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RESUMO

GUIRADO, J.P.F. Estudo sobre a obtencao de acidos graxos poli-insaturados
a partir da hidrolise de éleo microalgal. 2019. 38 p. Projeto de Monografia (TCC)

- Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2019.

A demanda de acidos graxos poli-insaturadas, principalmente émega 3 e émega 6,
tem aumentado cada vez mais, de forma geral por causa de seus beneficios para
a saude humana, como auxiliando na prevengéo de problemas cardiovasculares e
condigdes inflamatorios, por exemplo. Esses acidos graxos sdo encontrados em
animais, plantas transgénicas, fungos e em muitos microrganismos, mas sao
tipicamente extraidos de peixes gordurosos. Porém, recentemente, pesquisas
apontam a hidrélise de 6leo microalgal como uma fonte mais sustentavel e menos
complexa para a obtencao desses acidos. Pois, dessa maneira, pode-se reduzir a
quantidade de pescado para esse fim, visto que os estoques de peixes estao
diminuindo, como também, O&leos extraidos de peixes possuem aromas e
substancias que devem ser tratadas a fim de purificar e obter um melhor produto
final. A producdo por meio de microalgas pode ser desde pequena escala,
laboratorial, como em larga escala, industrial, nesse caso necessita-se de mais
estudos para viabilizar o preco final do produto para que possa ficar mais
competitivo com o mercado ja existente. Com base nesse contexto, o presente
trabalho teve como objetivo realizar um estudo sobre a obteng&o de 4cidos graxos
poli-insaturados, em especial dmega-3 e 6mega-6, produzidos por microalgas. A
realizagcdo deste estudo permitiu analisar e comparar dados por meio de
umarevisdo bibliografica possibilitando identificar quais s&o as linhagens de
microalgas com maior potencial para o acumulo desses acidos graxos e 0s
principais fatores que influenciam a reagéo de hidrélise para essa finalidade. As
microalgas avaliadas nesta pesquisa bibliografica foram Chorella vulgaris, Chorella
minutissima, Dunaliella salina, Nannochloropsis gaditana, Scenedesmus
accuminatus e Chlorella pyrenoidosa. De acordo com os trabalhos analisados, os
teores de acido linoléico e linolénico variaram entre 0% a 30%, e 0% a 57,23%,
respectivamente, dependendo da espécie e tipo de extragéo de lipideo empregada.
A microalga que obteve a maior produgao de w-6 Dunaliella salina cultivada em um
fotobiorreator do tipo fechado e a de w-3 Scenedesmus accuminatus cultivada em
um fotobiorreator aberto. Pela analise dos resultados ficou claro que, muitos fatores
influenciam de maneira bastante significativa na obtencao desses acidos graxos
essenciais, dmega 3 e 6mega 6 por microalgas.

Palavras-chave: Acidos graxos poli-insaturados; Omega-3; Omega-6; Microalgas;
Hidrdlise.



ABSTRACT

GUIRADO, J.P.F. Study on the use of polyunsaturated fatty acids from
microalgal oil hydrolysis. 2019. 38 p. Monograph Project (TCC) — Escola de
Engenharia de Lorena, Universidade de Sdo Paulo, Lorena, 2019.

The demand for polyunsaturated fatty acids, mainly omega-3 and omega-6, has
been increasing in general because of their benefits for human health, such as
helping to prevent heart problems and inflammatory conditions, for example. These
fatty acids are found in animals, transgenic plants, fungi and many microorganisms,
but are typically extracted from fatty fish. Recently, however, research has shown
that the hydrolysis of microalgae oil is a more sustainable and less complex source
of these acids. In this way, it is possible to reduce the amount of fish for this purpose,
since fish stocks are decreasing, as well as oils extracted from fish have aromas
and substances that must be treated in order to purify and obtain a better final
product. The production by means of microalgae can be from small scale,
laboratory, as well as large scale, industrial, in this case more studies are needed
to make the final price of the product feasible so that it can become more competitive
with the existing market. Based on this context, the present study aimed to conduct
a study on obtaining polyunsaturated fatty acids, especially omega-3 and omega-6,
produced by microalgae. This study made it possible to analyze and compare data
by means of a bibliographic review that made it possible to identify which microalgae
strains have the greatest potential for the accumulation of these fatty acids and the
main factors that influence the hydrolysis reaction for this purpose. The main
polyunsaturated fatty acids analyzed were linolenic and linoleic. The microalgae
evaluated were Chorella vulgaris, Chorella minutissima, Dunaliella salina,
Nannochloropsis gaditana, Scenedesmus accuminatus and Chlorella pyrenoidosa.
According to the studies analyzed, the levels of linoleic and linolenic acid varied from
0% to 30%, and 0% to 57.23%, respectively, depending on the species and type of
lipid extraction used. The microalgae that obtained the highest production of w-6
Dunaliella saline cultivated in a closed photobioreactor and that of w-3
Scenedesmus accuminatus cultivated in an open photobioreactor. From the
analysis of the results it was clear that many factors influence in a very significant
way in obtaining these essential fatty acids, omega-3 and omega-6 by microalgae.

Keywords: Polyunsaturated fatty acids; Omega-3; Omega-6; Microalgae;
Hydrolysis.
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1. INTRODUCAO

Acidos graxos 6mega-3 (w-3) e dmega-6 (w-6) sdo &cidos graxos poli-
insaturados (PUFAS) componentes essenciais para o crescimento de eucariotos
superiores (ADARME-VEGA et al.,, 2012). Os acidos graxos w-3 e w-6
eicosapentaenoico (EPA) e o acido docosaexaenoico (DHA) proporcionam muitos
beneficios a saude e isso levou a um aumento do consumo. O mercado de
ingredientes PUFA w-3 cresceu 24,3% no ano de 2013 para 2014, o que confirma
sua popularidade e consciéncia da populacao de seus beneficios (GANESAN;
BROTHERSEN; MCMAHON, 2014).

Esses 4&cidos graxos poli-insaturados representam um importante
componente das membranas celulares humanas, particularmente das células
neurais. O consumo de suplementos de EPA e DHA ajudam a prevenir problemas
cardiovasculares, problemas relacionados ao sistema nervoso e condi¢oes
inflamatérias. Em relacdo a saude cardiovascular, o0 consumo regular de w-3 pode
ajudar a reduzir o risco de hipertensao, trombose, infarto do miocardio e arritmias
cardiacas. Isso ocorre porque 0s acidos graxos w-3 aumentam a proporgcao
lipoproteina de alta densidade/lipoproteina de baixa densidade (HDL/LDL) e
diminuem o colesterol total / Relagdo HD. Além dos beneficios cardiovasculares, os
acidos graxos dmega-3 também demonstraram efeitos sobre a funcao cerebral e o
sistema nervoso (ADARME-VEGA et al., 2012).

Omega-3 e dmega-6 sdo encontrados em animais, plantas transgénicas,
fungos e muitos microrganismos, mas sao tipicamente extraidos de peixes
gordurosos, podendo comprometer os estoques pesqueiros globais (VARELA et al.,
2013). Uma das fontes mais comuns de w-3 e w-6 sdo Oleos de peixes, além de
que é obtido principalmente a partir de peixes como sardinha, bacalhau, anchova,
arenque, krill, galeota e variedades de crustaceos ricos em 6leo. O teor de PUFAS
w-3 e w-6 presentes nos Oleos de peixe obtidos destas espécies pode variar entre
0,2 a 15% do total de acidos graxos (GANESAN; BROTHERSEN; MCMAHON,
2014).

A aquicultura cresce cerca de 6% ao ano. Produz atualmente 75 milhdes de
toneladas de frutos do mar no mundo. Os estoques globais de peixes estdo em

perigo, por isso, a produgcdo dos mesmos pode diminuir em um futuro préximo; ou
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seja, as praticas atuais de aquicultura permanecam inalteradas, os estoques de
peixes provavelmente estardo em perigo até 2050(LAUBENSTEIN et al., 2019).
Além disso, alguns peixes, especialmente os marinhos sao as vezes contaminados
com metais pesados como cobre ou mercurio, e poluentes organicos ou dioxinas,
que tém um efeito toxico para a saude humana. Os beneficios dos peixes como
fonte de 6mega-3 sao questionados, por essa razao, e varias fontes alternativas
para obtencao desses acidos graxos essenciais tém sido propostas, dentre as quais
se destacam as microalgas (RUBIO-RODRIGUEZ et al., 2010).

A denominacdo microalgas inclui organismos com estrutura celular
eucariodtica. Elas crescem em sistema autotréfico quando utilizam luz e diéxido de
carbono, como também podem ser cultivadas em sistema heterotréfico, usando
compostos organicos como energia e fonte de carbono, ou ainda em sistema de
cultivo mixotréfico. No sistema mixotréfico utilizam-se, simultaneamente, a fonte
luminosa e o substrato organico como fonte de energia, além de CO: e substrato
organico como fontes de carbono (EZE et al., 2018).

O crescimento de microalgas € resultado da interagdo entre fatores
quimicos, fisicos e bioldgicos. A composicdo bioquimica da biomassa das
microalgas € determinada pela natureza de cada espécie, de fatores como a
intensidade de luz, concentragdo de COz, pH, nutrientes e temperatura (LAMARCA
et al., 2009).

Os PUFAS de origem microalgal tém um mercado muito promissor na
biotecnologia, em especial na industria de alimentos funcionais. Lipideos,
especialmente acidos graxos insaturados, tém sido encapsulados visando diminuir
a susceptibilidade a oxidacao (ADARME-VEGA et al., 2012).

Com base nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo realizar
um estudo sobre a obtengdo de &cidos graxos poli-insaturados, em especial
6mega-3 e 6mega-6, produzidos por microalgas. A realizacao deste estudo permitiu
analisar e comparar dados por meio de uma revisédo bibliogréfica possibilitando
identificar quais sdo as melhores microalgas e métodos de obtencao desses acidos
graxos a partir das espécies estudas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Estrutura quimica dos acidos 6mega 3 e 6mega 6

Compostos conhecidos por dmega 3 sao acidos carboxilicos poli-
insaturados (apresentam varias duplas ou triplas ligagcbes entre atomos de
carbono), sendo que a primeira dupla ligacdo aparece a partir do terceiro carbono
a contar da extremidade oposta do grupamento carboxilico. Sdo acidos graxos
(com elevado numero de carbonos), cuja férmula contento apenas
uma insaturacao seria CHzCH2CH=CH(CH2)nCOOH, em que n, quase sempre, &
um numero impar, de forma que a molécula possua um numero par de carbonos
na cadeia (IYENGAR, 2004) . Sado exemplos de compostos dessa natureza o acido
alfa-linolénico e o acido docosaexaendico. Muitos compostos dessa natureza sao
considerados essenciais, uma vez que ndao sao produzidos pelo organismo (de
forma enddgena), carecendo a sua ingestao (exdgena).

Os acidos do tipo 6mega 6 constituem uma familia de acidos graxos
insaturados que possuem em comum uma terminagéo ligacao entre carbonos na
posicdo 6, ou seja, no sexto carbono a partir da posicdo metil (GONZALEZ et al.,
2017).

As estruturas quimicas planas desses acidos graxos poli-insaturados estao

representadas na Figura 1.

Figura 1 — Estrutura dos acidos graxos poli-insaturados.
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Como as insaturagées nao permitem que a estrutura quimica da molécula
fique de maneira linear, a Figura 2 mostra a forma mais apropriada das estruturas

de dmega 3.

Figura 2 — Estruturas dos acidos graxos émega 3

= —

OH
0 0

HO» OH

Acido Alfa-Linolénico  Acido Eicosapentanéico Acido Docosahexaendico
(ALA 18:3 n-3) (EPA 20:5 n-3) (DHA 22:6 n-3)

FONTE: (WIJENDRAN; HAYES, 2004)

2.1.1. Beneficios do 6mega 3 e 6mega 6

Aingestdo de dmega 3 e 6mega 6 é necessaria e traz muitos beneficios para
a saude dos seres humanos, dentre os quais podem se destacar: modificacdo da
composi¢cao quimica do sangue, resultando no aumento dos niveis do colesterol
HDL (colesterol bom) e a diminuicdo dos niveis de colesterol LDL (colesterol ruim)
(CALDER, 2015); prevengéao na formacao das placas de gordura nas paredes das
artérias, além de garantir uma maior flexibilidade das mesmas (RUXTON et al.,
2007); participacado do recobrimento da retina; agdo anti-inflamatéria (CALDER,

2015), dentre outras.

Existem dois periodos criticos durante o desenvolvimento fetal nos quais os
PUFAS sao extremamente importantes: o periodo fetal e o periodo que vai do
nascimento até o término do desenvolvimento bioquimico completo do cérebro e
da retina, que em humanos ocorre aos 2 anos de idade. Esses 4cidos graxos s&o
componentes estruturais das membranas dos fosfolipideos dos tecidos do corpo,
estando presentes em niveis especialmente altos na retina e cérebro, nos quais o
DHA constitui mais de 35% do total 8 dos acidos (LIMA et al, 2004).
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No sistema cardiovascular, o 6mega 3 age de duas maneiras para
proporcionar beneficios. O EPA regula a atividade das plaquetas sanguineas,
evitando coagulos de sangue, que podem levar a um acidente vascular cerebral ou
infarto. O EPA também reduz os niveis de triacilglicerdis, um tipo de gordura que é
ruim para o organismo quando esta elevada. Ja o DHA ajuda a evitar arritmias
cardiacas, estabilizando a atividade elétrica no coragdo (CONNOR; CONNOR,
2000).

Com relagao a parte neural do corpo, esses acidos graxos agem na
formacao da bainha de mielina, um componente dos neur6nios. Assim, ocorre a
melhora do desempenho cognitivo, da atividade cerebral e comunicacéo entre as
células do cérebro. O acido graxo também conta com efeito vasodilatador e por isso
ocorre 0 aumento do aporte de oxigénio e nutrientes (TAMARA et al., 2017).

2.1.2. Fontes de obtencao de acidos graxos poli-insaturados (w-3, w-6)

A fonte mais comum de PUFAS s&o os peixes, principalmente o bacalhau,
sardinha, arenque, anchova, galeota, krill e outras variedades de crustaceos ricos
em 6leo. Oleo de peixe obtido destas espécies sdo ricos em ambos os PUFAS,
EPA e DHA que variam de 0,2 a 15% do total de acidos graxos. EPA e DHA também
sdo encontrados em aguas subterraneas e crustaceos, como mexilhdes, ostras,
camarao, vieiras, caranguejos e améijoas (0,1 - 2,5%) (GANESAN; BROTHERSEN;
MCMAHON, 2014).

A presenca de produtos quimicos contaminantes (por exemplo, mercurio) no
0leo de peixe pode ser prejudicial aos consumidores. Além disso, o éleo de peixe
néao é adequado para pessoas que utilizam de uma dieta vegana e o odor o tornam
pouco atraente (ADARME-VEGA et al., 2012).

Existem uma variedade de fontes alternativas de EPA e DHA, como
bactérias, fungos, plantas e microalgas que estdo atualmente sendo exploradas
para producao comercial desses acidos graxos essenciais.

As microalgas oferecem um recurso promissor para essa finalidade,
utilizando a biotecnologia e bioengenharia para a producao de PUFAS, como uma
alternativa aos 6leos de peixe. Em comparacao com plantas de culturas terrestres,

as microalgas apresentam algumas vantagens, tais como genes que ocorrem
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comumente para a biossintese desses nutrientes, perfis de acidos graxos mais
simples e maiores taxas de crescimento (VARELA et al, 2013).
O interesse pelo lipidio de algas surge principalmente do fato de que organismos
sdo capazes de sintetizar quantidades consideraveis de PUFAS e pode alcancar
0s seres humanos através da cadeia alimentar ou podem ser utilizados como

suplementos alimentares (AGGELIS et al., 2014).

2.2. Microalgas

Microalgas sao microrganismos predominantemente aquaticos e,
geralmente, microscopicos unicelulares, eucariontes, que podem formar coldnias,
com pouca ou nenhuma diferenciacdo celular além de serem dotados de
pigmentos, responsaveis por coloragédo variada e por metabolismo fotoautotrofico
(RAY; SUSAN, 2014).

As microalgas possuem grande importancia, tanto biologica, quanto
ecoldgica e econémica. O valor deste grupo de organismos reside na estruturacéao
da atual atmosfera terrestre, possibilitando a vida sobre a superficie da Terra dos
seres vivos aerbbicos, em termos bioldgicos. Ao passo que o fato de se
constituirem em produtores primarios atribui as algas a importancia ecolégica na
medida em que estas sustentam a vida nos mares e oceanos desempenhando,
assim, um papel ecolégico fundamental na manutencao destes ecossistemas. Por
outro lado, a importancia econdmica é determinada pela diversidade de usos das
algas em varios paises no mundo, que compreendem as industrias alimenticias, de
medicamentos, de imunoestimulantes, biocombustiveis, cosmética e agricultura
(BARCELLOS et al., 2012).

Esses microrganismos tem sido uma fonte alternativa para a producao de
acidos graxos. O conteudo de lipideos da biomassa microalgal pode variar entre 1
a 40% do peso seco da célula e, em certas condi¢des de cultivo, pode alcancar até
85% (BIANCHINI et al., 2006). As microalgas produzem n&o somente acidos graxos
como diversos outros produtos, conforme pode ser visualizado no Quadro 1,
juntamente com suas principais aplicagoes.



Quadro 1 — Alguns produtos obtidos a partir de microalgas
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Produtos Aplicacoes
Alimentos naturais
“health food”
Alimentos funcionais
Biomassa Biomassa Aditivos alimentares
Aquicultura
Condicionador do
solo
Xantofilas
Corantes e Luteina Aditivos alimentares
antioxidantes Beta-paroteno Cosmeéticos
VitaminaCe E

Acidos Graxos

Enzimas

Polimeros

Produtos especiais

Acido araquidénico — ARA
Acido eicosapentaenoico —
EPA
Acido docosahexaenéico —
DHA
Acido gama-linoleico — GCA
Acido linoleico — LA

Superdxido dismutase — SOD
Fosfoglicerato quinase — PGK
Luciferase e Luciferina
Enzima de restricao

Polissacarideos
Amido
Acido poli-beta-hidroxibutirico
- PHB
Peptideos

Toxinas
Isbtopos
Aminoécidos (prolina,
arginina, acido aspartico)
Esteroides

Aditivos alimentares

Alimentos naturais
Pesquisa
Medicina

Aditivos alimentares
Cosmeéticos
Medicina

Pesquisa
Medicina

FONTE:(BIANCHINI et al., 2006)

A Figura 3 apresenta o potencial de ganho dos produtos a partir de

microalgas.
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Figura 3 — Produtos e potencial de ganho a partir de microalgas

PRODUTOS E POTENCIAL DE GANHO A PARTIR DAS MICROALGAS

Potencial

de ganho
o A Substancias
100$/Kg . ‘\ O farmacéuticas e
A cosméticas de
- - alto valor
(") . Quiimiica fina,
10$/Kg suplementos
alimentares
i) Proteina, alimento
1$/Kg
i)  Biodiesel, biogas

O P Opgdes de mercado

Fonte: (SOUZA, 2015)

Dentre as espécies conhecidas de microalgas que apresentam quantidades
significativas de PUFAS das familias Omega-3 e Omega-6, encontram-se as
representantes de Haptophyceae (/sochrysis sp. e Pavlova lutheri (Droop) Green),
Bacillariophyceae (Phaeodactylum tricornutum, Thalassiosira sp. e Odontella aurita
(Lyngbye) Agardh), Dinophyceae (Crypthecodinium cohnii (Seligo) Javornick),
Rhodophyceae (Porphyridium cruentum N&geli) e, em menor quantidade, de
Chlorophyceae (HATHERLY, 2011).

A Figura 4 ilustra representantes de Haptophyceae, Bacillariophyceae,
Dinophyceae, Rhodophyceae e Chlorophyceae.
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Figura 4 — Representantes de microalgas com quantidades significantes de PUFA

Bacillariophyceae

Dinophyceae

Rhodophyceae Hoptophyceoe

FONTE: (MARIA, 2012)

2.3. Formas de cultivo de microalgas

As microalgas necessitam de uma fonte de energia, que pode ser do tipo
luminosa para o crescimento autotréfico ou um composto orgénico para o

crescimento heterotrofico (BA et al., 2013).

No ambiente natural, assim como nos cultivos, o crescimento de uma
populagdo microalgal é resultado da interagdo entre fatores bioldgicos, fisicos e
quimicos. Os fatores fisico-quimicos, sao principalmente reportados estudos sobre
iluminagdo, temperatura, salinidade e disponibilidade de nutrientes. Quanto aos
fatores biolégicos estdo relacionados as préprias taxas metabdlicas da espécie
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cultivada, bem como com a possivel influéncia de outros organismos sobre o
desenvolvimento algal (GRESSLER, 2011).

2.3.1. Modalidades de cultivo

As microalgas podem ser cultivadas nos modos autotréfico, heterotrofico e
mixotréfico, sendo que a diferenca entre estas modalidades de cultivo esta na fonte
de energia e de carbono. No cultivo autotréfico, mais especificamente,
fotoautotréfico, as células obtém energia da luz e o carbono do CO:2 do ar,
produzindo entdo, através da fotossintese, suas biomoléculas: polissacarideos,
proteinas, lipideos e acidos nucleicos. No cultivo heterotréfico, as células utilizam
compostos organicos como fonte de energia e de carbono (melaco, glicose, glicerol
e ureia) e, no mixotréfico, usam a luz, compostos organicos e inorganicos como
fonte de energia e CO2 e compostos organicos como fonte de carbono (BA et al.,
2013).

A maioria dos processos de producdo de EPA investigados sdo baseados
em crescimento fotoautotréfico. No entanto, o crescimento autotréfico pode ser
limitado devido a insuficiéncia de luz (fotolimitacdo) causa da pelo sombreamento
das préprias células. Consequentemente, a produtividade e o rendimento do EPA
de sistemas fotossintéticos sdo baixos (ADARME-VEGA et al., 2012). Para
aumentar a producéo de EPA por culturas de microalgas, € desejavel um processo
de crescimento heterotréfico. Um dos principais fatores que influenciam o conteddo
lipidico e de PUFAS em microalgas em termos nutricionais é a concentracao de
CO2. As microalgas utilizam carbono inorganico para o crescimento, podendo ser
utilizadas na mitigagdo de CO2 mais eficaz do que vegetais
superiores(BORODYANSKI; YANTOVSKI; LEVIN, 1993).

No cultivo autotrofico, apesar de sua alta eficiéncia em utilizar a luz, as
microalgas apresentam um crescimento lento devido a limitagdo de luz em
condigdes de larga escala, quando se alcangam altas densidades de células, ou
“fotoinibicao” devido a luz excessiva. O crescimento heterotrofico, por outro lado,

elimina o requerimento por luz e oferece a possibilidade de aumentar
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significativamente a concentracao celular e a produtividade de biomassa em larga
escala (BA et al., 2013).

Uma alternativa a produgédo fotoautotréfica de microalgas € o cultivo
mixotrofico. Nesse caso, o carbono é disponibilizado tanto por meio de compostos
organicos quanto pelo CO2 atmosférico (CO:2 inorganico) (GRESSLER, 2011). O

Quadro 2 mostra a comparacao entre as trés modalidades de cultivo.

Quadro 2 - Comparacao das caracteristicas de diferentes tipos de cultivos de

microalgas.
Fototrofico Heterotrofico Mixotrofico
Fonte de energia Luz Organica Luz e orgéanica
. A A Inorganica e
Densidade celular Inorgéanica Organica organica
Tioo de reator Aberto ou Fermentador Fotobioreator
P fotobioreator convencional fechado
Custo Baixo Alto Médio

Alto custo de

Baixa densidade Alto custo de
substrato e

Principais Contaminacao substrato ;
, : equipamento
desvantagens em sistema Risco de Risco de
aberto contaminagao

contaminacao

FONTE: (Hakalin, 2014)
2.3.2. Regime de cultivo de microalgas

As trés formas basicas de operacdo de sistemas de cultivos de microalgas
sao: batelada, semi-continuo e continuo, conforme detalhes de cada um deles sao

descritos a seguir.

Nos cultivos em batelada ou tanque, as células de microalgas sdo inoculadas
ao meio de cultivo e apés inoculagado ndo ocorre adicao de nutrientes ao longo do
desenvolvimento da cultura. O cultivo é encerrado quando os nutrientes da cultura
se esgotam ou quando o produto desejado for produzido. Este tipo de cultivo
caracteriza-se por apresentar fases distintas de crescimento. A duracdo de cada
fase ndo é fixa, ela depende basicamente de fatores como a espécie cultivada e as
condicdes de cultivo oferecidas (PETER; PATRICK, 1994).

No cultivo semi-continuo, um volume conhecido de cultura microalgal é

removido, periodicamente, e substituido por meio de cultivo novo. Neste tipo de
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cultivo, as células tendem a sofrer poucas alteragdes ao longo do tempo (pois elas
permanecem em condigdes de crescimento sem fatores limitantes), ao contrario do

que acontece em cultivos estanques (DINIARA, 2010).

No cultivo continuo, um fluxo constante de cultura microalgal é removido do
biorreator simultaneamente com a entrada de meio de cultivo fresco. As taxas de
crescimento sédo reguladas e a densidade celular é controlada automaticamente por
sensores Opticos. A concentracao de células e nutrientes € mantida constante e o
cultivo atinge estado estacionario. O cultivo pode permanecer em estado
estacionario por um periodo prolongado, consequentemente, sdo produzidas
grandes quantidades de células de alta qualidade e homogeneidade. No entanto, o
cultivo continuo tem um custo elevado devido a necessidade de automacao e
condi¢des de temperatura e iluminagao constantes (MATA; MARTINS; CAETANO,
2010).

2.3.3. Sistema de cultivo de microalgas

Os sistemas de cultivos de microalgas podem ser de duas maneiras: aberto
ou fechado. Para cada tipo de sistema existem fotobiorreatores e condi¢coes de

cultivo diferentes.
2.3.3.1. Sistema aberto

Grande parte dos cultivos de microalgas tem sido realizada em tanques
abertos e lagoas que utilizam a luz solar e o CO2 da atmosfera. Os tanques
oferecem muitas vantagens, pois podem ser construidos e explorados a baixos
custos, desde que sejam utilizadas espécies adequadas para este tipo de cultivo.
Entre os sistemas abertos, os mais utilizados sdo os tanques circulares, com
agitagcdo por meio de pas ou borbulhamento e do tipo “raceway ponds’, que
consiste em tanques rasos com pas que promovem a circulagdo do cultivo,
conforme mostra a Figura 5 (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).
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FONTE:(UBRABIO, 2015)

Uma gama muito ampla de materiais pode ser empregada, pelo fato de
nenhum material transparente ser necessario na construgdo de tanques abertos.
Esses tanques sdo também de manutencao relativamente facil, uma vez que se
tem acesso livre para realizar a limpeza do biofilme que se acumula sobre as
superficies. A principal desvantagem dos sistemas abertos € que ocorre
evaporacao da agua a uma taxa similar as culturas terrestres e, também, sdo mais
suscetiveis a contaminagao por espécies indesejaveis. Inicia-se o cultivo com uma
espécie que é inoculada no tanque, mas ao longo do tempo espécies indesejaveis
sdo inevitavelmente introduzidas e podem reduzir severamente o rendimento e até
mesmo superar as espécies inoculadas, pois, uma vez que um concorrente
importante tiver estabelecido residéncia no tanque, torna-se extremamente dificil
erradica-lo, por isso faz-se necessario redobrar a atencao quando essas espécies
indesejaveis surgem (BIANCHINI et al., 2006).

2.3.3.2. Sistema fechado

O termo “fechado” diz respeito ao menor contato com o ambiente externo
que estes sistemas apresentam em relagdo aos tanques. Os sistemas fechados
sdo comumente denominados fotobiorreatores e geralmente s&o utilizados para

producédo em larga escala, gerando produtos de alto valor comercial. A vantagem
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comparativa destes sistemas em relagdo aos sistemas abertos é a obtengao de
maiores produtividades de biomassa microalgal, bem como a possibilidade de
maior controle das condi¢des de cultivo (MUNOZ, 2005).

Os fotobiorreatores sao classificados em “tubulares” e “planares”, de acordo
com a geometria do compartimento que encerra a cultura. Assim, sao constituidos
de tubos ou placas de material transparente & luz visivel (MUNOZ, 2005). A Figura
6 ilustra os fotobiorreatores em forma de tubo e a Figura 7 fotobiorreatores em

forma de placas.

FONTE: (LUIS; PALOMINO, 2017)

Figura 7 — Fotobiorreator em forma de placa.

FONTE: (LUIS; PALOMINO, 2017)
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Nestes sistemas, o controle das condicbes de cultivo € mais facil e o
potencial de contaminacao é menor em comparagcdo com os sistemas abertos,
como resultado da menor exposicao da cultura ao ambiente. As placas e os tubos
sao confeccionados de maneira que o caminho éptico seja menor em comparacao
aquele dos tanques, promovendo uma melhor distribuicdo da luz e, por
conseguinte, uma maior produtividade em biomassa. Contudo, os custos de
implementacdo e de operagcdo destes sistemas sao superiores aos dos
tanques(MCCARTHY et al., 2006). O Quadro 3 mostra as principais vantagens e

desvantagens dos sistemas de cultivo abertos e fechados.

Quadro 3—Vantagens e desvantagens dos sistemas de cultivo abertos e fechados

Parametros Tanques Sistemas fechados
(raceway)
Espaco requerido Muito Pouco
Risco de contaminacéao Alto Médio a baixo
Perdas de agua Alto Baixo

Deve ser removido

Concentracao de oxigénio Usualmente baixa .
¢ 9 continuamente

CO2-perdas Alto Quase nenhuma
Reprodutibilidade da Variavel, mas Possivel dentro de
produgao consistente determinadas tolerancias
Controle de processo Limitado Possivel
Desgasctoencsif[)rlgg’?nal de Baixo Usualmente alto
Dependecr;i(z] aé;jigacsondlgoes Alto Menor, por ser protegido
Temperatura Variavel Necessario resfriamento
Custo de colheita Alto Médio
Manutencéao Facil Dificil
Custo de construgao Médio Alto

Concentracdes de

biomassa na colheita Baixo Alto

FONTE:(BA et al., 2013)
2.4. Fatores que interferem na producao de 6mega 3 e 6mega 6

Independente do sistema utilizado para cultivar microalgas, diversos fatores
podem influenciar na concentracdo e composicao da biomassa microalgal, dentre

eles os biolégicos, fisicos e quimicos.
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Os fatores biolégicos estao relacionados as proprias taxas metabdlicas da
espécie cultivada, bem como a possivel influéncia de outros organismos sobre o
desenvolvimento algal. Com relagdo aos fatores fisico-quimicos, estes dizem
respeito principalmente a temperatura, iluminagao e pH, regime hidrodinamico e

disponibilidade de nutrientes (Oliveira, 2013).
2.4.1. Temperatura

A temperatura € um dos fatores que mais afeta a taxa metabdlica dos
organismos. Ha perigo em se fazer generalizages da temperatura, pois ainda que
pertencentes a mesma regido ela varia de espécie para espécie. A temperatura
ideal para os cultivos de microalgas, de modo geral, esta entre 20 e 24 °C, variando
em funcao da espécie utilizada. Temperaturas constantes sao desejaveis, pois
proporcionam mais estabilidade nos experimentos e nas operagdes de rotinas,
permitindo maior reprodutibilidade e previsibilidade das respostas das espécies.
Para salas de cultivos, temperaturas constantes sdo alcancadas por meio de
sistemas de refrigeracéo, porém, para grandes sistemas a dificuldade de se manter
a temperatura constante € maior (LOURENCO, 2006).

A temperatura de cultivo é tida como influente também no conteudo celular
das quotas de carbono e nitrogénio, bem como no volume celular de modo que a
temperatura étima para o crescimento pode acarretar células com tamanho, volume
celular de carbono e nitrogénio reduzido. Em outras palavras, é necessario mais
nutrientes e carbono para produzir uma célula com a mesma taxa de crescimento
que em uma temperatura fora do 6timo fisiolégico (GOLDMAN; CARPENTER,
1974).

2.4.2. Luminosidade

O efeito da intensidade da luz (irradiancia ou iluminacao) nos cultivos de
microalgas tem sido estudado em detalhes. E através da fotossintese que as
microalgas cloroficeas fixam o carbono necessario para a produg¢ao de biomassa,
logo a relacdo entre a sintese de material organico como reflexo da producao
fotossintética pode ser expressa principalmente pelo incremento da populacao algal
(GRESSLER, 2011).
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Um dos principais fatores para o desenvolvimento das algas € a condi¢ao da
luz. A variagédo da luz tanto no espago (profundidade e latitude) quanto no tempo
(diariamente e sazonalmente), influencia o tamanho da populacao. A luz utilizada
pelas algas fotossintetizantes encontra-se na faixa espectral da radiacao solar de
400 a 700 nm, que corresponde a radiagao fotossinteticamente ativa. Em cultivos
de pequena escala, recomenda-se o uso de luz artificial, uma vez que pode ser
controlada de acordo com as necessidades das culturas. As lampadas mais
comumente utilizadas sado fluorescentes do tipo luz do dia, por simular
comprimentos de ondas necessarios para a fotossintese (Oliveira, 2013). A Figura

8 ilustra o processo de fotossintese.

Figura 8 — Processo de fotossintese

Reagdo Fotoquimica Reagio Quimica

Luz Hg ] g Dz

ﬂlacéidewEsh’ama

H,0 Carhoidratos

Oy Cloroplasto
FONTE:(SONIA, 2005)

A luz é absorvida pelos pigmentos fotossintetizantes (unidades
fotossintéticas). Esses pigmentos séo classificados em trés grupos: as clorofilas, os
carotendides e as ficolibinas, sendo que cada um difere em sua composicao
quimica e apresenta diferente capacidade de absorver luz em determinado
comprimento de onda (SONIA, 2005).
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2.4.3. Aeracao e agitacao

A aeragdo esta diretamente ligada a demanda de carbono, pois na
formulagéo de quase todos os meios de cultivo ndo ha adicao de fonte de carbono.
A aeracao também promove a agitacao dos cultivos, permitindo a homogeneizacéo,
mesmo para espécies moveis pode haver a decantacao e acumulo das células junto
ao fundo do reator (LOURENCO, 2006). A agitacao que promove a mistura da
suspensao microalgal é um fator de extrema importancia pelo fato de que possibilita
0 acesso das células a luz, auxilia a troca de gases, diminui o efeito da estratificacéo
térmica bem como propicia melhor distribuicao dos nutrientes. Todos estes fatores
tem influéncia na produtividade de émega 3 e 6mega 6 (SOARES, 2010).

Nos fotobiorreatores tubulares, o processo de mistura da suspensao
microalgal é realizado por bombas mecanicas (centrifuga, excéntrica,
deslocamento positivo volumétrica, parafuso, peristaltica) ou por borbulhamento de
ar. A agitagédo nos fotobiorreatores faz referéncia ao perfil hidrodindmico do cultivo,
que caracteriza o regime de escoamento da suspensao (Oliveira, 2013).

A otimizacao da produtividade dos acidos poli-insaturados microalgal requer
um fluxo turbulento. No entanto, um fluxo turbulento muito alto produzido pelo
bombeamento pode causar um estresse hidrodindmico, que resulta em dano
celular. Os principais fatores que estédo relacionados ao estresse hidrodinamico
sdo: o tipo de bomba envolvida; a morfologia celular, geometria do fotobiorreator,
que determina a frequéncia da passagem das células em suspensao pela bomba;

e as condicdes fisioldgicas das células (SUKLA et al., 1990).
2.4.4. Nutrientes

O crescimento das microalgas e a quantidade de lipideos produzidos pelas
células estdo ligados a quantidade de nutrientes disponivel no meio de cultivo. Para
o crescimento 6timo das espécies, € necessaria uma série de nutrientes,
destacando que dependendo das espécies, ocorrem variacdes relacionadas
principalmente a quantidade dos nutrientes no meio. Mesmo assim, estas
necessidades nutricionais sao dependentes de distintas condicbes
ambientais(HATHERLY, 2011).
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Quanto aos macronutrientes, as microalgas requerem carbono (C),
nitrogénio (N), oxigénio (O), fésforo (P) e hidrogénio (H), além de calcio (Ca),
magneésio (Mg), potassio (K) e enxofre (S). Como micronutrientes, geralmente
requerem ferro (Fe), cobre (Cu), manganés (Mn), cobalto (Co) e molibdénio (Mo),
sendo que algumas espécies de microalgas também necessitam de baixas
concentragdes de vitaminas no meio de cultura. Os principais elementos limitantes

do crescimento sdo o carbono, nitrogénio, o fésforo e o ferro (RICHMOND, 2007).

Existem varios estudos sobre cultivos de microalgas em meios com as mais
diversas caracteristicas, principalmente em relacdo a privacdo de determinados
nutrientes e seus efeitos no aparato fotossintético. Porém, em relagcdo a
caracteristica do meio e a producdo de 6mega 3 e dmega 6, a literatura torna-se
limitada, desse modo as informagdes que seguem sao generalizadas para todas as

microalgas (Oliveira, 2013).

O carbono, por ser o componente mais importante de todas as substancias
organicas sintetizadas pelas células (proteinas, carboidratos, acidos nucléicos,
vitaminas, lipideos, entre outros), é o elemento necessario em maiores
concentragdes para as algas, a propor¢cao do consumo de carbono, nitrogénio e
fésforo € de 106:16:1, para algumas algas marinhas. Dependendo da velocidade
de crescimento das microalgas, pode ocorrer um rapido consumo do carbono
disponivel, tornando-se um fator limitante da multiplicagdo celular, além da
significativa elevagéao do pH do cultivo para valores superiores a 9, caso 0 meio de
cultivo nao seja tamponado (LOURENCO, 2006).

2.4.5. pH

O pH afeta diretamente a disponibilidade de varios elementos quimicos, que
podem cristalizar e precipitar. Desse modo, o pH deve ser quase neutro para que
0s componentes do meio possam ser efetivamente absorvidos pelas microalgas
(BASRI, 2016) .

O consumo das formas inorganicas de carbono pelas algas eleva o pH,
devido ao fato do aparato fotossintético destes organismos transportar ions
hidréxido para o exterior da célula, reacdo catalisada pela enzima anidrase
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carbbnica, associado a captacdo de ions H* para o interior das membranas
tilacoides (GRESSLER et al., 2008) .

O crescimento da microalga envolve o consumo do COz dissolvido no meio,
acarretando a elevacao do pH (> 10). Assim como 0 aumento da disponibilidade de
CO2 , excesso do mesmo, pode reduzir o pH (<5) e consequentemente inibir o

crescimento de algumas espécies de microalgas (PIRES et al., 2012).

O uso de tampdes permite uma variagao discreta no pH (0,3), por outro lado
para sistemas de producdo de microalgas de grande escala o uso de tampdes
aumenta o custo da produgédo. Uma forma de regular as variagées de pH é a
aeracgao dos cultivos, com bombeamento de ar atmosférico (0,03% de CO2) ou com
ar enriquecido de CO2, em concentracao ideal para a espécie cultivada (AMANDA,
2013).

2.5. Extracao de lipideos

Ap6és a colheita e recuperacao da biomassa, € necessario realizar a extracao
dos lipideos acumulados no interior das células microalgais. A eficacia das técnicas
de colheita e extracdo depende da caracteristicas fisicas da cepa de microalgas,
como o tamanho da célula, composi¢ao da parede celular, dentre outras (ADARME-
VEGA et al., 2012).

Diversos métodos tem sido utilizados para extracao de lipideos a partir da
biomassa de microalgas, dentre os quais podem se destacar a extracao por

prensagem, por solvente, por choque osmético e extracdo enzimatica.

Um dos métodos mais antigos e mais simples é o método de extracdo por
prensagem, sendo que se utiliza da forca mecanica para romper as células. Com a
utilizacdo desse método consegue-se extrair até 75% do 6leo presente no interior
das células (BIANCA, 2016). A prensa de rosca é muito utilizada para esta
finalidade.

O método de extracao por solventes é um dos mais rapidos, além de muito
eficiente e ndo degradar os lipideos extraidos. Quando esse método é aplicado é
importante que o solvente seja de baixo custo, volatil, de baixa toxicidade e seletivo.
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Alguns dos solventes mais utilizados para esta finalidade sdo o cloroférmio,
acetona, metanol e hexano (VIEGAS, 2010).

A extragao por choque osmotico € baseada na ruptura da célula por brusca
reducado da pressdao osmoética, utilizada para microrganismos com parece celular
espessa. A diferenca de pressdao osmética pode ser realizada pela adicdo a 10%

de NaCl ao meio tornando o meio externo hiperconcentrado (ONAY et al., 2016).

O processo de extracdo utilizando enzimas para obtencdo de O6leos
microbianos ou vegetais € utilizado principalmente para aumentar o rendimento de
obtencdo de 6mega 3 e 6, fornecendo melhores resultados quando aplicado
simultaneamente com processos mecanicos (SANTOS; FERRARI, 2006).

2.6. Hidrolise de 6leos microalgais visando obtencao de 6megas 3 e 6

Na hidrolise de 6leos e gorduras € a maneira mais utilizada para se obter
acidos graxos livres, o0s quais podem ser classificados em saturados,
monoinsaturados e poli- insaturados, dependendo da presengca € numero de
insaturacdes na cadeia dos acidos graxos (BUENO, 2005).

As moléculas de triacilglicerol, em presenca de agua e catalisador sao
hidrolisadas, liberando acidos graxos livres e glicerol. Os catalisadores utilizados
nesse tipo de reacao podem ser acidos (acidos sulfonicos aromaticos), bases (ZnO,
MgO, CaO) ou enzimas lipoliticas, lipases (ONAY et al., 2016). A hidrélise dos
triacilglicerdis pode ser visualizada na Figura 9.

Figura 9 — Hidrdlise de triacilglicerdis

I Hidrolise
CH—00C—R +3H,0 =——= R—COOH CH —OH
Esterificacdo ‘
CH,—00C —R" R COOH CH,—OH
Trighcerideo agua acidos graxos Inres glicerol

Fonte: (BUENO, 2005)

Dentre os principais fatores que afetam a velocidade dessas reacdes

encontran-se a temperatura, tipo de catalisador, teor de agua no meio reacional e
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a concentracdo de glicerol liberado na fase aquosa. A reagcdo ocorre em varios
estagios que acontecem simultaneamente e em velocidades diferentes (BUENO,
2005). Geralmente, nas industrias de 6leos séo utilizados catalisadores quimicos
inorganicos, temperaturas de 100 a 280 °C e pressdes elevadas (700 psi).

Enquanto a hidrélise quimica necessita de elevadas temperaturas e
pressoes a hidrolise enzimatica pode ser realizada em condi¢gdes amenas (30 a 40
°C e pressao atmosférica), diminuindo dessa maneira o gasto enérgico em

comparagao aos processos quimicos convencionais.
2.6.1 Mecanismos da reacao de hidrolise

A hidrélise alcalina, o ion hidréxido atua como nucledfilo e 0 mecanismo é
de substituicdo nucleofilica (HIJAZIN; SIMOES; SILVEIRA, 2010), conforme
esquematizado na Figura 10.

Figura 10 - Hidrolise alcalina

O
)
#° | %
R—C ___ ~=+=———= R—-C—OH F{—C\ + OR'
Nor' 1\ iclp:' OH
OHT
OH
RCOO + H0

Fonte: (FRANCISCO; ANDRE; GILBERLANDIO, 2017)

Na hidrélise &cida, o mecanismo é basicamente o mesmo sendo que 0s
protons se ligam ao oxigénio da carbonila e tornam a molécula vulneravel ao ataque
nucleofilico pela agua (HIJAZIN; SIMOES; SILVEIRA, 2010) como iliustra a Figura
11.

Figura 11 - Hidrélise acida

0 OH
0 0
4 [ | i V. )
R—C R—C —~ R—C—O0H, R—C + HOR+H
Nor ) Non
OR | OR'
HjU:

Fonte:(BUENO, 2005)
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A hidrélise enzimatica de triglicerideos ocorre por clivagem sequencial dos
grupos acila no triglicerideo, de tal forma, que num dado momento, a mistura
reacional contem ndao somente triglicerideos, agua, glicerol e acidos graxos, como
também diacilgliceréis e monoacilgliceréis (HIJAZIN; SIMOES; SILVEIRA, 2010)

conforme mostrado na Figura 12.

Figura 12 - Hidrolise enzimética

HyC—0—Ry HoC—0H
| . Lipase | /O
H[:l: O—Rz + HQO —_ H?_O_Rg + Ry—C—0OH
HiC—0O—R3 He T — 0 —FR5
H’*’-F_DH H,C—0H
— 0
HC — Lipass | 4
TR e D —— e gy s Ry-cT o
HQC_D_RQ HEC_O—RF
J
Hzlc—OH HyC—0H
Lipase |
H:C—O—R; H.C —OH

Fonte: (BUENO, 2005)
2.7. Purificacao dos produtos obtidos das reacoes de hidrdlise

A separacao dos acidos graxos obtidos por hidrélise, pode ser realizada por
meio de processos fisicos de separacado por destilacdo simples ou fracionada,
solidificagdo e prensagem, cristalizacdo fracionada direta ou por solventes
(GUNSTONE, 2002).

A purificacdo, em escala de laboratorio, geralmente é efetuada por adicao
de solventes polares como cloroférmio ou diclometano. Na fase aquosa encontram-
se o glicerol, os diglicerideos e monoglicerideos, enquanto na fase organica os
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acidos graxos. A quantificacao dessas fragbes sao variadas e pode ser efetuada
por cromatografia de fase gasosa (BUENO, 2005).

Com a cromatografia de fase gasosa separa-se os componentes volateis de
uma mistura, de acordo com suas tendéncias relativas entre adsorver-se,
volatilizar-se e mover-se do material inerte através da coluna cromatogréfica,
carregados por um gas inerte. Usando-se esta técnica, misturas de acidos graxos
com varios comprimentos de cadeia e varios graus de insaturagcdo, podem ser

completamente separadas e quantificadas (RIZVI, 2010).
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3. MATERIAIS E METODOS

Segundo a classificagao de Anténio Carlos Gil (2008), o trabalho realizado
foi de natureza aplicada, de abordagem qualitativa, objetivos descritivos e o
desenvolvimento por método de pesquisa bibliogréafica.

A metodologia empregada no trabalho engloba uma extensa pesquisa
bibliografica em bases de dados como Science Direct, Web of Science, Google
Académico, entre outras. Foram selecionados artigos e trabalhos académicos
sobre a obtencao de acidos graxos poli-insaturados, em especial 6mega 3 e 6mega
6 a partir de microalgas, visando analisar os fatores que influenciam na obtencao
desses acidos graxos, tais como condicbes de cultivo, métodos de extracao dos
lipideos e fatores operacionais da reacdo de hidrélise. A partir dos trabalhos
previamente selecionados e com os dados obtidos foram construidos tabelas e
gréficos ilustrativos para melhor visualizagdo e andlise comparativa dos resultados
abordados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a realizagédo do estudo proposto por esse trabalho, foram selecionados
6 trabalhos para a analise comparativa, os quais podem ser visualizados no Quadro
4. Vale ressaltar que os lipideos foram extraidos de formas distinta, a fim de se
obter as melhores condicdes e melhores métodos de extragdo para cada
microrganismo estudado. Apds a extragdo os acidos graxos foram quantificados
por cromatografia gasosa. Nos experimentos foram utilizados diferentes tipos de
fotobiorreatores, abertos e fechados, cada um possui um grau de complexidade
diferente. Para os fotobiorreatores fechados pode-se controlar melhor a
temperatura, pressao e condi¢des de cultivo, por meio de trocadores de calor,
agitadores e local de cultivo, sendo um sistema melhor reproducdo dentro das
condi¢cbes especificadas em cada experimento. Por outro lado, o fotobiorreator
aberto é financeiramente mais viavel, mais facil utilizacao, porem de dificil controle
de temperatura e pressao, além de ser limitado quanto ao controle do crescimento

de microalgas indesejadas.

Quadro 4 — Trabalhos com diferentes tipos de microalgas

Autor Fotobioreator

Moraes, 2018

Espécie

Chlorella Vulgaris Galdes (plastico) 4L
Tubulares tipo coluna de bolhas
(acrilico) 50L

Tubulares tipo coluna de bolhas

Chorella minutissima

Zorn, 2017

Garcia at al, 2015

BERMUDEZ-
SIERRA, 2018

Matos et al, 2018

Amaral et al, 2015

Dunaliella salina

Nannochloropsis
gaditana
Scenedesmus
accuminatus
Scenedesmus
accuminatus

Scenedesmus sp

Scenedesmus sp

Chlorella vulgaris
Chlorella vulgaris
Chilorella sp.
Chilorella vulgaris
Chlorella vulgaris
Chlorella
pyrenoidosa

(acrilico) 50L
Tubulares tipo coluna de bolhas
(acrilico) 50L

Tanque do tipo raceway 10000 L
Tanque do tipo raceway 10000 L

Erlenmeyers 300 mL

Erlenmeyers 300 mL

Tanque do tipo raceway 4000 L
Tanque do tipo raceway 4000 L
Seis vasos de 1,4L cada (8,4L)
Seis vasos de 1,4L cada (8,4L)
Seis vasos de 1,4L cada (8,4L)

(8,4L)

Seis vasos de 1,4L cada (8,4L

FONTE: (PROPRIO AUTOR)
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Moraes (2018) estudou a producao de biomassa microalgal e extracéo de
6leo a partir da mircoalga Chlorella Vulgaris. Os fotobiorreatores utilizados foram
galées de plastico de 4L cada e os lipideos foram determinados segundo a
metodologia de Bligh & Dyer. Nessas condi¢des, a fracao de acido linoleico (C18:2
— 6mega 6) encontrado foi de 18,57% e a fragéo de &cido linolénico (C18:3 —dmega
3) foi de 16,41%. Ao todo, os &cidos graxos poli-insaturados nesse estudo
representam 49,86% do total da biomassa encontrada, os émegas 3 e 6
representam 70,1% dos PUFA’s, ou seja, a maior parte dos acidos graxos

encontrados nesses 6leos foram de émega 3 e 6.

Zorn (2017) estudou a composicao de acidos graxos da biomassa de trés
diferentes tipos de microalgas, Chorella minutissima, Dunaliella salina e
Nannochloropsis gaditana. Os trés fotobiorreatores utilizados foram do tipo coluna
de bolhas de 50L cada e os lipideos foram determinados segundo o método Bligh
& Dyer. A tabela 1 mostras as porcentagens de dmega 3 e 6 obtidos para cada tipo

de microalgas.

Pode-se observar que nos trés tipos de microalgas os dmegas 3 e 6, com
relacdo ao total de acido graxo poli-insaturado s, representam aproximadamente a
totalidade deles, ou seja, quase todos acido graxo poli-insaturado s sdo émega 3 e
6. A fracdo de acido linolénico se mostrou superior em relacao a fracao de acido
linoleico apenas para a microalga Chorella minutissima. Para Dunaliella salina e
Nannochloropsis gaditana a fragdo de acido linoleico revelou-se maior do que a
fracao de acido linolénico.

Tabela 1: Porcentagem de émega 3 e 6 para cada tipo de microalga estudada por
Zorn (2017).

Acidos graxos

C18:2 (W6) C18:3 (W3) poli-insaturado s

Chorella minutissima 22,2 % 22,6 % 46,0 %
Dunaliella salina 30,0 % 16,0 % 47,7 %
Nannochloropsis 19.7 % 12.6 % 33,0 %

gaditana

FONTE: PROPRIO AUTOR

Analisando a Figura 13, verifica-se que a maior diferenga entre os dois tipos
de acidos graxos encontradas pela microalga Dunaliella salina, em valores
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percentuais, a quantidade de 6mega 6 é aproximadamente o dobro da quantidade
de dmega 3, 30% e 16% respectivamente. Ou seja, para uma producao de émega
6, de acordo com esse estudo, a produgao com Dunaliella salina mostra -se mais
vantajosa. Por outro lado, se fosse visado a producdo de édmega 3, a Chorella

minutissima seria a mais indicada.

Figura 13: Distribuicdo dos principais acidos graxos produzidos pelas microalgas
Chorella minutissima, Dunaliella salina e Nannochloropsis gaditana de acordo com
o trabalho de Zorn (2017).
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Chorella minutissima Dunaliella salina Nannochloropsis gaditana

HC18:2 (W6) mC18:3 (W3) Outros

FONTE: PROPRIO AUTOR

No trabalho realizado por Garcia at al (2015), os autores realizaram os
experimentos com a microalga Scenedesmus accuminatus e o0s dois
fotobiorreatores utilizados para o cultivo da linhagem foram do tipo raceway com
um volume de 10000 litros cada. Nesse trabalho foram avaliados 2 métodos de
extracao de lipideos diferentes, Bligh& Dyer (método 1) e extracdo sucessiva
(método 2). O método de extragdo sucessiva foi proposto por Baumgartner et al.
(2013). Para a realizagéo deste método foram utilizados 1 g de biomassa e 10 mL
de hexano, em um tubo falcon. O tubo foi aquecido em banho, sob agitacao
constante. Em seguida, a amostra foi centrifugada e o sobrenadante foi recolhido.
Ao tubo contendo o residuo da biomassa foram adicionados mais hexano, sendo o
tubo levado novamente ao banho e novamente centrifugado. Todo o processo foi
repetido por seis vezes. Ao término da extragcado o solvente foi recuperado e o baléo,
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contendo os lipideos, foi levado a estufa até obteng&o de massa constante. A Figura
14 ilustra os resultados obtidos, em que pode ser observado uma similaridade do
percentual de dmega 3 e 6 extraidos da microalga em funcdo do método de

extracao empregado.

Figura 14: Comparagao entre diferentes métodos de extracdo de lipideos a partir
da microalga Scenedesmus accuminatus.
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80% I
60% I

40%

% de PUFA extraida
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Bligh & Dyer Extragdo sucessiva
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FONTE: PROPRIO AUTOR

Comparando os diferentes métodos, pode-se observar que pelo método 1,
foram extraidos 57,2% de émega 3, do total de produtos obtidos (4cidos saturados,
monoinsaturados, poli-insaturado s e outros), e 4,5% de 6mega 6. Além disso, a
quantidade de acido linolénico mais de doze vezes superior em relagdo a
quantidade de acido linoleico. Do mesmo modo, pode-se observar um
comportamento semelhante no método 2, sendo as porcentagens de 6mega 3 e 6,
56% e 5,2% respectivamente. Ou seja, para ambos os métodos foi analisado uma

composicao de produtos oriundos da extracao semelhantes.

BERMUDEZ-SIERRA (2018) comparou dois métodos diferentes de extracao
de lipideos a partir da microalga Scenedesmus sp. O método 1 foi utilizando a
metodologia Bligh& Dyer modificada com solventes organicos apolares (Acetato
etila/metanol, Eter petréleo/metanol, Eter etilico metanol) e o método 2 foi utilizando

o Bligh & Dyer modificado com solventes préticos polares (Cloroférmio/Etanol,
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Cloroférmio/lso-propanol, Cloroférmio/Terc-butanol). Para os dois métodos foi

comparado com o método Bligh& Dyer padrao (Cloroférmio/Metanol 1:2).
Na tabela 2, pode-se observar os resultados obtidos pelo método 1.

Tabela 2: B&D modificado com solventes organicos apolares (quantidade de &cido

graxo mg-g" 6leo) BERMUDEZ-SIERRA (2018).
B&D

Acidos Cloroformio /,  Acetato etila Eter petroleo / Eter etilico /
graxos metanol (1:2) / metanol metanol metanol
C18:2 (wb) 0,3 0,08 1,98 1,17
mg g
C18:3 (w3) 1,56 - 1,76 0,65
mg g
Total PUFA 7.14 3,31 11,95 6,36
mg g
Total ac. 59,90% 50,80% 59,40% 64,30%
Insaturados

FONTE: PROPRIO AUTOR

No método 1 - B&D modificado com solventes organicos apolares, pode-se
notar que a extragdo que obteve uma maior quantidade de acidos insaturados foi
com Eter etilico/metanol (64,30%). E a que obteve a menor extragdo de acidos
insaturados foi com Acetato etila/metanol (50,80%). Por outro lado, a extragdo com
Eter petréleo/metanol revelou um resultado similar ao do método padréo, 59,40%

e 59,90% respectivamente.

Analisando o total de PUFA pode-se notar que houve diferente para cada
método de extracdo analisado. O método padrdo de B&D obtém 7,14 mg g de
6leo, porém com Eter petréleo/metanol obteve-se 11,95 mg g de 6leo uma
quantidade bem acima da quantidade padrdao do método. Por outro lado, com o

Acetato etila/metanol a quantidade foi bem abaixo do padrao, 3,31 mg g de 6leo.

Tendo em vista que o atual trabalho tem interesse na producéao de 6mega 3
e 6, a extracdo com o Acetado etila/metanol nao se mostrou relevante, devido ao
teor de acidos graxos poli-insaturados obtidos, 0,08 mg de dmega 6 e nenhuma
quantidade significativa de 6mega 3. A maior quantidade de dmega 3 foi observado
na extracdo com éter petrdleo/metanol 1,76 mg, quantidade similar do método
tradicional, 1,56 mg. Do mesmo modo, para a obtencao de émega 6 o0 método com
éter petréleo/metanol quantidade, 1,98 mg, quantidade bem acima do método
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padrao, 0,3 mg. A extracdo com éter etilico/metanol também revelou uma boa
quantidade de émega 6, 1,17 mg.

Na tabela 3 pode-se observar os resultados obtidos pelo método 2 (B&D
modificado com solventes préticos polares).

Tabela 3: B&D modificado com solventes proticos polares (quantidade de acido
graxo mg g”' 6leo) BERMUDEZ-SIERRA (2018).

Acidos B&D-Cloroformio Cloroféormio Cloroféormio/ Cloroformio/

graxos / metanol (1:2) / Etanol Iso-propanol  Terc-butanol
C18:2 (w6) 0,3 1,87 - -
C18:3 (w3) 1,56 0,61 - -
Total PUFA 7,14 7,05 0,85 2,21
Total ac. 59,90% 63,12% 42,30% 75,60%
Insaturados

FONTE: PROPRIO AUTOR

Pode-se observar que no método 2, diferente do método 1, duas formas de
extracdo ndao se mostraram muito eficientes para a producdo de dmega 3 e 6, a
extracdo com Cloroférmio/iso-propanol e  Cloroférmio/terc-butanol, com
quantidades insignificantes desses dois acidos.

O método de extracdo com Cloroférmio/terc-butanol obteve uma maior
porcentagem de acidos insaturados, mas como pode ser observado, isso néo

reflete uma maior quantidade de acidos poli-insaturado s.

Por outro lado, a extracdo realizada com Cloroférmio/etanol resultou em
valores similares a extracdo com Cloroférmio/metanol para o teor de acidos
insaturados, 63,12% e 59,9% respectivamente. A extracao com Cloroférmio/etanol
também se mostrou muito eficiente para a extracdo de émega 6, 1,87 mg g'de
6leo, mais de um quarto do total de PUFAs obtido. Porém, essa mesma extracéo
nao foi tdo eficiente para a extracdo de 6mega 3, 0,3 mg g-'de dleo.

Por outro lado, a extragcao padrdo (B&D-Cloroférmio / metanol (1:2)) mostra-
se mais eficiente para a obtencdo de 6mega 3, da ordem de 1,56 mg g' de 6leo e
menos para 6mega 6 0,3 mg g de dleo.

Comparando o método 1 e o método 2 pode-se concluir que para uma maior
eficiéncia de extracdo de PUFA, a extracao éter petréleo/ metanol, do método 1,
obteve a maior quantidade em massa de acidos poli-insaturado s. Tanto para
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6mega 3 quanto para 6mega 6 essa extracao foi a que obteve melhores resultados,
de acordo com o estudo de c.

Matos et al (2018) comparou em seu estudo a producao de acido linoleico e
acido linolénicos extraidas da microalga Chlorella vulgaris por meio de dois
métodos diferentes de cultivo. Para o estudo foi utilizado um fotobiorreator do tipo
raceway de 4000 L. Foi testado dois meios de cultivo, método 1 - controle Bold
Basal Medium (BBM) e método 2 - controle Bold Basal Medium (BBM) com 25% de
agua salobra dessalinizada da regidao semiarida brasileira. A tabela 4 mostra os
resultados obtidos.

Tabela 4: Andlise de extracdo de acidos poli-insaturados (quantidade em mg-g™
6leo) Matos et al (2018).

Bold Basal Bold Basal Medium (BBM) com
Medium (BBM) 25% de agua salobra dessanilizada

Acido Linoleicos

C18:2 (W6) 11,20 8.70
Acido Linolénicos
C18:3 (W3) 21,00 18,50
Total PUFA 33,90 28,80
Total ac. 70,27 70,81
Insaturados

FONTE: PROPRIO AUTOR

Pode-se observar pela tabela 4 que o cultivo Bold Basal Medium (BBM) com
25% de agua salobra dessalinizada da regido semiarida brasileira obteve uma
maior quantidade de &cidos insaturados, entretanto, isso ndo representa mais
acidos poli-insaturados. A maior quantidade de PUFA foi obtida no cultivo Bold
Basal Medium (BBM) 33,9 mg enquanto no método que utiliza agua dessalinizada
foi obtido 28,80 mg.

Na Figura 15 pode-se observar que a quantidade de PUFAs obtida pelos
dois métodos foi similar. Analisando a quantidade de &acido linoleico e &cido
linolénico nota-se que para ambos 0 meio de Bold Basal Medium obteve melhores
resultados, 11,20 mg e 21,00 mg respectivamente. Entretanto, para o método Bold
Basal Medium (BBM) com 25% de &gua salobra dessalinizada os resultados foram
menores, 8,70 mg para o acido linoleico e 18,50 mg para o acido linolénico.
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Figura 15: Comparagao entre BBM
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FONTE: PROPRIO AUTOR

No estudo realizado por Amaral et al (2015) foi comparado a quantidade de
acidos graxos insaturados e poli-insaturado s de trés tipos de microalgas diferentes,
Chilorella sp, Chlorella vulgaris e Chlorella pyrenoidosa e a metodologia adotada foi
a Bligh e Dyer. A tabela 5 mostra a quantidade de PUFAs e a quantidade total de
acido obtida apéds a extracao das microalgas.

Tabela 5: Quantidade de PUFAs (mg g-' de dleo) obtidas de acordo com o trabalho
realizado por Amaral et al. (2015).

Espécie Total de PUFA % PUFA Total de acidos
Chilorella sp. 8,3 5,94% 139,8
Chlorella vulgaris 20,1 20,10% 100
Chlorella o
pyrenoidosa 76,6 76,68% 99,9

FONTE: PROPRIO AUTOR

Pode-se notar que a espécie de microalga pertencente ao género Chlorella
que forneceu a maior quantidade de acido graxo poli-insaturado foi a Chlorella
pyrenoidosa, 76,7% aproximadamente. As espécies Chlorella sp e Chlorella
vulgaris revelaram uma quantidade menor, 20,10% e 5,94% respectivamente,
comparadas com a Chlorella pyrenoidosa.
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Na Figura 16, observa-se a quantidade de 6mega 3 e 6 para cada espécie
de microalga estudada.

Figura 16: Quantidade de émega 3 e 6 obtidas por cada espécie de microalga
estudada no trabalho de Amaral et al. (2015).
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FONTE: PROPRIO AUTOR

Pela andlise da Figura 16 nota-se que produziu maiores quantidades de
6mega 6 e bmega 3 é a Clorella pyrenoidosa, 18,5 mg e 41,8 mg respectivamente.
Nas variedades Chlorella sp e Chlorella vulgaris a quantidade de émega 6 é maior
do que a quantidade de dmega 3, situagdo que ndo se observa na variedade
Clorella pyrenoidosa, sendo a unica que a quantidade de émega 3 € maior que a
quantidade de 6mega 6.

A espécie Chlorella sp foi a espécie que obteve os menores valores dos dois
acidos graxos, 3,9 mg para acido linoleico e 4,3 mg para acido linolénico. A espécie
Chlorella vulgaris apresentou uma quantidade intermediaria de émega 6, 11,8 mg,
entres as trés espécies e a menor quantidade analisando o émega 3, 4,1 mg por
grama de 6leo extraido.

Dos trabalhos analisados pode-se realizar uma comparacao entre trés deles
quanto a produgcdo de &cidos graxos poli-insaturado s com a variedade de
microalga da espécie Chlorella vulgaris (MORAES, 2018; MATOS et al., 2018;
AMARAL et al., 2015). Os tipos de fotobiorreatores utilizados foram o de sistema
fechado por Moraes (2018), com um volume de 4L, e Amaral et al (2015), com 1,4L,
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e sistema aberto para Matos et al (2018) com um volume maior comparado com 0s
demais, 4000L. A tabela 6 mostra os resultados obtidos pelos trés estudos.

Tabela 6: Comparacéao dos resultados obtidos de émega 3 e 6

c18:2  c18:3 Tzza' o T°::' de
. . (1) .
Fotobiorreator Cultivo :(:13 :«:\3 PUEA PUEA Obtidos
(mg) (mg)
Cultivo
Moraes Sistema com
! 18,57 16,41 4 9 1
2018 fechado de 4L aeracdo 8> 6 9,86 >0% 00
constante
Raceway o
4000 L BBM 11,2 21 33,9 48% 70,27
Matos et BBM com
al, 2018 Raceway 25% de o
4000 L sgua 8,7 18,5 28,8 41% 70,81
salobra
Amaral Sistema C:;I:r';’o
et al, fechado de seracio 11,8 4,1 20,1 20% 100
2015 1,4L ¢
constante

FONTE: PROPRIO AUTOR

De acordo com a tabela 6, o trabalho que obteve uma maior quantidade de
acidos graxos poli-insaturados foi Moraes (2018), sendo que aproximadamente
50% do total de acidos obtidos foram PUFAs, acidos linoleico e linolénico. Por outro
lado, o experimento de Amaral et al (2015) obteve a menor quantidade de PUFAs
entre os trabalhos analisados, da ordem de 20%. Matos et al (2018) alcangaram
resultados de 41% e 48% para 6mega 3 e dmega 6, respectivamente.

No estudo de Moraes (2018) observou-se uma maior quantidade de émega
6, 18,57 mg por grama de bleo extraido, sendo a maior entres os demais trabalhos
analisados. Nesse experimento, a microalga foi cultivada em sistema fechado de
volume 4 L, esse volume representa 0,1% do volume utilizado nos experimentos de
Matos et al (2018), entretanto a massa de 6mega 6 obtida foi aproximadamente o
dobro do cultivo conduzido no fotobiorreator tipo raceway. Nota-se que a menor
quantidade de dmega 6 (8,7 mg) obtida no trabalho de Matos et al (2018) foi quando
se utilizou o meio BBM com 25% de agua salobra.

De acordo com os resultados analisados os teores obtidos para o 6mega 3
foram diferentes em comparagdo ao émega 6. O estudo que obteve uma maior
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quantidade de édmega 3 (21 mg) foi Matos et al (2018) no experimento com BBM.
Pode-se notar que para o 6mega 3 esse experimento teve um resultado bastante
satisfatério comparado com os demais. No estudo de Amaral et al (2015) a
quantidade de dmega 3 foi a mais baixa de todos os demais, 4,1 mg. Além disso,
nesse estudo ndo apenas a quantidade de 6mega 3 foi a menor como também, a
quantidade de PUFAs extraido da microalga.

Pela andlise da tabela 6, dois experimentos obtiveram quantidades similares
de dmega 6, Matos et al (2018) no experimento com BBM (11,2 mg) e Amaral et al
(2015), 11,8 mg. No entanto, analisando o teor de 6mega 3 obtido pelos trabalhos,
nota-se que os resultados foram totalmente diferentes, 21 mg para Matos et al
(2018), a maior quantidade entres todos os estudos analisados, e 4,1 mg em
Amaral et al (2015), a menor quantidade de todos. Desta forma, verifica-se que
dependendo das condi¢gdes de cultivo empregadas pode favorecer a producao de
um tipo especifico de acido graxo acumulado pela linhagem.

Tendo em vista que os estudos analisados na tabela 6 utilizaram volumes de
reatores diferentes, de 1,4 L a 4000 L, percebe-se que ndo existe uma relacao
diretamente proporcional, ou seja, um fotobiorreator maior ndo, necessariamente,
produz uma maior quantidade de dmega 6. Por outro lado, analisando 6mega 3,
pode-se inferir uma relag@o entre volume, um fotobiorreator maior produziu nesse
caso uma quantidade maior de 6mega 3. No estudo de Amaral et al (2015) foi
utiizado o menor fotobiorreator entre os analisados, e obteve-se a menor
quantidade de é6mega 3, ja em Matos et al (2018) no experimento com BBM obteve
a maior quantidade de émega 3.
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5. CONCLUSAO

De acordo com a analise dos dados obtidos neste trabalho pode-se observar

que o teor de acido linoleico (w-6) variou entre 0% e 30%:

¢ A microalga que obteve a maior producado de émega 6, 30% de todos os
acidos graxos obtidos pela extracdo Bligh& Dyer, foi a Dunaliella salina
cultivada em um fotobiorreator do tipo fechado e coluna de bolha com
volume de 50 L.

e A menor producédo de w-6, 0%, foi obtida pela microalga Scenedesmus sp.
Para o acido linolénico (w-3) o teor variou de 0% a 57,23%:

e A microalga que obteve a maior producdo de 6mega 3, 57,23% foi a
Scenedesmus accuminatus cultivada em um fotobiorreator aberto do tipo
raceway de 10000 L, empregando o método de extragéo Bligh& Dyer).

e A menor produgao de w-3, 0% foi obtida para a microalga Scenedesmus sp.

Os valores de produtividade de acidos graxos relatados neste trabalho
mostraram que é importante, ndo apenas a escolha da microalga a ser utilizada
para a producao de 6mega 3 e 6mega 6, mas também as condicdes utilizadas para
o cultivo, o tipo do fotobiorreator, 0 método de extragcdo empregado e outros
parametros que podem influenciar na obtencdo desses acidos graxos poli-

insaturados.
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