificacdo do extrato foi realizada adicionando-se um volume igual (1:1) de uma
solucdo de NaOH 10 % em alcool metilico. Os frascos ambar foram cobertos com papel
aluminio e guardados por 12 horas em local escuro para a completa reacdo de saponificagao.

Posteriormente, a mistura saponificada foi transferida para funis de separacdo de
500 mL. Foram adicionados agua destilada até completar um terco do volume do funil, 50 mL
de éter de petroleo, 50 mL de éter etilico e, novamente, agua destilada até completar o volume
total do funil de separacdo. Aguardou-se a separacdo das fases organica e aquosa, sendo esta
Gltima descartada (Figura 3.7). Adicionou-se novamente agua destilada ao funil de separacéo.
Apos separacdo das fases, descartou-se a fase aquosa. Este procedimento foi realizado até o
pH da fase aquosa atingir valor 7 (neutro), medido por papel indicador.

Figura 3.7: Extracdo dos carotenoides existentes nas microalgas com solventes organicos.

A fase organica foi transferida para um Erlenmeyer de 250 mL e uma pequena
quantidade de sulfato de sodio anidro foi adicionada a fim de remover qualquer residuo da
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fase aquosa. Entdo, a fase organica livre de umidade e sem sulfato de sodio foi transferida
para balBes de vidro para evaporacao dos solventes a vacuo em rota-vapor a 35 °C.

Finalmente, os pigmentos foram transferidos para frasco &mbar através de dilui¢do na
menor quantidade possivel de éter etilico. Os pigmentos foram secos com baixa vazéo de gas
nitrogénio no interior do frasco &mbar. Estes frascos foram guardados em freezer a - 18 °C.

Imediatamente antes da injecdo da amostra no CLAE, os pigmentos foram dissolvidos
em 0,5 mL de éter etilico e colocados em um banho de ultrassom por cinco minutos. A
amostra foi transferida para uma seringa e filtrada com uma membrana de 0,45 pm para
solventes organicos (Millipore Industria e Comércio Ltda.) diretamente para o tubo de injecédo
do CLAE.

O sistema utilizado para as analises das amostras foi Agilent 1100 Series HPLC
equipado com bomba quaternéria para os solventes (Waters 2695 series) e detec¢do por
UV/Vis (Waters 2487 Dual series I). Para a analise dos carotenoides foi utilizada uma coluna
de fase reversa C30 YCM. Como fase movel foi utilizado um gradiente constituido de
agua/metanol/éter metil-terc-butilico (MTBE) conforme descrito na Tabela 3.5 (Zanatta e
Mercadante, 2007).

Tabela 3.5: Gradiente da fase movel utilizado para as analises no CLAE.

Tempo (min)  Agua (%) Metanol (%) MTBE (%)

0 5 90 5
12 0 95 5
25 0 89 11
40 0 75 25
60 0 50 50

Em estudos realizados previamente no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
(ICTA) da UFRGS foram identificados os tempos de retencdo dos carotenoides: luteina
(aproximadamente 18 minutos), zeaxantina (aproximadamente 21 minutos) e [-caroteno
(aproximadamente 42 minutos), notadamente presentes na microalga Dunaliella tertiolecta e
marcados por picos bem definidos nos cromatogramas obtidos. Foram geradas curvas de
calibracdo a partir de padrdes comerciais destes carotenoides, obtendo-se os coeficientes das
retas utilizados para a determinagdo das concentragdes desses pigmentos nas amostras
analisadas a partir das areas desses picos obtidas nos cromatogramas.

3.4.2 Determinagdo de carotenoides totais

Em tubos de ensaio, dois mililitros (2,0 mL) de acetona (solvente puro, Synth) foram
adicionados ao precipitado de microalgas (descongelado). A mistura foi homogeneizada em
vortex até a completa extracdo dos pigmentos. Os tubos de ensaio foram cobertos com papel
aluminio e colocados no refrigerador (-4 °C) por 12 horas. Posteriormente, o material foi
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centrifugado (16000 x g) durante cinco minutos. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, o
extrato (sobrenadante) foi transferido para uma cubeta de vidro. Foram medidas as
absorbancias (OD) nos comprimentos de onda 661,6, 644,8 e 470 nm. Medidas de turbidez
foram realizadas em 750 e 520 nm (Lichtenthaler e Buschmann, 2001b). O caminho 6tico do
espectrofotobmetro utilizado foi 1 cm. As concentracdes de clorofilas (Ccha € Ccn) € @
concentracdo de carotenoides totais das células (Cc;) foram calculadas com as Equages 3.3,
3.4 e 3.5 (Lichtenthaler e Buschmann, 2001a), onde a concentracdo de pigmentos € dada em
ng ml™ de solugéo do extrato.

Cona =1L24A.5 — 2,047, 45 (3.3)

Conn = 2013A5,45 —4.19A; (3.4)

C,, - 1000A,,,—-190C, ., —6314C,,, (3.5)
214

3.4.3 Determinacao de lipidios totais

A andlise do teor de lipidios totais na biomassa foi realizada no extrator Soxhlet
(Foss/Soxtec 2055™). Esta andlise consiste em colocar a amostra (microalgas liofilizadas)
num cartucho que permite a permeacdo do solvente (éter de petrdleo) que é colocado num
copo metalico abaixo do cartucho com a amostra. Esse sistema € aquecido numa placa
metalica e o solvente vaporizado, passa pela amostra, condensa no condensador resfriado por
agua, num sistema em refluxo, extraindo os lipidios existentes na amostra (Figura 3.8).

Figura 3.8: Extrator Soxhlet.

Os copos metélicos utilizados foram previamente secos em estufa e resfriados em
dessecador e, posteriormente, pesados. O conteddo de microalgas liofilizadas foi
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homogeneizado em equipamento vortex e amostras de 0,1000 g foram pesadas nos cartuchos,
utilizando-se balanca analitica. VVolumes de 100 mL de éter de petroleo foram transferidos
para cada copo metalico com auxilio de proveta graduada. Procedeu-se a extracdo dos lipidios
das amostras durante uma hora a temperatura de 135 °C. Foram adicionados mais 100 mL de
éter de petrdleo a cada copo metalico e mais uma extracdo foi realizada nas mesmas
condi¢Oes, a fim de garantir a completa extracdo dos lipidios existentes nas amostras.

Posteriormente, os copos metélicos foram transferidos para estufa para completa
remocdo do solvente durante trinta minutos. Apds atingirem a temperatura ambiente no
dessecador foram novamente pesados em balanca analitica, sendo a massa adicional
verificada proveniente do conteudo lipidico das amostras. Com a massa de lipidios extraidos e
com a massa inicial da amostra liofilizada foi possivel calcular o percentual de lipidios totais
de cada amostra.

3.4.4 Analise elementar

Na analise elementar foram realizadas as determinacdes dos elementos individuais da
microalga D. tertiolecta. Esta andlise envolveu a determinacdo dos teores de carbono,
hidrogénio, nitrogénio e enxofre da biomassa liofilizada por analise instrumental
(ELEMENTAR Analysensysteme BmbH, model VARIOEL V5 19.9.23, Alemanha), através
da combustdo das amostras com deteccdo dos elementos por condutividade térmica.

3.4.5 Determinacao de NaNO; no meio de cultivo

Em tubos de ensaio, 30 pL de cada uma das quatro solugdes reagentes que compdem o
teste colorimétrico para determinacdo de nitrato de sddio em agua de aquéario (Mydor, USA)
foram adicionados as amostras descongeladas de meio de cultivo (sobrenadante), coletadas
durante os cultivos. Para isso foram utilizados 1,0 mL de cada amostra com a diluicdo
necessaria para a obtencdo da concentracdo de nitrato de sddio dentro da curva padrdo (entre
zero e 50 mg L™).

Medidas de densidade oOtica dos padrdes e amostras foram realizadas em 517 nm,
comprimento de onda no qual se observou a maior absorbancia do nitrato de sodio. O
caminho Otico do espectrofotdmetro (Amersham Biosciences modelo Ultrospec 3100 Pro)
utilizado foi 1 cm. Uma curva padrdo (Figura 3.9) foi obtida a partir das medidas de
densidade dtica relacionadas as concentragdes conhecidas de nitrato de sédio (10, 20, 30, 40,
50 mg L™). As concentragdes de nitrato de sédio nas amostras dos meios de cultivo foram
determinadas a partir das medidas de densidade oética relacionadas com as concentracGes de
nitrato se sodio atraves da Equacao 3.6.

Cnanos (Mg L™) = 88,332 X ODs17 nm (3.6)
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Figura 3.9: Relacdo entre concentracdo de NaNO3 (mg L™) e densidade 6tica (517 nm).

3.5 Modelagem matematica e estimacao de parametros

Os dados experimentais utilizados para a estimacdo de parametros dos modelos foram
de cultivos realizados em fotobiorreator com diferentes concentracGes de nitrato de sodio (75,
300, 600 ou 900 mg L™), apresentados no Capitulo 5. O procedimento experimental utilizado
nestes cultivos foi detalhado no Capitulo 3.3.4.

A modelagem matematica combinou equacdes diferenciais para crescimento celular
(X), consumo de nitrogénio (N) e formacao de carotenoides (Cc;), de acordo com as Equacfes
3.7, 3.8 e 3.18, respectivamente. Os modelos matematicos para o crescimento de microalgas
D. tertiolecta tiveram como ponto de partida a formulacdo bésica de Monod (1949). Duas
modificacdes foram propostas para tentar melhor representar o crescimento de microalgas D.
tertiolecta em funcdo do consumo de nitrogénio: (i) a velocidade de absorcdo de nitrogénio
tem um termo associado ao crescimento celular (Yxy) € um termo ndo associado ao
crescimento celular (my) e (ii) a velocidade de absorcdo de nitrogénio é catalisada pela
concentracdo de nitrogénio como uma reacdo ordem n. O modelo ModN proposto é mostrado
nas equacdes a sequir:

dXx
=X 3.7
praials (3.7)
dN
2 _ 5. X 3.8
praaiy (3.8)
P:(YLJFmN]'Nmn 3.9)
XN
Ny = (3.10)



60 3. MATERIAIS E METODOS

N
= . 3.11

onde a concentracdo de nitrogénio de referéncia (Nrer) € 1 g L™

A limitacdo do crescimento pela disponibilidade de luz devido ao efeito de
sombreamento mutuo das células foi considerado nas culturas comegando com 300, 600 e
900 mg L™ de NaNOs, nas quais maiores concentragdes de biomassa foram alcancadas e/ou o
nitrogénio ndo foi completamente consumido. Duas expressdes matematicas foram usadas
para representar este fendmeno. O modelo ModNXmax foi representado pela substituicdo da
Equacédo 3.11 pela Equacéo 3.12.

N X

O termo (1 — X / Xmax) descreve a auto inibicdo celular e foi usada para modelar o
crescimento heterotrofico de Haematococcus pluvialis (Zhang et al., 1999a).

O modelo ModNKX foi representado pela substituicdo da Equacéo 3.11 pela Equagéo
3.13, utilizando a abordagem usada por Jerusalimsky (Birol et al., 1998).

N K,
ﬂ:ﬂm""x'[N+kNj(X+ka (3.13)

O modelo de Droop (1968) tal como descrito na literatura também foi avaliado para o
crescimento celular e consumo de nitrogénio, e consiste de seis equacfes descritas a baixo:

dX
=X 3.7
raials (3.7)
dN
T _5.X 3.8
praiais (3.8)
dg
a_ .. 3.14
g P M (3.14)
B k
ﬂ=u-[ ——qJ (3.15)
q
N
_ . 3.16
P = Prrax (N+kN] (3.16)
q= Niy =N (3.17)

X
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A quota celular interna de nitrogénio (q) foi calculada a partir da diferenca entre a
concentracgéo inicial de nitrogénio e a concentragdo de nitrogénio no meio de cultura ao longo
do tempo (Bougaran et al., 2010; Yuan et al., 2014).

A expressdo de Luedeking e Piret (1959) (Equacédo 3.18) foi utilizada para reproduzir
a formagéo de carotenoides, independentemente dos modelos utilizados para o nitrogénio e a
biomassa.

_:(a./ﬁ_ﬂ).x (3.18)

O modelo indica que a formacgdo de produto pelas células tem um termo associado ao
crescimento celular (&) e um termo nédo associado ao crescimento celular (5).

Os modelos ModN e Droop foram avaliados para todas as concentragdes iniciais de
nitrato de sédio testadas. Os modelos ModNXmax e ModNKx foram avaliados para as
concentracdes iniciais de 300 mg L™, 600 mg L™ e 900 mg L™, pois o crescimento poderia ser
limitado por falta de nitrogénio e aumento da concentracao de biomassa.

Os parametros foram estimados a partir dos dados experimentais utilizando o software
EMSO (Environment for Modeling, Simulation and Optimization) (Soares e Secchi, 2003),
utilizando o método dos poliedros flexiveis (Nelder e Mead, 1965), para minimizar a funcao
objetivo (Fop;) dos quadrados minimos ordinarios. O coeficiente de determinacéo (R?) e oerro
médio quadratico (MSE) foram utilizados para comparar a qualidade do ajuste para 0s
modelos testados.
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Abstract

This research identified the carotenoids present in Dunaliella tertiolecta extract and evaluated
the effects of temperature and medium salinity on the elemental composition and lipid and
carotenoid contents of this marine microalga cultured in a flat-panel airlift photobioreactor.
The experiments were performed according to a central composite design (CCD). Six
carotenoids were identified by high-performance liquid chromatography (HPLC): all-trans-
lutein,  all-trans-pB-carotene,  all-trans-zeaxanthin,  all-trans-neoxanthin,  all-trans-
antheraxanthin and 9-cis-p-carotene. The ideal conditions for carotenoid and lipid production
by D. tertiolecta were 27 to 29 °C and 0.7 to 0.8 M NaCl. Under test conditions, the greatest
amounts of lipid, lutein, pP-carotene and zeaxanthin obtained were, respectively,
11.75+ 1.8 %, 1315+ 36 ug g, 732 + 51 pg g™ and 244 + 76 pg g™

Keywords: microalga, Dunaliella tertiolecta, airlift, carotenoid, lipids.
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4.1 Introduction

The potential of microalgae as a commercial source of carotenoids and
polyunsaturated fatty acids is widely recognised (Derner et al., 2006). Carotenoids, such as [3-
carotene, lutein and zeaxanthin have a wide variety of market applications: natural food
colouring agent; components in cosmetics and health foods; diagnostics and biomedical
research (Francavilla et al., 2010). In addition to their colouring properties, the carotenoids
are known to have several others biological functions, including the enhancement of pro-
vitamin A activity, cancer-preventing effects, cardiovascular disease protective effects and the
reduction of cataract risks and age-related macular degeneration (Del Campo et al., 2000;
Raja et al., 2007). Additionally, Dunaliella cells are rich in lipids and antioxidants, can be
used as food supplement or food additive (Tafreshi and Shariati, 2009).



4.2 MATERIALS AND METHODS 65

Large-scale production of microalgae bio-products is controlled by several
environmental parameters as salinity, temperature, light intensity and nutrient availability.
The use of closed bioreactors provides controlled and aseptic conditions for cultivation and
efficient light utilisation, resulting in a consistent product quality and high cell densities (Raja
et al., 2007).

Dunaliella is a unicellular green alga (Chlorophyta, Chlorophyceae), found from
mixed and euryhaline to hypersaline waters (Francavilla et al., 2010). The salt tolerance of
Dunaliella tertiolecta has been reported to be up to 3 M of NaCl (Jahnke and White, 2003).

In this paper, we report the effects of two key physicochemical variables, temperature
and medium salinity (without interference from high concentrations of nutrients, such as
nitrogen and carbon dioxide), on the production of lutein, B-carotene, zeaxanthin and total
lipids by D. tertiolecta. From the analysis of the results, we report the optimal conditions for
maximising the formation of bio-products. We present and discuss profiles of obtained
carotenoids (all-trans forms of lutein, B-carotene, zeaxanthin, neoxanthin, antheraxanthin and
9-cis-pB-carotene) as a function of growth conditions. Due to the expected increase in
worldwide demand for these natural components, the findings of this study could lead to
better industrial exploitation of D. tertiolecta biomass for carotenoid and lipid production.

4.2 Materials and Methods

4.2.1 Microorganism and culture medium

Marine microalgae Dunaliella tertiolecta BE 003 was obtained from the culture
collection of the Department of Marine Biology, Federal University Fluminense (Niteroi, Rio
de Janeiro, Brazil) and maintained in f/2 medium (Guillard, 1975).

4.2.2 Photobioreactor cultivation

The experiments were performed in flat-panel airlift photobioreactors (Kochem et al.,
2014). The aseptic photobioreactors were filled with 2.0 L of sterile f/2 medium and
inoculated with 200 mL of algae pre-culture to a total 2.2 L working volume.

The cultures were performed in triplicate according to a central composite design at
different temperatures (21 °C, 23 °C, 28 °C, 33 °C and 35 °C) and salinities (0.430 M,
0.513 M, 0.715 M, 0.917 M and 1.000 M). Different concentrations of NaCl were added to
the medium to achieve the required salinity. The photobioreactors were continuously
illuminated on the riser side at light intensity of 18 kiIx, and the airflow rate was kept at
0.5 L min. At the end of the experiment, the entire biomass content was centrifuged
(3000 % g, 10 min) and lyophilised.
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4.2.3 Biomass analysis

The carbon, hydrogen, nitrogen and sulfur contents of lyophilised biomasses were
analysed in duplicate using an elemental analyser (ELEMENTAR Analysensysteme BmbH,
model VARIOEL V5 19.9.23, Hanau, Germany). The lipid content was determined by the
weight difference before and after extraction with petroleum ether (at 135 °C) using Soxhlet
equipment (Foss/Soxtec 2055TM, Hillergd, Denmark). The carotenoids were extracted from
the freeze-dried biomass and analysed by HPLC as described previously (Mercadante and
Rodriguez-Amaya, 1998; Zanatta and Mercadante, 2007; Chagas et al., 2015). For
quantification, calibration curves were constructed for p-carotene (5 — 50 ug mL™), lutein (1 —
65 ug mL™) and zeaxanthin (1 — 40 pg mL™). The carotenoid standards were acquired from
Sigma-Aldrich (Seelze, Germany). The limits of quantitation (LOQ) and detection (LOD)
were respectively, 10.89x102 g g™ and 6.53x107 pg g™ for B-carotene, 1.15x10% pg g™ and
6.9x107 pg g™ for lutein and 1.59x107 pg g™ and 9.56x107 pg g™ for zeaxanthin. Carotenoid
quantification was performed by comparing the peak area of the sample with that of
standards.

4.2.4 Statistical analysis

Experimental data were analysed using Statistica 12.0 software (StatSoft, Inc. Tulsa,
United States). Experimental results were approximated by a quadratic polynomial equation
(Equation 1):

Y =L+ BrXe + X +:8T2XT2 +ﬂszxsz + PrsXe Xs 1)

where xr and Xxs are regression variables (temperature and salinity, respectively), and Y
represents the dependent variable, in these cases, lipid, p-carotene, lutein or zeaxanthin
contents. The symbols Bo, A, Bs, 1%, B> and Brs are regression coefficients of the model.

4.3 Results and Discussion

The carotenoid extract from D. tertiolecta showed six peaks as separated by HPLC
(Figure 4.1 and Table 4.1). Peaks 3, 4 and 5 were all-trans forms of lutein, zeaxanthin and f3-
carotene, respectively. Peaks 1, 2 and 6 were identified based on the wavelengths of
maximum absorption (Amax) and spectral fine structural values (% I11/11). The data agreed well
with those of the literature for all-trans-neoxanthin, all-trans-antheraxanthin and 9-cis-p-
carotene, respectively (De Rosso and Mercadante, 2007; Hu et al., 2008).
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Figure 4.1: HPLC chromatogram of carotenoid extract from Dunaliella tertiolecta. Peak
identification: (1) all-trans-neoxanthin, (2) all-trans-antheraxanthin, (3) all-trans-lutein, (4)

all-trans-zeaxanthin, (5) all-trans-p-carotene, (6) 9-cis-p-carotene.

Table 4.1: Assignment data for carotenoids in Dunaliella tertiolecta.

fasien s
1 all-trans-neoxanthin 9.9 415 438 468 85
2 all-trans-antheraxanthin 14.0 420 444 472 50
3 all-trans-lutein 17.1 418 443 471 60
4 all-trans-zeaxanthin 20.2 425 449 475 30
5 all-trans-p-carotene 42.5 421 451 476 20
6 9-cis-p-carotene 44.2 423 445 472 28

Amax. Wavelengths of maximum absorption, % I1I/11: spectral fine structural value.

Members of the Dunaliella genera contain valuable carotenoid pigments such as a-
and B-carotene, violaxanthin, neoxanthin, zeaxanthin and lutein (Tafreshi and Shariati, 2009).
The absence of violaxanthin and the presence of the antheraxanthin and zeaxanthin in our D.
tertiolecta extract can be explained by the xanthophyll cycle. Xanthophylls are essential for
light-dependent growth. These molecules possesses various functions in photosynthetic
organisms, mainly the protection against photo-oxidative damage. When light absorption
exceeds photochemical utilisation, the xanthophyll cycle in higher plants and green algae
consists of the conversion of violaxanthin via a de-epoxidation reaction to form
antheraxanthin and subsequently, zeaxanthin resulting in the accumulation of zeaxanthin. In
darkness or when light absorption is no longer in excess, antheroxanthin is converted to
violaxanthin through reverse epoxidation. Thus, the xanthophyll cycle is a dynamically
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regulated reversible interconversion of violaxanthin to antheraxanthin to zeaxanthin; it occurs
in the thylakoid membrane of photosynthetic cells and plays a role in photoprotection (Long
et al., 1994; Jin et al., 2003). Formation of both antheraxanthin and zeaxanthin is closely
associated with the use of continuous light in our experiments and the consequent irradiative
stress in cells.

The carotenoids lutein and B-carotene were the major carotenoids accumulated under
the assayed conditions. Under the test conditions, the highest amount of lutein, B-carotene and
zeaxanthin attained in dry biomass were, respectively, 1315 + 36 ug g™, 732 + 51 pg g™ and
244 + 76 pug g, at 93 h of culture.

The statistical analysis shows that both salinity and temperature affected the amounts
of lutein, zeaxanthin and B-carotene produced by D. tertiolecta (Table 4.2). Response surfaces
for lutein (Figure 4.2a) and p-carotene (Figure 4.2b) show that salinity had a strong effect on
these carotenoids. The highest [3-carotene content occurred between 0.7 and 0.8 M NaCl. The
effect of temperature on the amount of p-carotene was negligible. The highest lutein content
occurred at a salinity range slightly higher, between 0.70 and 0.85 M NaCl. The increase in
the cultivation temperature slightly increased the lutein content. The response surface for
zeaxanthin (Figure 4.2c) shows that salinity and temperature had a strong effect on the
amount of zeaxanthin. The highest zeaxanthin content occurred between 0.7 and 0.8 M NaCl
and between 26 °C and 28 °C, and the maximum point occurred at 0.756 M NaCl and
26.8 °C.

Table 4.2: Values of the regression coefficients of the coded variables and regression
parameters for the amount of lutein, zeaxanthin, B-carotene and total lipids at 93 h of
cultivation of Dunaliella tertiolecta.

Lutein (pug g™) Zeaxanthin (ugg™’)  B-carotene (ug g™) Lipids (%)
Coefficient p-value Coefficient p-value Coefficient p-value Coefficient p-value
B 1310.554 0.0000 243.578  0.0000 631.860 0.0000  11.767  0.0000
- - - -29.075  0.0336 - - 0.8929  0.0040
B -248.510 0.0172  -62.399  0.0089  -77.812 0.0881 -2.0071  0.0001
Bs 193.794  0.0013 35.275 0.0077 59.912  0.0474 - -
B -467.950  0.0001  -86.795  0.0006 -200.270 0.0002 -1.9194  0.0001
Prs : : : : : : : :
Regression
p-value < 0.0001 0.0011 0.0005 < 0.0001
F 14.75 8.1 9.88 15.3
R2 0.735 0.682 0.622 0.754
LOF" 0.386 0.8644 0.1044 0.6867

" p-value of lack of fit
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Figure 4.2: Response surfaces for the amounts of: (a) lutein (ug g™), (b) p-carotene (ug g),
(c) zeaxanthin (ug g™), (d) total lipids (%) at 93 h of culture as functions of the temperature
and salinity.

There are studies that have investigated the production of [-carotene from D.
tertiolecta, but few have examined the influence of physicochemical properties of the medium
on the production of lutein and zeaxanthin. Unlike the results of this work, D. tertiolecta
DCCBC26 increased the total carotenoid content in the biomass when NaCl was increased
from 0.5 M to 3 M (Fazeli et al., 2006). Studies on D. tertiolecta CCAP 19/6B also showed
that the lutein content in the biomass was about twice the B-carotene content (Barbosa et al.,
2005), similar to the results of this work.

Regarding the total lipid content in D. tertiolecta, temperature showed the strongest
effect and the highest lipid content occurred at a temperature range between 28 °C and 32 °C.
The increase in the medium salinity slightly increased the lipid content (Table 4.2, Figure
4.2d).

The highest experimental value of total lipid content (11.8 £ 1.8 %) was achieved in
cultures performed at 28 °C and 0.715 M NaCl. In another work, D. tertiolecta SAG-13.86
presented a very similar lipid content (11.4 + 1.8 %) (Sydney et al., 2010). A review paper on



70 CaArPiTULO 4

the hydrothermal catalytic production of fuels and chemicals from aquatic biomass provides
different lipid contents for different algae, ranging between 2 % and 22 % of dry matter, with
a 6 % lipid content for D. salina (Becker, 2007).

Temperature and salinity showed no significant effect on D. tertiolecta elemental
composition. Average values of carbon, hydrogen, nitrogen and sulfur content of all
experiments were 41.19 + 0.78 %, 3.48 + 0.06 %, 1.55 = 0.21 %, 0.36 £ 0.04 %, respectively.
Shuping et al. (2010) found similar results for carbon (39 %), hydrogen (5.37 %) and nitrogen
(1.99 %), while Sydney et al. (2010) found a carbon content of 36 %, both for D. tertiolecta
biomasses.

4.4 Conclusions

The experiments performed in this work showed that the physicochemical variables
temperature and medium salinity strongly affected biomass composition during D. tertiolecta
BE 003 growth. Temperature had a strong effect on the total lipid content, while medium
salinity had a weaker effect on lipid content. However, medium salinity affected the
concentration of the main carotenoids of D. tertiolecta biomass (lutein and B-carotene).
Neither the temperature nor the salinity showed significant effect on D. tertiolecta elemental
composition. These results show the importance of systematic studies on the effects of
environmental factors on the microalgal growth parameters and biomass composition.
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Carotenoid and lipid content of Dunaliella tertiolecta
cultured at different nitrogen concentrations, light
Intensities and stress conditions
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Abstract

The marine microalgae Dunaliella tertiolecta is a unicellular photosynthetic microorganism
that can produce both carotenoids and lipids under a combination of controlled environmental
conditions, such as light intensity, nitrogen availability and medium salinity. This study
investigated the effects of the culture conditions during cultivation and after the log growth
phase on the biomass and lipid and carotenoid contents of D. tertiolecta cultured in a flat-
panel airlift photobioreactor. A light intensity of 17.5 kiIx and initial NaNO3 concentration of
300 mg L™ resulted in the highest lipid, carotenoid and biomass productivities during the
exponential growth phase. After the exponential growth phase, the stress conditions, such as
high light intensity and high medium salinity, did not result in increased carotenoid or lipid
contents in the biomass.

Keywords: microalgae, Dunaliella tertiolecta, airlift, photobioreactor, carotenoids, lipid.
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5.1 Introduction

The genus Dunaliella can accumulate significant amounts of valuable fine chemicals,
such as carotenoids, vitamins, lipids, glycerol, minerals and proteins, under certain
environmental conditions." Lipids from microalgae are useful for several applications,
including as biodiesel, feedstock for the chemical industry or -3 fatty acids for the food
industry. The potential of microalgae as a commercial source of carotenoids is also widely
recognized.?® Regulations on the use of synthetic dyes in the food industry are currently very
stringent, stimulating research and development on the production and use of carotenoids
from microalgae as food additives, including as colorants, antioxidants and vitamins.
Carotenoids also have applications in the cosmetic and pharmaceutical industries. Their
ability to protect against oxygen free radicals has resulted in their use in some therapeutic
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applications as degenerative disease preventives, anti-cancer agents, and immune system
stimulators.’**3

Microalga growth parameters and metabolic products are affected by a combination of
environmental parameters, such as medium salinity, nutrients and light availability.** The
latter is one of the most challenging factors controlling the growth rate in any algal
system.'®*® When algal cells grow in photobioreactors, the light supply decreases rapidly with
the culture depth and cell concentration. Away from the irradiated surface, the cells will
receive less light because of mutual shading, decreasing their photosynthetic activity. In
contrast, high light intensities may cause a decrease in growth rate because of the
photoinhibition effect.!’®

Stress conditions generally lead to a high production of metabolites but low growth
rates. Dunaliella salina produces large amounts of carotenoids at extreme salt
concentrations.’® The carotenoid content in Dunaliella bardawil may also be a response to
excess irradiance because carotenoids are effective singlet oxygen quenchers that are able to
eliminate activate oxygen radicals.?’ Nitrogen depletion results in high lipid accumulation but
decreases the cell concentration of D. tertiolecta.”*

The optimal conditions for high growth rates and metabolite productivities vary
significantly among different types of algae. Therefore, systematic studies are needed to
understand the relationship between the culture parameters that led to high cell concentrations
combined with high carotenoid and lipid contents in the biomass. This work determined the
effects of the light intensity and nitrogen availability on D. tertiolecta growth and the lipid
and carotenoid contents in the biomass. We also report on the response of D. tertiolecta cells
to light and salt stress, which were applied at the end of the exponential growth phase.

5.2 Materials and Methods

5.2.1 Microorganism and pre-cultures

The marine microalgae Dunaliella tertiolecta BE 003 was obtained from the culture
collection of the Department of Marine Biology, Federal University Fluminense (Niteroi, Rio
de Janeiro, RJ, Brazil) and maintained in f/2 medium.?

The pre-cultures were grown in a rotatory shaker at 28 + 1 °C under continuous
illumination of 5.8 kIx provided by a fluorescent lamp (30 W cool light) for 12 days.
Homogeneous aliquots of 10 mL of culture from germination camera were inoculated in
500-mL Erlenmeyer flasks containing 200 mL of modified f/2 medium 2*?* consisting of
distilled water, 34 g L™ natural sea salt (Red Sea, Houston, TX, USA), 16.5 g L™ NaCl,
75mg L™* NaNOs, 5 mg L™ NaH,PO3-H,0, 30 mg L™ Na,SiO3-9H,0, 1 mL L™ of a trace
elements solution (9.8 mg L™ CuS0O,-5H,0, 22 mg L™ ZnSO,4-7H,0, 10 mg L™ CoCl,-6H.0,
180 mg L™ MnCl,-4H,0, 6.3 mg L™ Na,M004-4H,0, 4.36 mg L™ Na,EDTA and 3.15 mg L™
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FeCl3-6H,0), and 1 mL L™ of a vitamin solution (100 mg L™ Thiamine, 0.5 mg L*
cyanocobalamin and 0.5 mg L™ Biotin). The pH of the medium was adjusted to 7.2 via the
addition of 40 mM Tris-buffer. The culture medium was sterilized at 121 °C for 15 min,
except for the vitamin solution, which was sterilized by filtering through a 0.22-pm
membrane (Millipore, Barueri, SP, Brazil).

5.2.2 Photobioreactor cultivation

The experiments were performed in flat-panel-airlift photobioreactors.”> The reactors
were sterilized with 10 mL L™ of a commercial solution of sodium hypochlorite (2.5 %) for
15 min. The chlorine was neutralized with 2.5 mL L™ of sodium thiosulfate solution
(250 g L™). The photobioreactors were filled with 2.0 L of sterile culture medium and
inoculated with 200 mL of algae pre-culture, totaling 2.2 L of working volume. The
temperature was kept at 28 °C. The photobioreactors were continuously illuminated on the
riser side by a panel of electronic lamps (24 x 13 W cool light). The light intensity was
monitored by a digital light meter (MS6610, Akso, Sdo Leopoldo, RS, Brazil). The light
intensity and culture medium varied depending on the experiment. All experiments were
performed in duplicate.

Samples were periodically withdrawn for determination of the pH and biomass. The
samples were centrifuged (16000 x g, 5 min) and the supernatant and pellet were stored
(-18 °C) separately to determine the nitrates and total carotenoids, respectively. At the end of
the experiment, the entire biomass content was centrifuged (3000 x g, 10 min) and
lyophilized.

5.2.3 Effect of light intensity

The experiments were performed in the modified f/2 medium, as described above. The
photobioreactors were continuously illuminated on the riser side at different light intensities
(2.5 kix, 10.0 klx, 17.5 kIx or 24.0 kIx). The airflow rate was kept at 0.5 L min™ of
compressed filtered air (0.22 pm / Midisart®2000 / Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, NS,
Germany) using a rotameter.

5.2.4 Effect of nitrogen concentration

The experiments were performed by increasing the nitrogen concentration in the
culture medium described earlier (75 mg L™ NaNOs;). Three different NaNOs; concentrations
(300 mg L™, 600 mg L™ and 900 mg L™) were tested at a continuous light intensity of
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17.5 kIx. The photobioreactors were aerated at 0.5 mL L™ of CO,-enriched air. The CO,
concentration ranged between 1 % and 2 % to maintain the culture pH between 7.5 and 8.5.

5.2.5 Effect of stress conditions in the stationary growth phase

The experiments were performed in modified f/2 medium (using 16.5 g L™ of NaCl
and 300 mg L™ of NaNOs) at a light intensity of 17.5 kIx. The photobioreactors were aerated
with CO,-enriched air as described above. After 140 h of cultivation, the cultures were
subjected to salt stress by adding concentrated NaCl solution (5 M) and/or light stress by
increasing the light intensity (Table 5.1).

Table 5.1: Salt and light intensity of the stress conditions.

Stress condition NaCl (M)  Light (klx)
none 0.715 175
salt 1.215 17.5
light 0.715 30.0
salt and light 1.215 30.0

5.2.6 Analytical determinations

The biomass concentrations were determined by the optical density at 750 nm and
correlated to the dry cell weight. The pH was measured using a pH indicator strip (Alkalit®,
Merck, Darmstadt, HE, Germany).

The total carotenoid contents (Cc;) were determined spectrophotometrically by
extracting cell pellets with acetone (Synth, Diadema, SP, Brazil) and measuring the
absorbances at 661.6 nm, 644.8 nm and 470 nm. The turbidity was determined by measuring
the absorbances at 750 nm and 520 nm.?*® The concentrations of chlorophyll-a (Cchia),
chlorophyll-b (Cchip) and total carotenoids (Cc;) of the cells were calculated using the
following equations,?” where the pigment concentrations are given in milligrams per liter of
extract solution (mg L™).

Cona =11.24- Ay —2.04- A (1)

Conp =20.13- Agyys —4.19- Aggyg 2)

Ce, = (1000 A,;,~1.90-C¢yy, ~63.14-Cqyy, )/ 214 )



78 CAPITULO 5

The lipid content was determined in the lyophilized biomass via extraction with
petroleum ether (135 °C) using Soxhlet equipment (Foss/Soxtec 2055™, Hillerad, Denmark).

The sodium nitrate concentration was determined using a colorimetric test (Mydor™,
Ft. Lauderdale, FL, United States) at 517 nm and correlated to a standard curve.

5.2.7 Statistical analysis

The results were evaluated by analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s test at the
significance level of 5 % using Statistica 12.0 software (StatSoft, Inc. Tulsa, OK, United
States).

5.3 Results and Discussion

5.3.1 Effect of light intensity

D. tertiolecta was grown using four different light intensities (Table 5.2). The
experiments performed at the highest light intensities (17.5 kIx and 24.0 kiIx) showed the
highest biomass concentration and productivities, and the highest specific growth rate. The
light intensity of 2.5 kiIx limited the microalgae growth and yielded the lowest biomass
concentration and biomass productivity, being only 20 % of the highest productivities.
However, the biomass grown at 2.5 kIx showed the highest carotenoid content, 65 % higher
than the carotenoid content of the biomass grown at the highest light intensities. The low light
intensity seems to stimulate carotenoid synthesis by D. tertiolecta to increase light uptake by
the cells. The increase in the light intensity from 2.5 kix to 17.5 klx increased the biomass
concentration, specific growth rate and biomass productivity but decreased the carotenoid
content in the biomass. A further increase in the light intensity above 17.5 kix did not affect
the D. tertiolecta growth and composition. The light intensity showed no effect on the lipid
content. Tang et al.™® studied the growth of D. tertiolecta in shake flasks with fluorescent light
under three levels of light intensity (100 pE m™ s?, 200 uE m? s and 350 pE m? s,
corresponding to approximately 8.3 klx, 16.7 kix and 29.2 klx, respectively). The lowest light
intensity yielded the lowest biomass concentration, and there were no significant differences
in the fatty acid methyl ester contents based on the dry cell weights.
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Table 5.2: Growth of Dunaliella tertiolecta cultivated at different light intensities (1I).
Biomass (X), maximum specific growth rate (1), carotenoid content (Ccy), lipid content (L),
biomass productivity (Px), carotenoid productivity (Pc), and lipid productivity (Py).

[(kix)  X(@L" ten (A7) Ca(mgg®) L(mggh) Px@L'd) Pc(mgL*d’) P (mgL"d?

25 012+0.00° 0.31+001° 4.35+0.10° 111.5+7.0° 0.021+0.004°  0.133 + 0.004° 3.51+0.21°
10.0 0.34+0.01° 0.76+0.01"° 3.13+0.10° 98.0+8.9* 0.080+0.002°  0.275+0.003" 8.62 +0.95
175 045+0.01° 1.01+001° 277+0.02° 117.9+28 0.107+0.001°  0.322 +0.006° 16.74 +0.78°
240 0.43+0.00° 0.96+0.06° 264+008 87.3+0.7° 0.105+0.001°  0.296 + 0.006™ 9.77 + 0.16"

* Different letters in the same columns are significantly different as determined by Tukey’s test (p < 0.05).

5.3.2 Effect of the nitrogen concentration

The effect of the nitrogen concentration was evaluated by comparing the results of the
standard NaNO; concentration of /2 medium (75 mg L™) with three other concentrations:
300mg L*, 600mgL™* and 900 mg L™ The NaNO; concentration affected the growth
parameters and biomass composition of D. tertiolecta. While cell growth ceased after
approximately 100 h of culture in the NaNO3 75 mg L™ culture, the biomass continued to
increase until approximately 140 h in the cultures with higher NaNOj3 concentrations (Figure
5.1a). The biomass increased by almost three times in the cultures performed with 300 mg L™
of sodium nitrate, compared to cultures performed with the standard nitrate concentration of
f/2 medium (Table 5.3). However, increases in the NaNO; concentration above 300 mg L™
did not result in further increases in the final biomass concentration even though nitrogen was
still available in the cultures with 600 mg L™ and 900 mg L™ of NaNOs, indicating that
another nutrient or light was responsible for the biomass stabilization (Figure 5.1c). In another
study, high nitrate concentrations also did not result in increases in the biomass. D. salina and
Dunaliella sp. were cultivated using KNOj3 as the nitrogen source at concentrations of 1 mM,
3 mM, 5 mM or 7 mM. The maximum biomass concentrations of Dunaliella sp. (1.2 g L™)
and D. salina (2.7 g L) were achieved with 3 mM KNO; (303 mg L™). The concentration of
1 mM was insufficient for cell growth, but concentrations higher than 3 mM KNO3 did not
improve biomass production.?
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Figure 5.1: (a) Biomass (g L™), (b) total carotenoid content (mg g™*), (c) NaNO;
concentration in the culture medium (mg L™) of Dunaliella tertiolecta cultivated in FPA-IHE
photobioreactors with different initial NaNO3 concentrations.

Table 5.3: Growth parameters of Dunaliella tertiolecta cultivated at different initial NaNO3
concentrations. Biomass (X), maximum specific growth rate (uy), carotenoid content (Ccy),
lipid content (L), biomass productivity (Px), carotenoid productivity (Pc), and lipid
productivity (PL).

NB.N03

mgLl X L) Mn (@F)  Ce(mgg®)  L(mgg')  Px(@L'd®) Pc(mgL'd') P(mgL*d?

75 0.45+0.02° 0.56+0.00° 3.95+0.06° 113.2+0.8° 0.057+0.004° 0.228+0.006°  6.53 +0.22"
300 1.27+0.07° 0.66+0.02° 458+0.03® 103.3+3.4® 0.176+0.005*° 0.738+0.038°  16.68 + 1.50°
600  1.10 +0.00° 057 +0.00° 5.28+0.00° 78.0+0.0° 0.123+0.000° 0.737 +0.000° 10.89 + 0.00%®

900 1.07+0.10° 0.55+0.00° 544+023*° 823+22° 0.133+0.006° 0.735+0.042° 11.20 +1.40%®

* Different letters in the same columns are significantly different as determined by Tukey’s test (p < 0.05).

High nitrate concentrations have been reported to trigger biomass growth, whereas
nitrogen deficiency has been reported to increase the lipid contents in cells.?" ?° This behavior
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was observed for D. tertiolecta in our study, where the lipid content in the biomass was
significantly lower in the cultures where nitrogen was not entirely consumed during cell
growth (Table 5.3).

The carotenoid contents in the cells increased during the growth (Figure 5.1Db).
However, unlike the lipid content, the carotenoid content at the end of the culture was higher
in the cultures with the high nitrate concentrations (600 mg L™ and 900 mg L™ of NaNOs).
According to previous reports on D. salina, the results indicate that carotenoid and lipid
accumulation were unrelated.*® However, unlike our results obtained from D. tertiolecta, the
results obtained by Lamers et al.*® demonstrated what the intracellular concentration of the
total fatty acid pool did not change significantly during nitrogen starvation, and the
production of B-carotene was low at nitrogen-replete steady-state conditions but began to
increase immediately after all residual nitrogen was depleted.

The increase in the nitrogen concentration from 75 mg L™ to 300 mg L™ also
increased the specific growth rate and biomass, carotenoid and lipid productivities. The
specific growth rate was at least 16 % higher in the cultures with 300 mg L™ in relation to the
other cultures. Moreover, the cultures with 300 mg L™ showed the highest biomass and lipid
productivities, 32 % and 49 % higher, respectively, than the productivities of the cultures with
the highest NaNOj concentrations. The carotenoid productivities in the NaNOgs-enriched
cultures were similar but 3.2 times higher than that of the NaNO; 75 mg L™ culture
(Table 5.3).

The culture with the initial NaNO3 concentration of 300 mg L™ showed the highest
specific growth rate and biomass, carotenoid and lipid contents, as well as the highest
biomass, carotenoid and lipid productivities; therefore, this culture is considered suitable for
cell growth and the concomitant production of carotenoids and lipids. In this particular
culture, the high NaNOjs initial concentration increased the carotenoid and biomass content,
and N-depletion after 140 h of cultivation promoted the high lipid content.

5.3.3 Effect of the stress conditions

Several strategies have been used to maximize the yield of carotenoids and lipids by
microalgae, including high salinities, low nutrient levels combined with high irradiance. * %"
19:30 Thys, the effects of the stress conditions (salinity and light intensity) were evaluated after
the cell growth. Initially, cultures were grown using the optimized growth conditions
determined earlier (300 mg L™ NaNOs, 17.5 kIx). Near the end of the exponential growth
phase (140 h), the cultures were subjected to salt stress (1.215 M NaCl) and/or light stress
(30.0 kIx) for 210 h of cultivation (Figure 5.2). The use of the initial concentration of
300 mg L™ NaNO; ensured N-depletion after 140 h of culture (Figure 5.2c). The stress
conditions did not affect the biomass and carotenoid contents; however, the lipid content in
the biomass was affected by both the salinity and the light intensity (p < 0.001; Table 5.4).
Comparing these results with the biomass, carotenoid and lipid contents at the end of



82 CAPITULO 5

exponential growth phase in the same culture conditions, 1.27 g L*, 4.58 mg g* and
103.3 mg g™, respectively (Table 5.3), one can conclude that stress conditions not only did not
increase the carotenoid content but also significantly reduced the lipid content. As shown in
Figure 5.3, the lipid content decreased at low light intensities and high salinities (R? = 0.989).
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Figure 5.2: (a) Biomass (g L™), (b) total carotenoid content (mg g™*), (c) NaNO;
concentration in the culture medium (mg L™) of Dunaliella tertiolecta cultivated in FPA-IHE
photobioreactors under stress conditions (salinity and light intensity).

Table 5.4: Biomass (X), carotenoid content (Cc;), and lipid content (L) of Dunaliella
tertiolecta cultivated under the stress conditions (salinity and light intensity).

Stress condition

NaCl (M) Light (kIx) X (gLh Ca(mgg?’) L(mgg?h
0.715 17.5 1.19 +0.00? 3.64 +0.00° 89.3+1.3"
1.215 17.5 1.16 +0.07° 4.18 + 0.26° 79.8+0.9°
0.715 30.0 1.24 +0.06° 4,00 +0.25% 102.1+0.3°
1.215 30.0 1.18 £ 0.11° 4.34 +0.28° 92.0+1.1°

* Different letters in the same columns are significantly different as determined by Tukey’s test (p < 0.05).
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Our results contradict the ones reported previously by some authors who found that
carotenoid production was strongly affected by the salinity. Fazeli et al.* studied the effect of
different salt concentrations (0.05 M to 3.0 M of NaCl) on the growth kinetics and total
carotenoids accumulated in Dunaliella tertiolecta. In this study, higher salinities increased the
total specific amount of carotenoids (picogram of total carotenoids per cells), and the highest
carotenoid content (2.07 pg/cell) was obtained at a salinity of 3.0 M. However, low salinities
of 0.1 M and 0.5 M NaCl favored total carotenoids production by D. tertiolecta when
compared on a volume basis. The highest amount of total carotenoids (2.81 mg L™) was
detected after 8 days of incubation at a salt concentration of 0.1 M. This result is lower than
the one observed in our experiments (5.80 + 0.30 mg L™) using the optimized growth
conditions (300 mg L™ NaNOs, 0,715 M NaCl, 17.5 kIx). The study by Gémez et al.*
examined the effect of the salinity on the quantity of total carotenoids accumulated by D.
salina and D. bardawil grown in media with different salt concentrations (1 M, 2 M and 3 M
NaCl). The highest carotenoid content per cell was achieved at 2 M NaCl. Farhat et al.*®
cultured D. salina at salinities between 0.6 M and 4.5 M NaCl. The highest carotenoid
concentration did not exceed 1 mg L™ at 1.5 M NaCl.
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Figure 5.3: Response surface for the total lipid content (%) at 210 h of culture as functions of
the salinity and light intensity.

5.4 Conclusions

This work examined the effects of light intensity, nitrogen concentration and medium
salinity on the growth and lipid and carotenoid accumulation by D. tertiolecta. A light
intensity of 17.5 klx and initial NaNO3 concentration of 300 mg L™ showed the highest
biomass, specific growth rate, carotenoid and lipid contents and biomass, carotenoid and lipid
productivity during the exponential growth phase. N-depletion in cultures with NaNOj
concentrations of 300 mg L™ promoted a high lipid content; nitrogen contents greater than
300 mg L™ of NaNOjs did not contribute to an increase in the biomass. After the exponential
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growth phase, the use of a high light intensity and a high medium salinity did not result in
increased carotenoid or lipid contents in the biomass. Furthermore, our results indicate that
the carotenoid and lipid accumulation were unrelated after the application of these stress
conditions to the cultures. Ultimately, our results showed that D. tertiolecta was able to
accumulate considerable amounts of lipids and carotenoids, maintaining high biomass
production in response to a broad range of environmental conditions, which are fundamental
factors to the large-scale cultivation of algal monocultures.
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Kinetic modeling of Dunaliella tertiolecta growth under
different nitrogen concentrations
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Abstract

Mathematical models are presented to describe the relationship between nitrogen
consumption, biomass growth and carotenoid production by the microalgae Dunaliella
tertiolecta BE 003 grown in nitrogen-limited and non-limited conditions. The nitrogen uptake
was modeled by an n-order nitrogen catalyzed reaction. Three different expressions were
proposed for biomass specific growth rate. Carotenoid production was fitted using the
Luedeking-Piret equation. The nitrogen catalyzed expression proved to be adequate to model
nitrogen uptake by D. tertiolecta over a wide range of nitrogen concentration. Biomass
expression must be improved to describe the cessation of growth when nitrogen is still
available in the cultures. The Luedeking-Piret expression successfully modeled the carotenoid
production.

Keywords: carotenoids, microalga, modeling, nitrogen, Luedeking-Piret.
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6.1 Introduction

Culture conditions strongly affect microalgae growth and their biochemical
composition. Mathematical models that have the ability to predict the dynamics of algal
cultures under different growth conditions can aid in process optimization and the scaling-up
of cultivation systems for commercial algal-based technology. However, the development of
appropriate and simple models of a biological system showing a good fit can be a complex
task, mainly due to non-linearity, resulting from the large number of parameters and
interactions among them [1].

Kinetic modelling based on the well-established Droop model [2] and Monod model
[3] has traditionally been used to predict algal growth in response to the substrate
concentration, such as nitrogen. Nitrogen is mainly used to build proteins, amino acids and
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nucleic acids and can be from an organic or an inorganic source, such as ammonium or
nitrate. The Monod model assumes that the consumed nutrient is instantaneously transformed
into biomass. This assumption is expressed by the linear proportionality between the growth
rate (x) and the nutrient uptake rate (p). The Droop model uncouples growth from external
nutrient concentration introducing an intracellular stock of nutrients. The growth rate depends
on the internal cell quota (q), the average amount of stored nutrients in each cell.

Droop model and Droop-based models predict successfully biomass growth in cultures
limited by the lack of nitrogen. This way, there is a need to build new models to predict
biomass growth and product formation over a wide range of nitrogen concentrations.
Different models to describe the growth kinetics of D. tertiolecta were tested, considering the
effect of a wide range of initial nitrogen concentrations. The models, which are extensions of
the Monod model, demonstrated the ability to provide a reliable fit for the experimental data.
The fittings were compared with those provided by the Droop model. Furthermore, the use of
a simple model for the production of carotenoids, using a growth associated term and a non-
growth associated term, was successfully used.

6.2 Materials and Methods

6.2.1 Microorganism and pre-cultures

The marine microalgae Dunaliella tertiolecta BE 003 was obtained from the culture
collection of the Department of Marine Biology, Federal University Fluminense (Niterdi, Rio
de Janeiro, RJ, Brazil), where certified stocks are kept and can be requested. The cells were
maintained in Guillard f/2 medium [4].

The pre-cultures were grown in a rotatory shaker at 28 +1 °C under continuous
illumination of 5.8 kix provided by a fluorescent lamp (30 W cool light) for 12 days.
Homogeneous aliquots of 10 mL of culture from germination camera were inoculated in
500 mL Erlenmeyer flasks containing 200 mL of modified f/2 medium, which consisted of
distilled water, 34 g L™ natural sea salt (Red Sea, Houston, TX, USA), 16.5 g L™ NaCl, 1 mL
L™ phosphate solution (5 g L™ of NaH,PO..H,0), 1 mL L™ of silicate solution (30 g L™ of
Na,Si03.9H,0), 1 mL L™ of a trace elements solution (9.8 mg L™ CuSO4-5H,0, 22 mg L™
ZnS0,4-7H,0, 10 mg L™ CoCl,-6H,0, 180 mg L™ MnCl,-4H,0, 6.3 mg L™ Na,M0O,-4H,0,
4.36 mg L™ Na,EDTA and 3.15 mg L™ FeCl;-6H,0), 1 mL L™ of a vitamin solution (100 mg
L™ Thiamine, 0.5 mg L™ Cyanocobalamine and 0.5 mg L™ Biotin) and different NaNO3
concentrations (75 mg L™, 300 mg L™, 600 mg L™ or 900 mg L™). The pH of the medium was
adjusted to 7.2 via the addition of 40 mM Tris-buffer. The culture medium was sterilized at
121 °C for 15 min, except for the vitamin solution, which was sterilized by filtering through a
0.22-um membrane (Millipore, Barueri, SP, Brazil).
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6.2.2 Photobioreactor cultivation

The experiments were performed in bench-scale flat-panel airlift photobioreactors [5].
The reactors were sterilized with 10 mL L™ of a commercial solution of sodium hypochlorite
(2.5 %) for 15 min. The chlorine was neutralized with 2.5 mL L™ of sodium thiosulfate
solution (250 g L™). The photobioreactors were filled with 2.0 L of sterile culture medium and
inoculated with 200 mL of algae pre-culture, totaling 2.2 L of working volume. The
photobioreactors were maintained at 28 °C and illuminated on the riser side by a panel of
electronic lamps (24 x 13 W cool light) at a continuous light intensity of 17.5 kix. The airflow
rate was kept at 0.5 mL L™ of CO-enriched air using a rotameter. The CO, concentration in
the airflow ranged between 1 % and 2 % to maintain the culture pH between 7.5 and 8.5. All
experiments were performed in duplicate, using the modified f/2 medium described above. To
avoid nutrient limitation, 1 mL L™ of phosphate solution, 1 mL L™ of silicate solution and
1 mL L™ of trace-elements solution were added daily to the cultures.

Samples were periodically withdrawn to determine the pH and the amount of biomass.
The samples were centrifuged (16000 x g, 5 min), and the supernatant and pellet were stored
(-18 °C) to determine the nitrate and total carotenoids concentrations, respectively.

6.2.3 Analytical determinations

The biomass concentration was determined by optical density at 750 nm and
correlated to the dry cell weight. The pH was measured using a pH indicator strip (Alkalit®,
Merck, Darmstadt, HE, Germany). The total carotenoid contents were determined
spectrophotometrically by extracting cell pellets with acetone (Synth, Diadema, SP, Brazil)
and measuring at 661.6 nm, 644.8 nm and 470 nm [6]. The sodium nitrate concentration was
determined using a colorimetric test (Mydor™ Ft. Lauderdale, FL, United States) at 517 nm
and correlated to a standard curve.

6.3 Model Development

6.3.1 Biomass and Nitrogen

The Droop model is highly useful in reproducing the biomass growth and nitrogen
consumption of microalgae under nitrogen limitation. It uses an internal substrate cell quota
(g) to model the uncoupling of substrate absorption and growth. The basic Droop model for
batch cultivation consist of six equations, as described below. The internal nitrogen cell quota
was estimated from the difference between the initial nitrogen concentration and the nitrogen
concentration in the culture medium over time [7, 8].
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However, as shown in this study, the Droop model was adequate to model a culture

with a low initial nitrogen concentration (75 mg L™ NaNO3) but failed to model the cultures

with higher initial nitrogen concentrations, even when all the nitrogen was consumed during

the growth. The new models proposed in this study use the basic formulation of the Monod
model with nitrogen as the limiting substrate. Two modifications were proposed to attempt to
better represent the growth of microalgae D. tertiolecta as a function of nitrogen
consumption: (i) the nitrogen uptake rate has a growth associated term (Yxy) and a non-growth

associated term (my) and (ii) the nitrogen uptake rate is catalyzed by nitrogen concentration as

an n-order reaction. The proposed ModN model is shown in the following Eq. (1; 2; 7-9).
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Nevertheless, in the cultures starting with 600 mg L™ or 900 mg L™ of NaNOs, the
nitrogen was not completely consumed, and despite the good fitting of the nitrogen curve, the
ModN model was unable to model the biomass growth curve. Since all the other nutrients
(phosphorous and micronutrients) were added daily to the cultures, the light availability was
considered to limit the growth. This phenomenon can be modeled in several forms [1, 8]. In
this study, the growth limitation by light availability was considered an effect of the mutual
shading of the cells, i.e., the cell concentration limits the autotrophic cell growth. Two
mathematical expressions were proposed to represent this phenomenon. The ModNXmax
model was represented by substituting Eq. (9) by Eq. (10).

N X
m[wk]@d ()

The term (1 — X / Xmax) describes the auto-inhibition of the cell itself and was used to
model the heterotrophic growth of Haematococcus pluvialis [9].

The ModNKx was represented by substituting Eq. (9) by Eq. (11), using the approach
used by Jerusalimsky [10].

N K,
ﬂ:ﬂm‘“.[N +kNj.[X+kxj (11

6.3.2 Carotenoid production

The Luedeking-Piret expression [11] was used for total carotenoids formation kinetics,
regardless of the models used for nitrogen and biomass, as shown in Eq. (12).

o (aorp) X (12)

The model states that product formation by cell has a growth-associated term (o) and a
non-growth-associated term (5).

6.3.3 Parameter estimation

The ModN and Droop models were evaluated for all NaNOjs initial concentrations.
The ModNXmax and ModNKx models were evaluated for NaNOs initial concentrations of
300 mg L, 600 mg L™ and 900 mg L™, because the growth could be limited by both nitrogen
starvation and biomass concentration.
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The parameters were estimated from the experimental data using EMSO software
(Environment for Modeling, Simulation and Optimization) [12] to minimize the objective
function (FODbj) of the ordinary least squares. The determination coefficient (R?) and the mean
squared error (MSE) were used to compare the goodness of fit for the tested models.

6.4 Results and Discussion

The increase of the initial NaNOs concentration from 75 mg L™ to 300 mg L™
increased the final biomass concentration from 0.45 + 0.02 g L™ to 1.27 £ 0.07 g L™ and the
total carotenoid content in the biomass from 3.95 + 0.06 mg g™ to 5.1 + 0.4 mg g™*. However,
a further increase to 600 mg L™ or 900 mg L™ of NaNO; did not result in higher biomass
concentrations or carotenoid content (Tukey’s test, p < 0.05). Dunaliella salina also showed
that the biomass was 2.5 times higher in non-limited cultures compared with nitrogen-limited
cultures. However, unlike our results, an increase in total carotenoid content was shown
during nitrogen-limited growth [13].

The results of the parameter estimation based on the experimental data, the objective
functions and the determination coefficients are shown in Tab. 6.1. Fig. 6.1, 6.2, 6.3 and 6.4
show the experimental data and compare the predicted curves of the different models
proposed in this work with the Droop model, which is widely used in the literature [2, 7].



Table 6.1: Results for the parameters estimation with experimental data from cultures with different NaNOj initial concentrations and values of
objective function (FObj), coefficient of determination (R?) and mean squared error (MSE).

NaNO, ModN ModNXmax ModNKx Droop
(mg L™ 75 300 600 900 300 600 900 300 600 900 75 300 600 900
w, (b 0.04669  0.04319  0.05289  0.04628
ke(@ g™ 0.02634  0.03505  0.08543  0.1179
Pmax (9 g0 2.834 0.09087 1.001 0.8077
kn (g LY 0.000090  0.000852  0.002374  0.003944 0.000505 0.005232 0.005851  4.524 0.6784 8.168 8.305
Hmax (%) 0.02790  0.02804  0.02567  0.02617  0.03004  0.02784  0.02845  0.02858  0.02889  0.02870
Yun (907 0.2005 1.204 1.316 1.256  0.004793  0.01309  0.004432  5.456 5.081 5.085
my (g gth?) 1.215 0.07039  0.05442  0.06714  0.001299  0.01195 0.004432  0.4705  0.07052  0.08006
n 1.190 0.9922 0.9538 0.9974 1.989 2.231 2.822 1.287 1.032 1.054
Xmax (@ L) 1.763 1.583 1.434
ke (@ LY 5.474 3.958 3.932
a(mgg?) 3.897 4,507 4.801 5.531 6.232 5.635 6.199 5.489 4.104 4.841 3.958 5.004 4.626 6.251
B(mgg*h?)  0.000303 0.000092 0.000772 -0.00670 -0.03079  -0.01300 -0.01323  -0.01514  0.01053  0.001637 0.000399 -0.00851  0.006254  -0.01751
FObj 115 125 239 12 102 229 16 29 238 193 164 94 269 188
R% X 0.9910 0.9922 0.9957 0.9829 0.9702 0.9758 0.9676 0.9865 0.9961 0.9853 0.9933 0.9911 0.9946 0.9761
MSE X 0.000201  0.001314 0.001466 0.003381 0.009218 0.005502 0.004451 0.002588 0.001663 0.004092 0.000185 0.002706 0.001535 0.005693
RZN 0.9673 0.9611 0.8577 0.8446 0.9612 0.9770 0.9887 0.9605 0.8444 0.8217 0.9497 0.9644 0.8426 0.8350
MSE N 5.25x107  2.94x10° 2.72x10* 6.34x10* 6.31x10° 2.37x10° 2.33x10° 6.64x10° 2.50x10* 6.17x10* 7.91x107 2.35x10° 3.36x10* 7.19x10°
R% Cg 0.9923 0.9975 0.9912 0.9922 0.9902 0.9800 0.9749 0.9944 0.9862 0.9854 0.9947 0.9955 0.9938 0.9918
MSE Cq 0.02257  0.007990  0.03050  0.02537  0.03116  0.06670  0.09116  0.01548  0.03953  0.04325 0.000177  0.01459  0.01941  0.02638
R%q 0.8111 0.3312 0.4277 0.3284
MSE q 0.001648  0.002063  0.003701  0.009112
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Figure 6.1: Experimental data and simulated curves of D. tertiolecta cultured in 75 mg L™
NaNOjs initial concentration. Experimental data: (a) biomass (), (b) nitrogen (&), and (c)

total carotenoids (®). Models: Droop (— - —), and ModN (-++--++-- .
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Figure 6.2: Experimental data and simulated curves of D. tertiolecta cultured in 300 mg L™
NaNQOg initial concentration. Experimental data: (a) biomass (W), (b) nitrogen (4), and (c)

total carotenoids (®). Models: Droop (— - —), ModN (:+++---- ), ModNKXx (— — —), and
ModNXmax ( ).
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Figure 6.3: Experimental data and simulated curves of D. tertiolecta cultured in 600 mg L™

NaNOjs initial concentration. Experimental data: (a) biomass (), (b) nitrogen (&), and (c)
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Figure 6.4: Experimental data and simulated curves of D. tertiolecta cultured in 900 mg L™
NaNOjs initial concentration. Experimental data: (a) biomass (m), (b) nitrogen (4), and (c)

total carotenoids (®). Models: Droop (— - —), ModN (:+++---- ), ModNKXx (— — =), and
ModNXmax ( ).

Both the ModN and Droop models provided a good fit for the biomass concentration
data in cultures with an initial NaNOs concentration of 75 mg L™ (Fig. 6.1a). This culture was
considered to be limited only by nitrogen; therefore, models ModNKx and ModNXmax were
not tested. Regarding the nitrogen consumption data, the ModN model provided a slightly
better fitting, a higher R? value and lower MSE value, compared with the Droop model (Fig.
6.1b, Tab. 6.1). Additionally, the maximum specific growth rate estimated by the ModN
model (Mmax) 1S more closely aligned with the experimental average value observed in the
culture (0.0275 h™) than the maximum specific growth rate estimated by the Droop model
(Um) (Tab. 6.1).

The ModNKx model provided the general best fitting when the initial NaNOs
concentration was 300 mg L™, as shown by its lowest value in the objective function among
all the models (Tab. 6.1). The ModNKx, ModN and Droop models successfully predicted
biomass data, with ModN showing slightly better fitting (Fig. 6.2a, R* and MSE in Tab. 6.1).
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However, ModNKx model provided the best fit for nitrogen consumption (Fig. 6.2b), while
ModN and Droop models were not capable of predicting the experimental behavior of this
variable.

ModNXmax was the only model capable of describing the behavior of nitrogen
concentration with cultures starting at 600 mg L™ or 900 mg L™ of NaNO; (Fig. 6.3b and
6.4b); however, the model was not capable of predicting the cessation of biomass growth at
the end of the cultures (Fig. 3a and 4a). The predicted value for the final total biomass by the
ModNXmax model (Xmax) Was higher than the highest experimental biomass value of these
cultures (1.08 +£0.02 g L™). In the culture starting with 600 mg L™ of NaNOs, the ModN,
ModNKx and Droop models provided a good fitting to biomass curve; however, these models
failed to predict nitrogen concentration. In the cultures with 900 mg L™ NaNOs, no model
showed a good fitting of biomass concentration, particularly at the end of the cultivation. The
ModN, ModNKx and Droop models also failed to predict the nitrogen concentration of these
cultures, since these models always tended to zero-out the nitrogen concentration to provide
the cessation of biomass growth.

The Luedeking-Piret expression successfully described the behavior of the total
carotenoid concentration, regardless of the initial NaNO3 concentration (Fig. 6.1c, 6.2c, 6.3c
and 6.4c). As this expression is dependent on the biomass concentration, the higher the fitting
of the biomass, the better the fitting of the carotenoids; achieving determination coefficients
of 0.99 for the ModN and Droop models for all initial NaNO3 concentrations, and for the
ModNXmax and ModNKx models at 300 mg L™ of NaNOj3 (Tab. 6.1).

The Droop model provided a good fit for biomass concentration in cultures with initial
NaNOj; concentrations of 75 mg L™, 300 mg L™ and 600 mg L™ (R? > 0.99) and provided a
slightly less accurate fit for the culture with an initial NaNO3 concentration of 900 mg L™ (R?
= 0.9761). However, the Droop model did not properly predict nitrogen consumption,
primarily for cultures with high initial NaNO3 concentrations (300 mg L™ to 900 mg L™).
However, even for the culture limited by nitrogen (75 mg L™), the Droop model showed a
lower R? compared with the ModN model, with values of 0.9497 and 0.9673, respectively.
The internal nitrogen cell quota g, an auxiliary variable used by the Droop model, also
presented a low R? value at 75 mg L™ NaNOs culture (0.8111) and very low R? values for
300 mg L™ to 900 mg L™ NaNO; cultures (R? < 0.43).

The maximum specific growth rate estimated by the Droop model for all initial
NaNO; concentrations that were tested (U = 0.047 + 0.004 h™') was substantially larger than
the highest experimental average value (0.0275 +0.008 h™) observed at the 300 mg L™
NaNOj culture. However, the same parameter estimated by the models proposed in this work
(Mmax = 0.028 + 0.001 h™) was very similar to the experimental observation. Furthermore, the
estimated values of the other parameters of the Droop model showed significant variation
among the different initial NaNOj3 concentrations, mainly pmax and ky. In a general way, the
models proposed in this work (ModN, ModNXmax and ModNKXx) showed less parameter
variation within the different NaNOs initial concentrations.
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The ModN model showed little variation in the parameter values estimated for initial
NaNO; concentrations of 300 mg L™ or higher, with the exception of ky, which increased with
nitrogen concentration. The value of the growth yield (Yxy) in these cultures was
1.26 £0.06 g g'l, which was 6.3 times higher than the Yxy estimated for the culture starting
with NaNO3; 75 mg L™ (0.2 g g™%). The nitrogen non-growth associated term (my) showed
opposite behavior, being higher in the nitrogen-limited culture (1.2 g g™* h™*) than in the others
(0.064 + 0.007 g g™* h™Y), which indicated a higher amount of non-growth associated nitrogen
utilization in low nitrogen media. The n coefficient was also higher for nitrogen limited
cultures than for non-limited cultures: 1.19 and 0.98 + 0.02, respectively. The nitrogen
saturation coefficient (ky) increased linearly with initial NaNOjs; concentration (kx =
4.74x10° Cpanos- 4.07x10%; R? = 0.993). A low ky implied a high specific growth rate, even
at low nitrogen concentrations.

The ModNKx model, which was estimated only for initial NaNO3 concentration of
300 mg L™ or higher, showed a small variation in the parameters Yxy (5.2 0.2 g g*) and n
(1.1 £0.1). The saturation constant ky also increased with initial NaNO3 concentration, and its
values are of the same order of magnitude as the values estimated by the ModN model. The kx
values showed the same order of magnitude among the estimated values, with a similar value
for cultures with initial NaNOs; concentrations of 600 mg L* and 900 mgL®
(3.95+0.01gL™.

The use of the term Ng" in the nitrogen uptake expression proved correct, since the
models proposed in this study showed better fitting for nitrogen consumption curves than the
Droop model for all initial NaNOj3 concentration in the cultures. The best models to predict
nitrogen consumption were: ModN for cultures for NaNOs; 75mg L™ ModNKx for
300 mg L™ and ModNXmax for 600 mg L™ and 900 mg L™. The low R? for the internal
nitrogen cell quota, even for the nitrogen-limited culture (75 mg L™), corroborates the lack of
fit of the Droop model.

The biomass growth was successfully modeled by the ModN and ModNKx models for
cultures starting with 75 mg L™ and 300 mg L™ of NaNOs, respectively. However, no model
could predict the growth cessation in the cultures starting with higher NaNO3 concentrations,
even the ModNXmax model, which successfully described nitrogen uptake and was used
previously to model H. pluvialis growth [9].

Luedeking-Piret expression for carotenoids formation was applied with absolute
success in all the models that were tested in this work at all initial NaNO3 concentrations. The
growth associated parameter (o) was 3.93 +0.03 mg g™’ for nitrogen-limited culture and
5.3+0.7 mg g™ for non-limited cultures (300 mg L™ to 900 mg L™ NaNOs). This result
shows that carotenoid production by the cells is lower when the biomass growth is limited by
the lack of nitrogen. Another study with the same microalga showed that carotenoid
production is lower in CO,-limited cultures (3.89 + 0.34 mg g™*) compared with a culture with
an adequate CO, supply (5.3+0.7 mgg™) [14]. Additionally, the estimated value of «
increased with the initial NaNOj3 concentrations in the ModN model. However, this trend was
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not confirmed for the other models. The non-growth associated term (f) assumed very low
values for all estimations and alternated between positive and negative values.

The Luedeking-Piret expression was chosen due to its simplicity and because it has
been widely used to model other biotechnological processes, such as the production of ethanol
by Kluyveromyces marxianus [15], the production of 2-hydroxybiphenyl (2-HBP) using
Enterobacter sp. [16], and the production of lactic acid by Lactobacillus sp. [17]. An
extended Luedeking-Piret expression was previously used to describe lutein production by
Chlorella protothecoides [18] and astaxanthin production by Haematococcus pluvialis [9], but
to our knowledge, the simple original equation has been never used before to model
carotenoid production by microalgae.

6.5 Conclusions

The models proposed successfully fit the nitrogen uptake by microalgae over a wide
range of nitrogen concentrations. The results showed that nitrogen consumption can be
approached by an n-order nitrogen catalyzed reaction, both in nitrogen-limited and in non-
limited media. However, biomass growth models must be improved for cultures without
nitrogen starvation. The simple Luedeking-Piret equation also successfully predicted
carotenoid production by D. tertiolecta. These models represent an advance in microalgae
modelling and can be used for control, simulation and optimization of photobioreactors.
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6.7 Symbols used

Cet [mg LY total carotenoids concentration
Kn [gL?] half saturation constant for nitrogen
Kq [997] minimum cell quota

kx [gL™] half-saturation constant for biomass
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my [gg*h?] nitrogen non-growth associated term
n -] empirical constant

N [g L] nitrogen concentration

Nai -] dimensionless nitrogen concentration
Nin  [gL"] initial nitrogen concentration

Net [ L7 reference nitrogen concentration

q [9g™] internal nitrogen cell quota

t [h] time

X [gL™] biomass concentration

Xmax  [g L7 maximum biomass concentration
Ysn  [997] nitrogen growth associated term

Greek letters

Hm

l—lmax

Pmax

[mg g”]
[mg g*h”]
[h™]

[h™]

[h™]
[9g*h™]

[gg™*h™]

carotenoids growth associated term
carotenoids non-growth associated term
specific growth rate

maximum specific growth rate of Droop model
maximum specific growth rate

nitrogen uptake rate

maximum nitrogen uptake rate
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Subscripts

Ct carotenoids

di dimensionless

in initial

m maximum (Droop model)
max maximum

ref reference

Abbreviations
FODbj Objective Function

MSE Mean Squared Error
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Capitulo 7
Consideracoes Finais

7.1 Discussao geral dos principais resultados

Trabalhou-se com o cultivo da microalga marinha Dunaliella tertiolecta BE 003 em
fotobiorreatores de placa do tipo airlift e posterior obtencdo de bioprodutos a partir da sua
biomassa. O estudo deste microrganismo consistiu na otimizacdo de parametros fisico-
quimicos fundamentais para o crescimento desta microalga salina. Inicialmente, foram
estudadas as condicdes de temperatura e salinidade do meio de cultivo, mantendo-se
constantes as concentrages dos nutrientes de acordo com o meio de cultura f/2 (Guillard,
1975), muito utilizado no cultivo de microalgas de ambiente salino. Posteriormente, estudou-
se a influéncia da fonte e quantidade de nitrogénio, através da avaliacdo de diferentes sais de
nitrato em diferentes concentracdes concomitantemente com adicdo de diéxido de carbono ao
meio tendo como principal objetivo o0 aumento da producdo de biomassa. Nessa etapa também
foram realizados cultivos variando-se a intensidade luminosa e concentracao salina no final da
fase de crescimento logaritmo das células, visando o aumento da producdo de carotenoides e
lipidios ap0s o crescimento maximo das células.

Com os resultados apresentados no Artigo 1 (Capitulo 4), verificou-se que as variaveis
fisico-quimicas temperatura e salinidade do meio de cultivo afetaram fortemente e de forma
diferente a composigéo da biomassa durante o crescimento da D. tertiolecta. A temperatura
teve um forte efeito no conteudo lipidico, enquanto que a salinidade do meio de cultivo teve
um efeito mais fraco na obtencdo deste produto. No entanto, a salinidade do meio afetou a
concentragdo dos principais carotenoides obtidos a partir da biomassa de D. tertiolecta
(luteina e P-caroteno). Em relacdo a composicdo elementar, nem a temperatura nem a
salinidade mostraram efeito significativo na composicdo elementar da D. tertiolecta. Estes
resultados demonstram a importancia de estudos sistematicos sobre os efeitos de parametros
ambientais no crescimento e composicao da biomassa das microalgas. A partir da combinacgéo
dos resultados obtidos, foram determinadas as condi¢Ges apropriadas de temperatura e
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salinidade do meio de cultivo para a producdo de carotenoides e lipidios pela microalga D.
tertiolecta BE 003: 28 °C e 0,715 M de NaCl. Esses parametros foram mantidos constantes na
avaliacdo das demais condicdes de cultivo propostas neste trabalho.

Outro importante resultado que deve ser discutido mais profundamente é a obtencéo
de grande quantidade de luteina no extrato seco da biomassa de D. tertiolecta, sendo a
quantidade de luteina (1315 + 36 pg g) produzida aproximadamente o dobro da quantidade
de B-caroteno (732 + 51 ug g™*). Esse resultado esté de acordo com o obtido por Barbosa et al.
(2005), que realizaram estudos sobre D. tertiolecta CCAP 19 / 6B e também obtiveram um
conteudo de luteina na biomassa cerca de duas vezes o conteudo 3-caroteno.

A grande maioria dos estudos realizados com a espécie Dunaliella tem como principal
objetivo a maior obteng@o de B-caroteno, importante carotenoide comercial com propriedades
amplamente conhecidas. Muitos estudos sdo publicados sobre a D. salina, membro muito
estudado desta espécie, normalmente com abundante quantidade de p-caroteno (Raja et al.,
2007; Hu et al., 2008). Todavia, 0 maior acimulo de luteina pela D. tertiolecta, entre 0s
carotenoides quantificados neste trabalho, além do B-caroteno, € um resultado bastante
relevante, pois este carotenoide é comercialmente utilizado como corante nas industrias
farmacéuticas, de alimentos e de cosméticos. Além disso, é eficaz na reducdo do risco de
doencas cronicas relacionadas com a idade, como a degeneracdo macular, catarata, progressao
da aterosclerose precoce e cancer (Del Campo et al., 2000; Baker e Gunther, 2004; Tafreshi e
Shariati, 2009).

O Artigo 2 (Capitulo 5) traz a analise da influéncia da disponibilidade de luz na
producdo de carotenoides e lipidios totais. Os experimentos realizados com as mais altas
intensidades de luz (17,5 e 24,0 kiIx) apresentaram maiores concentracdes e produtividades de
biomassa, bem como maiores velocidades especificas de crescimento. A intensidade luminosa
de 2,5 kIx limitou o crescimento das microalgas, e consequentemente as produtividades de
biomassa e produtos, porém a biomassa cultivada com esta intensidade de luz apresentou o
maior teor de carotenoides (4,35 + 0,10 mg g™), aproximadamente 65 % superior ao teor de
carotenoides obtido da biomassa cultivada nas intensidades luminosas mais altas. A baixa
intensidade de luz parece estimular a sintese de carotenoides por D. tertiolecta para aumentar
a absorcdo de luz pelas células. Esta suposicdo também pode ser comprovada pela redugéo
gradativa do teor de carotenoides na biomassa quando a intensidade luminosa aumentou de
2,5a17,5KIx.

A variacdo da concentragdo de nitrato de sédio afetou parametros de crescimento e
composicdo da biomassa de D. tertiolecta. O crescimento das células cessou apds cerca de
100 h nos cultivos com 75 mg L™ de NaNOs, enquanto que a biomassa continuou a aumentar
até cerca de 140 h nos cultivos com concentragdes mais elevadas NaNOj;. A biomassa
aumentou quase trés vezes nas culturas realizadas com 300 mg L™ de nitrato de sédio (1,27 +
0,07 g L™), em comparagdo com as culturas realizadas com a concentracdo padréo de NaNOs
do meio de cultura Guillard /2 (0,45 + 0,02 g L™). Nestas condicdes de cultivo, o teor de
carotenoides totais na biomassa também aumentou de 3,95 + 0,06 mg g* (75 mg L™ de
NaNO3) para 5,1 + 0,4 mg g* (300 mg L* de NaNO;). No entanto, 0s aumentos na
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concentracdo de NaNOj3 acima de 300 mg L™ néo resultaram em concentracdes de biomassa e
teores de carotenoides mais elevados. Em outro estudo, Dunaliella salina também mostrou
um aumento de 2,5 vezes na biomassa em culturas ndo limitadas por nitrogénio. No entanto,
diferentemente dos nossos resultados, o crescimento em meios limitados por nitrogénio
resultou num aumento do teor de carotenoides totais (Sanchez-Estudillo et al., 2006). Nossos
resultados também estdo de acordo com aqueles obtidos por Kim et al. (2012) que alcangaram
maximas concentraces de biomassa de Dunaliella sp. e D. Salina em meios de cultivo com
3mM de KNO; (303 mg L™). A concentragdo de 1 mM foi insuficiente para o crescimento
celular, mas concentracdes mais elevadas do que 3 mM de KNO3z ndo aumentaram a producgéo
de biomassa.

As culturas com concentracdo inicial de NaNO; de 300 mg L™ apresentaram valores
mais elevados de velocidade especifica de crescimento, biomassa e conteddos lipidico e de
carotenoides, bem como produtividades mais elevadas de biomassa, carotenoides e de
lipidios. Esta concentracdo de NaNOgs foi considerada adequada para o crescimento celular e a
producdo concomitante de carotenoides e lipidios, pois a concentracdo inicial elevada de
NaNO; proporcionou 0 aumento da biomassa e do conteudo de carotenoides, e a falta de
nitrogénio apo6s 140 h de cultivo promoveu maior conteudo lipidico.

As condicOes de estresse aplicadas no final da fase exponencial de crescimento das
microalgas ndo afetaram a biomassa e teor de carotenoides; no entanto, o teor de lipidios da
biomassa foi afetado tanto pela salinidade quanto pela intensidade da luz. Elas ndo sé néao
aumentaram o teor de carotenoides, mas também reduziram significativamente o teor de
lipidios. O contetido lipidico diminuiu a baixas intensidades de luz e salinidades elevadas (R?
=0,989).

Nossos resultados séo diferentes dos relatados por alguns autores que obtiveram maior
conteddo de carotenoides totais em meios de cultivo com salinidades mais elevadas do que as
utilizadas para o crescimento das células. Fazeli et al. (2006) estudaram o efeito de diferentes
concentracdes de sal (0,05 M a 3,0 M de NaCl) no conteudo de carotenoides totais
acumulados em Dunaliella tertiolecta, sendo 0 maximo valor obtido nas culturas realizadas
com salinidade de 3,0 M. No entanto, neste mesmo trabalho, a maior quantidade de
carotenoides totais obtida foi de 2,81 mg L™, menos da metade da quantidade alcancada nos
nossos experimentos (5,80 + 0,30 mg L), usando condicdes otimizadas de crescimento
(300 mg L™ de NaNOs, 0,715 M de NaCl e 17,5 kIx).

No Artigo 3 (Capitulo 6), quatro modelos matematicos foram apresentados para
descrever a relagdo entre o consumo de nitrogénio, crescimento de biomassa e produgdo de
carotenoides totais pela microalga Dunaliella tertiolecta BE 003 cultivada em condicdes de
deficiéncia de nitrogénio e em meios de cultivo ndo limitados. Um deles é o bem estabelecido
modelo de Droop (1968), tradicionalmente usado para prever o crescimento de algas em
resposta & concentragdo de substrato. Trés novos modelos foram propostos neste trabalho
(ModN, ModNKx e ModNXmax) e utilizaram a formulacdo bésica do modelo de Monod
(1949) com nitrogénio como o substrato limitante. O consumo de nitrogénio foi modelado por
uma reacdo catalisada por nitrogénio de ordem n. Trés expressdes diferentes foram propostas
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para a velocidade especifica de crescimento da biomassa. A producdo de carotenoides totais
foi modelada utilizando a equacdo de Luedeking-Piret (1959). Os parametros do modelo da
literatura e dos modelos propostos foram estimados utilizando parte dos dados experimentais
apresentados no Capitulo 5, item 5.3.2.

Os modelos ModN e Droop foram avaliados para todas as concentragdes iniciais de
NaNO;. Os modelos ModNKx e ModNXmax foram avaliados para as concentracdes iniciais
de 300 mg L™, 600 mg L™ e 900 mg L™, pois o crescimento poderia ser limitado por falta de
nitrogénio e por aumento da concentracdo de biomassa. Os modelos ModN e Droop
proporcionaram bons ajustes para os dados de concentragdo de biomassa em culturas com
concentragdo inicial de NaNOs; de 75 mg L™. Para esta cultura, considerou-se apenas a
limitag&o por nitrogénio; portanto, os modelos ModNKx e ModNXmax né&o foram testados.

Os melhores modelos para prever o consumo de nitrogénio foram: ModN para culturas
com concentracdo inicial de NaNOs de 75 mg L™, ModNKx para 300 mg L™ e ModNXmax
para 600 mg L™ e 900 mg L™

Nos cultivos com concentracdo inicial de NaNO3 de 75 mg L™, em relag&o aos dados
de consumo de nitrogénio, o0 modelo ModN forneceu um ajuste um pouco melhor, maior valor
de R? e menor valor de MSE, em comparacio com o modelo Droop. Além disso, o valor da
velocidade de crescimento especifico méxima estimada pelo modelo ModN (Umax) foi mais
proximo do maior valor experimental das culturas (0,0275 h™ em 300 mg L™ de NaNO3) do
que o valor da velocidade de crescimento especifico maxima estimada pelo modelo Droop

(Mm).

O modelo ModNKXx forneceu um ajuste melhor quando a concentracdo inicial de
NaNOj3 foi de 300 mg L™, pois os valores das suas funcdes objetivo foram os mais baixos
entre todos os modelos. Para esta concentracdo de NaNO3, os modelos ModN e Droop néo
foram capazes de prever o comportamento experimental do consumo de nitrogénio. O modelo
ModNXmax foi o Unico capaz de descrever o comportamento da concentracdo de nitrogénio
nas culturas comecando com 600 mg L™ ou 900 mg L™ de NaNOs; no entanto, o modelo n&o
foi capaz de prever a interrup¢do do crescimento da biomassa no final dos cultivos. O valor
previsto da biomassa final pelo modelo ModNXmax (Xmax) foi maior do que o valor
experimental mais elevado de biomassa destas culturas (1,08 + 0,02 g L™). Na cultura
comecando com 600 mg L™ de NaNOjs, os modelos ModN, ModNKx e Droop forneceram um
bom ajuste para a curva de biomassa; no entanto, estes modelos ndo foram capazes de prever
a concentracdo de nitrogénio. Nas culturas com 900 mg L™ de NaNOs;, os modelos ndo
forneceram um bom ajuste da concentracdo de biomassa, em particular, no final do cultivo.
Os modelos ModN, ModNKx e Droop, também ndo conseguiram prever a concentracdo de
nitrogénio dessas culturas, pois estes modelos sempre tenderam a zero a concentracdo de
nitrogénio para promover a interrupgao do crescimento da biomassa.

A expressdo de Luedeking-Piret (1959) para a formacdo de carotenoides totais foi
aplicada com sucesso absoluto em todos os modelos que foram testados neste trabalho em
todas as concentracfes iniciais de NaNO3z. Uma vez que esta expressdo € dependente da
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concentracdo de biomassa, quanto melhor foi o ajuste da biomassa, melhor ajuste para os
carotenoides foi obtido; atingindo coeficientes de determinacdo de 0,99 para os modelos
ModN e Droop para todas as concentracdes iniciais de NaNOs, e para 0s modelos
ModNXmax e ModNKx para a concentracéo inicial de 300 mg L™ de NaNOs.

Portanto, os modelos propostos (ModN, ModNKx e ModNXmax) ajustaram com
sucesso 0 consumo de nitrogénio por microalgas numa ampla faixa de concentracdes deste
substrato. Os resultados demonstraram que o consumo de nitrogénio pode ser descrito
adequadamente por uma reacdo catalisada por nitrogénio de ordem n, tanto em meios
limitados e ndo limitados por nitrogénio. No entanto, os modelos de crescimento de biomassa
devem ser melhorados para descrever a interrupcdo do crescimento da biomassa quando
nitrogénio ainda esta disponivel nas culturas sem limitacdo de nitrogénio. A simples equacéo
de Luedeking-Piret também modelou com sucesso a producdo de carotenoides,
independentemente das expressdes de consumo de nitrogénio e velocidade de crescimento
especifico.

7.2 Perspectivas

O presente trabalho demostrou o potencial de producdo de carotenoides e lipidios pela
microalga Dunaliella tertiolecta BE 003. Ajustes podem ser feitos nas condi¢fes ambientais
de cultivo objetivando maiores velocidades especificas de crescimento e produtividades de
biomassa e produtos. Assim, a continuacdo dos estudos sobre esta microalga pode ser
realizada a partir das seguintes sugestoes:

Ajustar a concentragdo de nitrato de sddio no meio de cultivo, reduzindo a faixa de
estudo, testando concentracdes maiores que 75 mg L™ e inferiores a 600 mg L™. Avaliar a
concentracdo de lipidios totais ao longo do tempo, assim como foi realizado para os
carotenoides totais. Além disso, a formacdo de outros produtos ao longo do tempo pode ser
pesquisada, como proteinas e carboidratos, complementando o estudo sobre a composicdo
desta microalga em condigOes otimizadas de crescimento e obten¢éo de produtos.

Os modelos para crescimento da biomassa precisam ser melhorados, especialmente
aqueles para concentracBes maiores que 300 mg L™ de nitrato de sédio. Um ou mais
parametros de ajuste deve(m) ser incluido(s) a fim de estabilizar o crescimento da biomassa
mesmo quando ainda ha nitrogénio disponivel no meio de cultivo.

Uma vez obtidos os conteudos de outros produtos a partir da biomassa ao longo do
tempo, como lipidios, proteinas e carboidratos, a equacéo de Luedeking-Piret (1959) pode ser
aplicada objetivando prever a formacdo destes produtos. Novos parametros podem ser
incluidos nesta equacgdo ou outras expressdes podem ser testadas.

Partindo-se do modelo ModNKx, melhor modelo obtido nas condi¢cfes otimizadas de
cultivo, realizar a modelagem para estabelecer o volume de corte e tempo de reposicdo de
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meio de cultivo para operacdo em batelada alimentada. Aplicar o resultado da modelagem em
experimentos visando aumentos da produtividade de biomassa e produtos.
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Abstract

Microalgae Dunaliella tertiolecta is a unicellular photosynthetic microorganism that can fix
CO; efficiently from the atmosphere and from industrial exhaust gases. In the present work,
the effects of medium salinity and temperature over the growth of the marine microalgae D.
tertiolecta in airlift photobioreactor were studied. The experiments were performed according
to a central composite design. Growth curves, CO, biofixation rates and lipid content of the
resulted biomass were determined for each experiment. The best growth conditions were
0.715 M NacCl and 28 °C. Under these conditions, 0.39 + 0.03 g/L of biomass were obtained
in 93 hours of culture and the lipid content of biomass was 11.75 £ 1.8 %. The greatest values
of CO, biofixation rate (11.34 + 1.6 g CO,/m*h) occurred at 28 °C, independent of the
medium salinity.
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1 Introduction

Microalgae can fix carbon dioxide from different sources including CO, from the
atmosphere, from industrial exhaust gases and in form of soluble carbonates. The cultivation
of microalgae under controlled conditions promotes carbon dioxide biofixation and yields
products of commercial interest as pigments, lipids, proteins, sugars, among others (Sydney et
al., 2010). Additionally, it has been estimated that biomass production per hectare may be 10
or more times higher for microalgae than for conventional crops (Chisti, 2007; Chisti, 2008).

Dunaliella tertiolecta is a marine microalgae that is simple to cultivate, does not
clump on surfaces and is highly salt tolerant, which might be useful in large-scale outdoor
cultivation (Elenkov et al., 1996).

Salt tolerance of D. tertiolecta has been reported to be in the range of 0.17-1.5 M of
NaCl (Olliver et al., 1994). However other investigators working on D. tertiolecta have gone
far beyond these limits by quoting NaCl tolerance range of 0.05-3.00 M (Jahnke and White,
2003).

In this study, the effects of the medium salinity (0.430 to 1.0 M NaCl) and temperature
(21 to 35 °C) over the growth of D. tertiolecta in airlift photobioreactor was evaluated. The
CO, biofixation rates and the lipid and pigment content of the resulted biomass were also
measured.

2 Methods

The experiments were performed with the unicellular green marine microalgae
Dunaliella tertiolecta. The cells were maintained in 250 mL Erlenmeyer flasks with 50 mL of
culture medium /2 (Guillard, 1975) in camera germination under controlled temperature
(20 °C) with a photoperiod of 12/12 hours (light/dark) provided by fluorescent lamp light.

In order to obtain an adequate volume of culture for inoculation of photobioreactors,
pre-cultures were done in rotatory shaker. Homogeneous aliquots of 10 ml of culture held in
camera germination were inoculated in 500 mL Erlenmeyer flasks containing 200 mL of
culture medium f/2 plus 22 g/L (0.43 M NaCl). The flasks were kept in rotatory shaker at
28 °C with continuous light for 12 days.

The experiments were performed in flat-panel-airlift photobioreactors with an internal
heat-exchanger (FPA-IHE) (Kochem, 2010). The pre-cultures were inoculated in sterile
photobioreactors containing 2,000 mL of culture medium /2 plus NaCl (0.430 M, 0.513 M,
0.715 M, 0.917 M or 1.0 M) according to the experimental design. The photobioreactors were
continuously illuminated at 18,000 lux by a panel of electronic lamps (24 x 13 W cool light,
Tashibra). The temperature was kept constant (21, 23, 28, 33 or 35 °C) by passing water from
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a thermostatic bath through the heat exchanger of the photobioreactor. The cultures were
performed in triplicate according to the central composite design (CCD) showed in Table 1.

Table A.1: Central composite design of experiments.

Number of Coded variables

Real variables

experiment  x, Xo Temperature (°C) Salinity (M NaCl)
1 -1 -1 23 0.513
2 1 -1 33 0.513
3 -1 1 23 0.917
4 1 1 33 0.917
5 -1.41 0 21 0.715
6 141 0 35 0.715
7 0 -1.41 28 0.430
8 0 141 28 1.000
9 0 0 28 0.715

The growth was followed by measures of the optical density at 570 nm three times a
day and correlated with cell dry weight (CDW). After 96 hours of culture, the biomass from
the photobioreactors was separated from medium by centrifugation, washed with distilled
water and lyophilized. The total lipid content of the lyophilized biomass was determined by

Soxhlet.

3 Results and Discussion

The growth curves of D. tertiolecta in FPA-IHE photobioreactors are shown in
Figures 1, 2 and 3. The highest biomass concentration was achieved at 0.715 M NaCl and
28 °C. The experiments performed at 33 °C and 35 °C reached the decline phase around

70 hours, what did not occur at other temperatures.
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Figure A.1: Growth of Dunaliella tertiolecta at salinity of 0.715 M and different

temperatures.
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Figure A.2: Growth of Dunaliella tertiolecta at salinity the higher salinities of CCD.
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Figure A.3: Growth of Dunaliella tertiolecta at salinity the lower salinities of CCD.

The response surface for biomass values at 93 hours of culture as function of
temperature and salinity is shown in Figure 4.

Analyzing the response surface, it is possible to conclude that the best conditions for
growth of D. tertiolecta are temperature of 28 °C and salinity of 0.715 M NaCl. Under these
conditions, 0.39 £ 0.03 g/L of biomass were achieved at 93 hours of culture.
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Figure A.4: Response surface for biomass values (g/L) in 93 hours of culture as a function of
temperature and salinity.

Figure 5 shows the response surface for total lipid content of cells with temperature
and salinity. The highest lipid content occurred at 28 °C and 0.715 M NaCl, the same
condition of the highest biomass concentration. Under these conditions, a total lipid content of
11.75 £ 1.8% was achieved. This value is very similar to that obtained by Sydney et al.

(2010), which was 11.44 + 1.8%, but at different growth conditions from those used in this
work.

The CO; biofixation rates are shown in Figure 6. The highest biofixation rates
(11.34 + 1.6 g CO,/m>.h) were achieved at 28 °C, being independent of medium salinity.
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Figure A.6: Average rates of CO; fixation in microalgae Dunaliella tertiolecta grown over
100 h for the experiments.
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4 Conclusions

In this work, the biomass production, total lipid content and CO; biofixation rate by D.
tertiolecta were optimized by central composite design with temperature and medium salinity.
At temperature of 28 °C and salinity of 0.715 M NaCl the highest values of biomass and lipid
content were achieved.

The highest CO, biofixation rates occurred at 28 °C, independent of the medium
salinity.
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Resumo

A emissdo de diéxido de carbono € considerada uma das principais responsaveis pelo
aquecimento global. Microalgas sdo microrganismos fotossintéticos capazes de utilizar CO,,
inclusive em usinas termoelétricas, produzindo matéria orgénica. Dentro deste contexto, neste
trabalho foi investigado o efeito da adi¢do de nitrogénio na forma de sais sobre a quantidade
de biomassa nos cultivos da microalga marinha Dunaliella tertiolecta em fotobiorreator airlift
e, consequentemente, a biofixacdo de CO,. Foram testados trés tipos de sais: NaNO3z e KNO3
na concentragédo de 0,050 M e NH4NOj3 na concentragdo de 0,025 M. Os melhores resultados
foram obtidos com o NaNOj. Posteriormente foram testadas trés diferentes concentracdes de
NaNOj3 (300 mg/L, 600 mg/L e 900 mg/L). Os melhores resultados foram obtidos utilizando-
se 300 mg/L, obtendo-se 1,29 + 0,02 g/L de biomassa em 188 h de cultivo e a taxa de
biofixacéo de CO, de 16,9 + 0,8 g CO,/(m* h). As concentragbes maiores de NaNOjs inibiram
0 crescimento das microalgas.

Palavras-chave: microalga, Dunaliella tertiolecta, fotobiorreator, nitrogénio.
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1 Introducao

A producdo de microalgas pode ser justificada por apresentar diversas vantagens,
dentre as quais podem ser destacadas: a remocdo de didxido de carbono (CO,) de gases de
combustdo industrial por biofixacdo de algas, reduzindo as emissdes de gases de efeito estufa
de uma empresa ou de um processo; apos a extracdo do 6leo, por exemplo, o0 restante da
biomassa de algas pode ser processado para obtencéo de etanol, metano, racdo animal, adubo
organico devido a sua alta razdo N/P, ou simplesmente queimada para cogeracdo de energia
(Mata et al., 2010).

Além das citadas acima, o cultivo de microalgas oferece outras vantagens, entre elas: o
cultivo de microalgas é um sistema biolégico eficiente na utilizacdo da energia solar para a
producdo de matéria organica, sendo que, muitas espécies crescem mais rapidamente do que
as plantas terrestres, fato que possibilita maiores rendimentos anuais de biomassa (maior
produtividade); sua natureza unicelular assegura uma biomassa com mesma composicao
bioquimica, o que ndo ocorre com as plantas terrestres que apresentam compostos localizados
em partes especificas: nos frutos, folhas, sementes ou raizes; por manipulacdo das condicdes
ambientais de cultivo (luz, temperatura e nutrientes, por exemplo) muitas espécies podem ser
induzidas a sintetizar e acumular altas concentracdes de proteinas, carboidratos, lipidios etc.
Tais compostos apresentam um elevado valor comercial, principalmente por serem produtos
naturais; podem crescer bem em regides com condi¢des climéticas extremas. Os cultivos
podem ser desenvolvidos com &gua marinha ou de estuarios, a qual ndo pode ser
convencionalmente empregada no cultivo de plantas com valor para a agricultura, ou com
agua proveniente de diversos outros processos de producdo (agropecuaria, industrias, dejetos
domésticos etc.); o ciclo de vida da maioria das microalgas se completa em poucas horas, 0
que favorece a selecdo de cepas e 0 melhoramento genético das espécies (Derner et al., 2006).

Tradicionalmente, as microalgas sdo criadas em sistemas fechados (fotobiorreatores)
ou lagoas abertas que sdo aeradas ou expostas ao ar para permitir a captura de CO, do
ambiente. A atmosfera contém apenas 0,03 % a 0,06 % de CO,, e esta baixa concentracdo
pode tornar o crescimento celular lento. Por outro lado, os gases de exaustdo industriais, tais
como gases de combustdo contém até 15 % de CO,, fornecendo uma fonte rica em CO, para o
cultivo de microalgas e potencialmente uma rota mais eficiente para a biofixagdo de CO,
(Wang et al., 2008).

A utilizacdo de microalgas para mitigacdo de CO, oferece inUmeras vantagens, entre
elas, a possivel reciclagem completa de CO, (Figura 1), porque o diéxido de carbono é
convertido em energia quimica através da fotossintese, que pode ser convertido em
combustiveis usando tecnologias existentes.
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Figura B.1: Fluxograma conceitual de processos combinados utilizando microalgas para
producdo de biocombustiveis, biomitigacdo de CO, e remoc¢do de N/P de efluentes. Entradas:
fonte de carbono, CO;; fontes de nitrogénio e fosforo, efluentes ricos em N/P; fonte de
energia, energia solar. Saidas: efluentes com baixo N/P, bioprodutos com valor agregado e
biocombustiveis (Wang et al., 2008).

O meio de cultivo deve fornecer os nutrientes necessarios para o crescimento das
microalgas. Segundo Rebolloso-Fuentes et al. (2001) os elementos mais importantes que
constituem as células das algas sdo carbono, nitrogénio, fosforo e enxofre. Outros elementos
essenciais incluem ferro, magnésio, elementos tracos e, em alguns casos, silicio.

Normalmente, a Unica fonte de carbono utilizada no cultivo de microalgas é o CO,. Ja
as fontes mais comuns de nitrogénio sdo nitrato, amonia e ureia (ou combinagdes desses).
Vale a pena mencionar que o amdnio € a forma quimica do nitrogénio mais facilmente
assimilada pelo fitoplancton. Ao contrario do nitrato, ndo requer reducdo, sendo assimilado
como aminoacidos. Entretanto, o estudo desenvolvido por Wang et al. (2008) indicou que
amoénio em alta concentracdo tem efeitos toxicos sobre o crescimento das microalgas. Além
disso, a ambnia pode ir para a atmosfera, causando problemas ambientais e econémicos.
Portanto, a selecdo de fontes de nitrogénio para o cultivo de microalgas deve ser baseada em
dados experimentais.

Segundo Wang et al. (2008), aguas residuais ou aguas residuais secundarias sdo fontes
baratas de nitrogénio e contém grandes quantidades de diferentes formas de nitrogénio. No
entanto, o uso de aguas residuais para o cultivo de microalgas pode causar problemas de
contaminag&o e, portanto, deve ser utilizada com precaucao.

2 Material e Métodos

Os experimentos foram realizados com a espécie de microalga marinha Dunaliella
tertiolecta em fotobiorreator airlift de 2,2 litros (Kochem, 2010).
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A manutencéo das células foi realizada em frascos Erlenmeyer de 250 mL, com 50 mL
de meio de cultura f/2 (Guillard, 1975), mantidos em camera de germinagdo sob condicdes
controladas de temperatura (20 °C), com fotoperiodo de 12 h claro e 12 h escuro,
proporcionado por lampada fluorescente tipo luz do dia.

A fim de obter um volume adequado de cultura para inocular os fotobiorreatores, foi
realizado um cultivo inicial em estufa incubadora rotatoria. Foram retiradas aliquotas
homogéneas de 10 mL do cultivo mantido na cadmera de germinagdo, as quais foram
inoculadas em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio f/2 acrescido de
22 g/L (0,43 M NaCl). Os frascos foram mantidos em estufa incubadora rotatéria a
temperatura de 28 °C com luz continua durante 12 dias.

Estes cultivos iniciais foram inoculados em fotobiorreatores estéreis contendo 2,0 L de
meio f/2 acrescido de NaCl 0,715 M, KH,PO,4 0,005 M e NaNO; 0,050 M, NH4NO3 0,025 M
ou KNO3 0,050 M, como fonte de nitrogénio. Os fotobiorreatores foram iluminados
continuamente a 17,5 klx por um painel de lampadas eletronicas (24 x 13 W, luz branca,
Tashibra). A temperatura foi mantida constante em 28 °C através da passagem de dgua de um
banho termostatico pelo trocador de calor do fotobiorreator. Foi adicionado CO; aos cultivos
a fim de manter o pH entre 7,5 e 8,5.

Apos a escolha do sal, fonte de nitrogénio, foram realizados novos cultivos variando-
se a concentracdo do sal NaNOs. As culturas foram inoculadas em fotobiorreatores estéreis
contendo 2,0 L de meio f/2 acrescido de NaCl 0,715 M, e NaNO3; na concentracdo de
75 mg/L (concentracdo padrdo do meio f/2), 300 mg/L, 600 mg/L ou 900 mg/L. As condi¢bes
de cultivo foram as mesmas utilizadas nos cultivos anteriores para a escolha do sal.

O crescimento das culturas foi acompanhado através de medidas de densidade 6tica a
750 nm em espectrofotdmetro realizadas duas vezes ao dia com intervalos aproximados de
doze horas e correlacionados com peso-seco.

A duracdo média de cada cultivo foi 188 h, tempo necessario para atingir a fase de
estabilizacdo ou de inicio de declinio da cultura. Ao final do cultivo, as células de cada
fotobiorreator foram separadas do meio por centrifugagédo, lavadas com agua e novamente
centrifugadas. Posteriormente, a remogdo completa de agua do material centrifugado de cada
tratamento foi obtida através do processo de liofilizacdo. Posteriormente serdo avaliados os
teores de carotenoides e lipidios das células de cada cultivo.

As taxas de biofixacdo de CO, foram calculadas a partir das derivadas das curvas de
biomassa para cada concentracdo de NaNO:s.
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3 Resultados e Discussoes

A microalga D. tertiolecta foi capaz de utilizar NaNO3, KNO3; e NH4sNO3; como fonte
de nitrogénio para o crescimento. Até aproximadamente 150 h de cultivo, as maiores
quantidades de biomassa foram obtidas com NH4NO3, porém a fase de estabilizacdo foi
atingida antes do que nos cultivos realizados com NaNO3; e KNOs. Os resultados obtidos com
estes dois sais foram muito semelhantes, com quantidades de biomassa levemente superiores
quando utilizado o0 NaNOg3 (Figura 2).

1,25
| fontes de nitrogénio: x:
+ NaNO3 b 3
1,00 - e
o NHANO3 o
] 0
- AKNO3 04 8 8 oo
% 0,75 - o
® | &
8 ¢
2 0,50 +
o o
- 0 0 :
0,25 X
= t
1 . s
0,0D *\ T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250
tempo (h)

Figura B.2: Valores médios de biomassa (g/L) da microalga Dunaliella tertiolecta cultivadas
com diferentes sais fontes de nitrogénio.

Chen et al. (2011) utilizaram o meio de cultura Erdschreiber modificado com varias
concentragdes de nitrato (NO3z) e amonio (NH;") a fim de determinar a melhor fonte de
nitrogénio para o crescimento microalga D. tertiolecta. Esse organismo foi capaz de usar tanto
0 nitrato quanto aménio como fonte de nitrogénio. Porém, a maior producdo de biomassa foi
obtida utilizando nitrogénio inorganico na forma de nitrato e ndo na forma de amdnio,
confirmando os resultados obtidos nesse trabalho.

Na Figura 3 sdo apresentadas as curvas de crescimento da microalga D. tertiolecta
com diferentes concentracbes de NaNOs. Observa-se que o meio de cultivo f/2 apresentou
producdo de biomassa muito menor comparada aos meios suplementados com maiores
concentragdes de NaNOs. A maior quantidade de biomassa foi obtida nos cultivos com
300 mg/L de NaNOs3, sendo que os cultivos com 600 mg/L e 900 mg/L de NaNOj3 resultaram
em quantidades de biomassa levemente menores. Portanto, pode-se concluir que a adigdo de
NaNO; aos cultivos como fonte de nitrogénio é imprescindivel, porém quantidades elevadas
deste sal inibiram o crescimento das microalgas. A maior quantidade de biomassa foi obtida
nos cultivos com 300 mg/L de NaNO3; ao final de 188 h, sendo este valor aproximadamente
trés vezes maior que a biomassa obtida no meio de cultivo padréo /2.
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Chen et al. (2011) utilizando o meio de cultivo com 23 mM de NaNOg3 obtiveram a
maior densidade 6ética, 2,8 (OD4os), em comparacdo com uma densidade de 1,8 no meio com
2,3 mM de NaNOs;. No entanto, um aumento adicional na concentracdo de NaNOj para
46 mM ndo provocou um aumento adicional na densidade Otica maxima obtida. O
crescimento do namero de células com 1,0 mM de NH4ClI foi comparavel ao crescimento com
2,3 mM de NaNOs. No entanto, o crescimento com concentrac6es maiores de NH,CI (10 mM
e 50 mM) foi menor do que com 1,0 mM de NH4CI. O crescimento no meio com 20 mM de
NH,Cl e 46 mM de NaNO3; também foi menor quando comparado a0 meio somente com
46 mM de NaNOs. Estes resultados indicam que elevadas quantidades de am6nio no meio de
cultivo inibem o crescimento celular.

Na Figura 4 sdo apresentadas as taxas de biofixacdo de CO, ao longo do tempo de
cultivo. Observa-se que as curvas obtidas para os cultivos com 300 mg/L, 600 mg/L e
900 mg/L de NaNO; foram semelhantes, porém os cultivos com 300 mg/L de NaNOj
forneceram taxas de biofixacdo levemente superiores. Os cultivos com concentracdo padrédo
de NaNO; do meio /2 (75 mg/L) forneceram taxas de biofixagdo muito inferiores em relagéo
aos cultivos realizados com concentracdes maiores de NaNOj3. A taxa de biofixacdo maxima
foi de 16,9 + 0,8 g CO./(m® h) obtida nos cultivos com 300 mg/L de NaNO; em
aproximadamente 120 h de cultivo. Nos cultivos com 900 mg/L de NaNOj3 obteve-se uma
taxa de biofixacdo maxima de 17,9 + 3,1 g CO,/(m* h). Porém durante todo o cultivo, os
resultados fornecidos foram inferiores aos observados nos cultivos com 300 mg/L, com
excecao deste ponto com aproximadamente 120 h de cultivo.
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Figura B.3: Valores médios de biomassa (g/L) da microalga Dunaliella tertiolecta cultivada
ao longo de 188 h com diferentes concentracfes de NaNOs.
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Figura B.4: Taxas médias de biofixacdo de CO, da microalga Dunaliella tertiolecta cultivada
ao longo de 188 h para os experimentos realizados.

4 Conclusodes

As microalgas Dunaliella tertiolecta foram capazes de utilizar NaNO3;, KNO; e
NH4NO3; como fonte de nitrogénio para o crescimento, porém as maiores gquantidades de
biomassa foram obtidas com NaNOs.

Entre as concentragdes de NaNO; avaliadas, 0os melhores resultados foram obtidos
utilizando-se 300 mg/L de NaNOs, obtendo-se 1,29 + 0,02 g/L de biomassa em 188 h de
cultivo e a taxa de biofixagdo méxima foi de 16,9 + 0,8 g CO,/m* h.

A adicdo de NaNO3; como fonte de nitrogénio nos cultivos é imprescindivel para a
obtencdo de elevadas quantidades de biomassa e taxas de biofixacdo de CO,, porém
concentragdes elevadas de NaNOs3 inibem o crescimento das microalgas.
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Apéndice C

Influéncia da luminosidade e concentracao
salina na producéo de lipidios e carotenoides
pela microalga Dunaliella tertiolecta em
fotobiorreator airlift

Este trabalho foi apresentado e publicado nos Anais do XX Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica, realizado em outubro de 2014 em Florianopolis, SC.
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Resumo

A microalga Dunaliella tertiolecta é dos poucos microrganismos fotossintéticos capaz de
produzir simultaneamente grandes quantidades de carotenoides e lipidios em determinadas
condi¢Oes de estresse ambientais, como luminosidade e concentracdo salina do meio de
cultivo. Porém estas condicdes normalmente diminuem a velocidade de crescimento das
microalgas. Neste trabalho foi investigado o efeito do aumento da luminosidade e da
concentracdo salina durante os cultivos a fim de promover a maior sintese destes bioprodutos.
Para isso, os cultivos foram realizados em duas fases: (1) producdo de grande nimero de
células nas condic@es ideais de crescimento e, posteriormente, (2) aplicacdo de condicdes de
estresse salino e luminoso. Os melhores resultados foram a 30 KklIx, obtendo-se
1,24+ 0,06 g L™* de biomassa, 5,08 + 0,04 mg L™ de carotenoides no meio de cultivo,
correspondendo a uma concentracdo 4,34 + 0,38 mg g™ de biomassa seca, e 10,21 + 0,03 %
de lipidios na biomassa, em 210 h de cultivo.

Palavras-chave: microalga, Dunaliella tertiolecta, fotobiorreator, lipidios, carotenoides.
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1 Introducao

As microalgas sdo fontes naturais de acidos graxos insaturados, carotenoides,
xantofilas, vitaminas, proteinas, minerais e enzimas. O potencial comercial das microalgas
para a producao industrial de alimentos funcionais a partir destes metaboélitos é amplamente
reconhecido. Consequentemente, o cultivo em massa de microalgas, visando o aumento da
producdo desses compostos bioquimicos, essenciais para a saude humana, € de grande
interesse préatico (Inbaraj et al., 2006; Raja et al., 2007).

Os carotenoides provenientes de microalgas tém sido utilizados como aditivos
alimentares na forma de corantes, antioxidantes e vitaminas e, também, nas industrias de
cosmeéticos e farmacéutica. O uso desses compostos em aplicagdes terapéuticas como agentes
na prevencdo de doencas degenerativas e do cancer e estimuladores do sistema imunolégico é
resultado de sua habilidade de protecdo contra os radicais livres (Del Campo et al., 2000;
Baker e Gunther, 2004). O grande interesse na aplicacdo de produtos provenientes de algas
marinhas na formulacdo de drogas e alimentos é também devido a composicdo lipidica
diversificada de acidos graxos poli-insaturados (Elenkov et al., 1996; Gill e Valivety, 1997;
Medina et al., 1998). Além disso, os lipidios de microalgas sdo quimicamente similares aos
Oleos vegetais, tornando-os fontes potenciais para a producdo de biodiesel a partir da
transesterificacdo do O6leo (Chisti, 2007; Chiu et al., 2009; Tang et al., 2010) ou o6leo
combustivel através da liquefacdo direta da massa de células de microalgas (Francisco et al.,
2010; Johnson e Admassu, 2013; Yeh et al., 2013).

Entre as microalgas marinhas, células da espécie Dunaliella sdo conhecidas por
sintetizar quantidades significativas de carotenoides e lipidios em cultivos submetidos a
condigdes de estresse salino e luminoso. E esperado algum efeito do aumento da salinidade
sobre o metabolismo destes microrganismos, especialmente sobre constituintes importantes da
membrana celular tais como os lipidios (Elenkov et al., 1996). Um aumento na composicao
lipidica da microalga D. tertiolecta foi reportado como sendo resposta ao aumento da
salinidade ambiental (Takagi et al., 2006). Por sua vez, o acimulo de carotenoides pode ser
uma resposta ao estresse oxidativo produzido pelo excesso de luz. Os carotenoides séo
reconhecidos como antioxidantes eficazes contra o dano oxidativo, pois séo capazes de
eliminar formas radicais de oxigénio ativo, protegendo as células contra um excesso de
luminosidade (Orosa et al., 2000; Hu et al., 2008; Mogedas et al., 2009).

As condigdes de estresse normalmente ndo coincidem com as condigdes 6timas de
crescimento da maioria das microalgas, diminuindo suas taxas de crescimento (Chen et al.,
2011). Além disso, a combinagdo de pardmetros ambientais e a configuragdo do sistema de
producdo das microalgas a fim de produzir uma densidade celular elevada e consideravel
conteudo lipidico e de carotenoides sdo bastante complexos (Tang et al., 2010). Neste
contexto, o objetivo principal deste trabalho é elucidar o efeito da intensidade luminosa e da
salinidade do meio no acumulo de carotenoides e lipidios pela microalga D. tertiolecta
cultivada em fotobiorreator airlift. A fim de minimizar a influéncia destes parametros sobre a
reducdo na producdo de biomassa, os cultivos foram realizados em duas fases: nas primeiras
140 h o crescimento das células ocorreu nas condigdes ideais de crescimento e,
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posteriormente foram aplicadas condicGes de estresse salino e luminoso até o final dos
cultivos.

2 Materiais e Métodos

2.1 Microrganismo e meio de cultivo

O microrganismo utilizado neste estudo foi a microalga unicelular Dunaliella
tertiolecta, cedida pelo professor Sérgio Lourenco do Laboratorio de Fisiologia e Cultivo de
Algas do Departamento de Biologia Marinha da Universidade Federal Fluminense (Rio de
Janeiro / Brasil).

As células foram cultivadas no meio Guillard f/2 (Guillard, 1975) modificado,
consistindo de agua destilada, 34 g L™ de sal marinho (Red Sea), 16,5 g L™* NaCl, 300 mg L™
NaNO;, 5 mg L™ NaH,PO3.H;0, 30 mg L™ NaySi0s.9H,0, 1 mL L™ solucio de metais trago
com 9,8 mg L™ CuS04.5H,0, 22 mg L™ ZnS0,.7H,0, 10 mg L™ CoCl,.6H,0, 180 mg L™
MnCl,.4H,0, 6,3 mg L™ Na,M00,4.4H,0, 4,36 mg L™ Na,EDTA e 3,15 mg L™ FeCl;.6H,0,
1 mL L™ de solucéo de vitaminas com 100 mg L™ Tiamina, 0,5 mg L™ Cianocobalamina e
0,5mg L™ Biotina. O pH do meio foi ajustado para 7,2 pela adicdo de 40 mM de Tris (2-
amino-2-[hidroximetil]-1-3-propanediol). O meio de cultivo foi esterilizado em autoclave a
(121 °C / 15 min), exceto a solugdo de vitaminas que foi esterilizada por microfiltragéo
(0,22 um, Millipore, Barueri, Brasil).

As microalgas foram mantidas no meio de cultivo Guillard f/2 (Guillard, 1975) a
temperatura controlada (20 °C) e com fotoperiodo de 12 h fornecido por ldmpada eletrdnica
de 30 W, correspondente a uma intensidade luminosa de aproximadamente 5,8 kix.

2.2 Experimentos em fotobiorreator

A fim de obter um volume de 200 mL de cultura para inocular os fotobiorreatores,
uma aliquota de 20 mL de microalgas da cultura mae do banco de cultivo foi inoculada em
180 mL de meio de cultivo estéril em frascos Erlenmeyer de 500 mL. Estes frascos foram
colocados em incubadora com agitacdo orbital com temperatura controlada de 28 £+ 1 °C e
iluminagdo permanente através de lampada eletronica de 30 W, correspondente a uma
intensidade luminosa de aproximadamente 5,8 klIx, durante 12 dias. Ap0s este periodo, 0s pré-
inoculos foram considerados prontos para serem utilizados nos fotobiorreatores.

Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores de placa do tipo airlift (Kochem et
al., 2014), confeccionados em acrilico, com 450 mm de altura, 108 mm de largura, 30 mm de
profundidade do riser, 20 mm de profundidade do downcomer e com volume util de 2,2 L.
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Para realizar a limpeza/assepsia dos reatores, 0s mesmos foram totalmente
preenchidos com &gua destilada e 10 mL de solucdo comercial de hipoclorito de sodio
(2,5 %). Apds 15 min, foram adicionados 2,5 mL de solucdo de tiossulfato de sédio 250 g L™
para a completa neutralizacdo do cloro. Apés 2 h esta solucéo foi descartada e os reatores
foram preenchidos com 2,0 L de meio de cultura estéril.

Os pre-indculos (200 mL) foram inoculados nos fotobiorreatores, totalizando um
volume de 2,2 L. A temperatura dos cultivos foi mantida constante em 28 °C através da
passagem de agua de banhos térmicos conectados por mangueiras a camisa interna de
aquecimento/resfriamento de cada fotobiorreator, com area de 635 cm® A aeragdo foi
realizada com vazdo 0,5 L min™® de uma mistura de ar comprimido e CO, filtrados com
membrana de 0,22 um (Midisart®2000 / Sartorius Stedim Biotech) utilizando-se duas pedras
porosas conectadas em mangueiras inseridas pelo topo dos reatores até o fundo dos mesmos.
As vazdes da mistura ar-CO, foram controladas utilizando-se rotdmetros (Dwyer). A
quantidade de CO, adicionada ao ar comprimido variou entre 1 e 2 % a fim de manter o pH da
cultura entre 7,5 e 8,5 durante todo o cultivo. Os fotobiorreatores foram iluminados
continuamente na secdo riser a 17,5 klx por um painel de lampadas eletrénicas (24 x 13 W,
luz branca, Tashibra).

Os experimentos foram realizados em duplicata totalizando oito cultivos realizados
simultaneamente. Nos cultivos submetidos ao estresse salino, uma solucdo concentrada de
NaCl (5,0 M) foi adicionada no final da fase log, apds 140 h de cultivo. Nesse mesmo tempo
(140 h), também foi aumentada a intensidade luminosa na sec¢do riser nos cultivos submetidos
ao estresse luminoso. Portanto, ap6s 140 h, dois cultivos continuaram sendo realizados nas
mesmas condicdes, sem adicdo de NaCl e aumento da intensidade de luz (0,715 M NaCl e
17,5 kIx). Apds o mesmo intervalo de tempo, outros dois cultivos foram submetidos apenas ao
estresse salino (1,215 M NaCl e 17,5 kiIx), mais dois cultivos foram submetidos apenas ao
estresse luminoso (0,715 M NaCl e 30 kiIx) e dois cultivos foram submetidos ao estresse
salino e luminoso (1,215 M NaCl e 30 kix).

A temperatura dos cultivos foi monitorada com termdmetros de mercdrio e a
intensidade luminosa com auxilio de um luximetro digital (MS6610, Akso, Brazil). O pH foi
medido através de fita indicadora de pH (Alkalit®Merck, Alemanha). O crescimento das
microalgas foi acompanhado através de medidas de densidade Otica a 750 nm com
espectrofotdbmetro Amersham Biosciences modelo Ultrospec 3100 Pro e relacionadas com
biomassa por medida de peso-seco.

As medidas de temperatura, intensidade luminosa, pH e densidade Otica foram
realizadas duas vezes ao dia com intervalos aproximados de 12 h. Além disso, nestes mesmos
intervalos, foram retiradas duas aliquotas de 2 mL de cada fotobiorreator, uma para a
realizacdo de medidas da densidade otica (750 nm) dos cultivos e outra para analise de
nitrogénio do meio de cultura e de carotenoides sintetizados pelas células. Essa Ultima
aliquota foi centrifugada (16000 x g / 5 min) e o sobrenadante (meio de cultura) foi removido
com auxilio de uma pipeta Pasteur. O sobrenadante e o precipitado (pellet) foram congelados
separadamente para determinacéo de nitrogénio e carotenoides totais respectivamente.
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A duracdo média de cada cultivo foi de 210 h. Finalizados os cultivos, as células de
cada fotobiorreator foram separadas do meio de cultura por centrifugacdo e posterior
liofilizacdo. Amostras do material liofilizado obtido em cada experimento foram utilizadas
para determinag&o do teor de lipidios totais em extrator Soxhlet.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias forma
comparadas pelo teste de Tukey utilizando o software Statistica 12 (StatSoft Inc., Tulsa,
EUA).

2.3 Andlises da biomassa

O teor de lipidios totais na biomassa foi determinado por diferenca apds extracdo com
éter de petroleo (135 °C) utilizando-se extrator Soxhlet (Foss/Soxtec 2055TM).

O teor de carotenoides totais foi determinado por espectrofotometria. Em tubos de
ensaio, 2,0 mL de acetona (Synth) foram adicionados ao precipitado de microalgas
(descongelado). Apos 12 h em refrigerador (-4 °C), o material foi centrifugado (16000 x g /
5 min). Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, o extrato (sobrenadante) foi transferido para
uma cubeta de vidro. Foram medidas as absorbancias (A) nos comprimentos de onda 661,6,
644,8 e 470 nm. Medidas de turbidez foram realizadas em 750 e 520 nm. As concentracdes de
clorofilas a e b (Ccnia € Cchip) € a concentracdo de carotenoides totais das células (Cc;) foram
calculadas com as Equacdes 1, 2 e 3 (Lichtenthaler e Buschmann, 2001), onde a concentracédo
de pigmentos é dada em mg L™ de solucéo do extrato.

Cenhia =1124Aq, 5 — 2,04 A 45 (1)
CCth = 20'13A644.8 - 4’19A6616 2
C, = (1000A,,,-190C,,,, —6314C,,, )/ 214 (3)

2.4 Analise de NaNO; no meio de cultivo

As concentracdes de nitrato de sodio foram determinadas por espectrofotometria
utilizando-se teste colorimétrico para determinacdo de nitrato de sédio em agua de aquario
(Mydor, Ft. Lauderdale, EUA). Foram medidas as densidades 6ticas (OD) em 517 nm,
comprimento de onda no qual se observou a maior absorbancia do nitrato de sddio. As
concentragdes de NaNOjz dos meios de cultivo foram determinadas a partir de reta padrdo
relacionando concentragdes conhecidas de NaNO3 e densidades o6ticas a 517 nm.
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3 Resultados e Discussoes

A microalga D. tertiolecta apresenta diferentes curvas de crescimento e quantidades
de carotenoides totais (mg L™ e mg g™*) produzidas pelas células de acordo com as condigdes
de estresse salino e/ou luminoso submetidos aos cultivos (Figura 1a,c,d). O consumo de
NaNO3 durante os cultivos ndo foi influenciado pelas diferentes condigdes de estresse, pois as
curvas de concentracdo de NaNO; em funcdo do tempo para todos os cultivos realizados
foram muito semelhantes (Figura 1b). Outros autores também nao identificaram diferencas
significativas nas concentracdes de nitrato no decorrer dos cultivos submetidos a diferentes
concentracgdes salinas (Takagi et al., 2006).

As condicGes de estresse ndo diminuiram a producdo de biomassa quando comparados
aos cultivos ndo submetidos a estas condi¢des. A comparacdo das médias através do teste de
Tukey mostrou que os valores de biomassa obtidos nas condigdes normais de crescimento e
em condicGes de estresse salino e luminoso ndo diferem entre si ap6s 210 h de cultivo
(Tabela 1).
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Tabela C.1: Biomassa e concentracdes de carotenoides e lipidios nos cultivos de Dunaliella
tertiolecta em fotobiorreator airlift em condigdes de estresse salino e luminoso em 210 h.

Salinidade, Biomassa Concentracdo  Concentragéo Teor de
intensidade de luz de carotenoides de carotenoides lipidios
(M NaCl; kix) gL? (mg L) (mg g™ (%)
0,715; 17,5 1,19 + 0,00 4,34 +0,00° 3,64 +0,00° 8,93+0,13°
1,215; 17,5 1,16 £0,07*  4,82+0,00°  418+026*°  7,98%0,09°
0,715; 30 1,24 + 0,06 4,93 +0,09° 4,00 +0,25° 10,21 +0,03°
1,215; 30 1,18 +0,11° 5,08 + 0,04° 4,34 +0,28° 9,20 +0,11°

A anélise estatistica dos dados experimentais mostrou que a iluminacéao e a salinidade
afetam significativamente a producdo de carotenoides (mg L™) (p = 0,028) e lipidios
(p <0,0001) pela microalga D. tertiolecta. Quanto maiores as condic¢des de estresse salino e
luminoso, apds a fase de crescimento das microalgas, maior a sintese de carotenoides (mg L™)
(Figura 2a). A comparacdo das médias através do teste de Tukey mostrou que as quantidades
de carotenoides (mg L™) obtidas nos cultivos sob condices de estresse séo diferentes das
obtidas nas condi¢Ges normais de crescimento durante todo o periodo (Tabela 1). Para os
valores de carotenoides (mg g™), o teste de Tukey demonstrou que os resultados obtidos ndo
diferem entre si (Tabela 1). Com relacdo ao teor lipidico total, 0 aumento da iluminacédo
provoca maior sintese de lipidios pela microalga D. tertiolecta, porém esta é diminuida com o
aumento da salinidade (Figura 2b). A comparacdo das médias através do teste de Tukey
mostrou que os valores de lipidios obtidos nas diferentes condicGes testadas neste trabalho
diferem e entre si (Tabela 1). Outros autores também obtiveram contetdos lipidicos mais
elevados nas células de microalgas submetidas a maiores intensidades luminosas (Tang et al.,
2010).
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Estudos realizados com D. salina demonstraram que a melhor salinidade para a
obtencdo de concentracBes mais altas de carotenoides (mg L™) foi 1,5 M NaCl (Farhat et al.,
2011), resultado semelhante ao obtido neste trabalho, 1,215 M NaCl. Porém, os resultados
obtidos por Farhat et al. (2011) demonstram que uma vez atingido o crescimento das células,
um acréscimo maior de sal poderia aumentar o rendimento em carotenoides, da mesma forma
como foi comprovado neste trabalho de acordo com a Figura 2a. Os autores cresceram as
microalgas nas concentragdes de 0,6, 1,5, 3,0 e 4,5 M NaCl durante todo o tempo de cultivo e
a concentracdo maxima de carotenoides obtida em todos tratamentos ndo ultrapassou
1 mg L™ A maior concentracéo de carotenoides obtida neste trabalho (5,08 + 0,04 mg L™)
pode ser atribuida a adicdo complementar de NaCl no final da fase log de crescimento das
células, pois salinidades em torno de 0,5 M NaCl sdo consideradas mais apropriadas para a
obtencdo de maiores concentragdes celulares da microalga D. tertiolecta (Jahnke e White,
2003).
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