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RESUMO

A biomassa microalgal tem diversas aplicacbes comerciais, sobretudo nas industrias
farmacéutica, de alimentos, da criacdo animal e, mais recentemente, de
biocombustiveis. O uso de populacdes de microalgas em culturas mistas pode conferir
vantagens como a reducéo de custos com contaminagéo e obtenc&o de biomassa rica
em lipideos, carboidratos e proteinas. O presente estudo, portanto, visou avaliar o
cultivo unialgal e misto de Pseudopediastrum boryanum e Scenedesmus obliquus em
duas diferentes temperaturas, em escala laboratorial, em termos da biomassa e da
composi¢do bioquimica. O experimento, em triplicata, foi conduzido, em estufas
ajustadas as temperaturas de 20 e 30°C, em meio ASM1, fotoperiodo 12/12h e
aeracdo constante por 21 dias. O inéculo foi de 1,5 x10° células/mL para as
monoculturas e 7,5 x10% células/mL, de cada espécie, no cultivo misto. Maior
densidade celular (13,6 x10° cel/mL) e biomassa (55 g/L) foram registrados no cultivo
unialgal de S. obliquus em 30°C. Maiores concentracdes de proteinas (672,6 mg/g)
foram registradas nos tratamentos P20 e S20 e de carboidratos (6,17 mg/g) em P30.
Nao houve diferenca significativa no teor de lipideos totais extraidos nos tratamentos
S20 (95,5 mg/g), P20 (96,3 mg/g) e M20 (105,3 mg/g). A composi¢cado dos FAMESs nas
microalgas variou de forma significativa no que diz respeito ao numero de
insaturacdes, sendo em sua maioria composta de &cidos graxos monoinsaturados
(14-41,8%) e tri-insaturados (18,8-33,2%). Com base nos resultados, conclui-se que
o cultivo misto de S. obliquus e P. boryanum obteve baixos valores de crescimento e
de producéo de carboidratos. Alteracdes na temperatura influenciam o crescimento e
a producéo de grande parte dos biocompostos, entretanto essa influéncia difere entre
os tratamentos. O perfil de FAMESs nao se adequa as normas vigentes para a producao
de biocombustiveis, todavia a biomassa rica em proteinas e cidos graxos essenciais
(Omega 3), sugere um potencial uso como suplemento na alimenta¢édo humana e de

animais.

Palavras-chave: Cultivo misto, temperatura, alimentacao, biocombustivel



ABSTRACT

The microalgal biomass has several commercial applications, especially in the
pharmaceutical, food, animal feed and, more recently, the biofuels industry. The use
of microalgae populations in mixed cultures can provide advantages such as cost
reduction with contamination and obtaining biomass rich in lipids, carbohydrates and
proteins. This study aimed to evaluate the unialgal and mixed -cultivation of
Pseudopediastrum boryanum and Scenedesmus obliquus at two different
temperatures, in laboratory scale, in terms of biomass and biochemical composition.
The experiment was conducted in triplicate, in temperatures set of 20 and 30°C,
medium ASM1, photoperiod 12/12h and continuous aeration for 21 days. The inoculum
was 1,5 x10° cell/mL to monocultures and 7,5 x10* cell/mL, of each species, in mixed
culture. Increased cell density (13.6 x 108 cell/mL) and biomass (55 g/L) were recorded
in unialgal S. obliquus culture at 30°C. High protein concentrations (672.6 mg/g) were
observed in P20 and S20 treatments and carbohydrates (6.17 mg/g) in P30. There
was no significant difference in total lipid content extracted in S20 (95.5 mg/g), P20
(96.3 mg/g) and M20 (105.3 mg/g). FAMEs composition of the microalgae, varied
significantly as regards the number of unsaturations, being mostly composed of
monounsaturated fatty acids (14 to 41.8%) and tri-unsaturated fatty acids (18.8 to
33.2%). Based on the results, it is concluded that the mixed cultivation of S. obliquus
and P. boryanum not shown good results of growth and production of biochemicals.
Changes in temperature affect the growth and yield of most biocompounds but, this
influence differs between treatments. The FAMEs profile doesn't fit the rules in force
for production of biofuels, however, the biomass rich in protein and essential fatty acids
(Omega 3), suggesting a potential use as a supplement in human food and animal

feed production.

Keywords: Mixed cultivation, temperature, feeding, biofuels.
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1 INTRODUCAO GERAL

As algas estédo entre 0s organismos vivos mais primitivos da histéria da Terra, tendo
a sua origem datada do periodo Pré-cambriano, ha trés bilhbes e meio de anos
(BOLD; WYNNE, 1985). Em 1753, Lineu propbs “alga” como uma categoria
taxondmica, porém, hoje esse termo é usado para designar uma grande variedade de
organismos fotoautotroficos, clorofilados, criptbgamos e talofitos, e ja ndo possui
nenhum valor taxonémico, sendo rebaixado a um agrupamento taxonémico (BICUDO;
MENEZES, 2006).

Algas fitoplancténicas vivem em suspensao na coluna d’agua e estao sujeitos aos
movimentos de marés e correntes. Por serem autotroficos, sdo o0s principais
responsaveis pela producao primaria dos ambientes aquaticos marinhos, dulcicolas
ou salobros (REYNOLDS, 2006), sendo, portanto, a base das cadeias alimentares
nestes ecossistemas. Sao muito utilizadas como bioindicadoras da qualidade da agua,
devido a rapida resposta as variagcdes ambientais e por possuirem um ciclo de vida
curto (ESTEVES, 2011).

Dentre os grupos de algas fitoplancténicas, destaque-se a Classe Chlorophyceae,
pertencente a Divisdo Chlorophyta, por ser muito frequente, caracteriza-se pela
coloracao verde ou esverdeada por possuirem as clorofilas “a” e “b” como pigmentos
principais. Possui cerca de 8000 espécies descritas e acredita-se que este niumero
seja muito maior atualmente, sendo que 90% s&o de ambientes lacustres,
principalmente lagos e lagoas mesotréficos ou eutréficos (ESTEVES, 2011; FOTT,
1971; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007). Dentre os agrupamentos taxondmicos
algais, a Divisdo Chlorophyta é uma das mais visadas para a extracdo de Oleo
algaceo, devido ao seu rapido crescimento, facil adaptacéo as variagcbes ambientais
e também por serem facilmente cultivaveis (TEIXEIRA; MORALES, 2006).

O cultivo de microalgas tem sido uma importante ferramenta para elucidar diversos
aspectos da biologia das espécies, principalmente quanto a variabilidade morfolégica,
plasticidade fenotipica, caracteristicas bioquimicas, metabolismo
vegetativo/reprodutivo e ciclo de vida, contribuindo assim para aumentar o
conhecimento sobre a ecologia e taxonomia desses organismos. A criacdo e a
manutencdo desses ceparios auxiliam também na conservagdo das espécies de

microalgas existentes. Além disso, o desenvolvimento das pesquisas com culturas
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algais tem proporcionado o uso cada vez maior de microalgas em testes de toxicidade,
melhorando assim a avaliagdo dos impactos ambientais causados por algumas

substancias que séo lancadas em ambientes aquaticos (LOURENCO, 2006).

O aumento gradativo no interesse por cultivo de microalgas se deve ndo s6 por sua
importancia ambiental e bioldgica, mas também pela producdo de compostos de
relevancia comercial como proteinas, carboidratos, vitaminas, acidos graxos poli-
insaturados, e pigmentos como carotendides e clorofila (DERNER; OHSE; VILLELA,
2006).

Os cultivos de microalgas em grande escala séo realizados, em sua maioria, para a
obtencado de proteinas usadas como suplemento alimentar, tanto na alimentacéo de
animais como na humana. Estas podem ser encontradas em formulacbes em po,
tabletes, capsulas, extratos, misturados a alimentos industrializados como biscoitos,
doces e bebidas (LOURENCO, 2006). O uso da cianobactéria Spirulina (Arthrospira
platensis) como fonte de alimento para humanos e animais ocorre ha pelo menos 700
anos, pelo seu alto teor proteico (RICHMOND, 2004). Sdo cinco os géneros de
microalgas mais usados na alimentacdo humana: Aphanizomenon e Arthrospira
(cianobactérias), Chlorella, Dunaliella e Scenedesmus (Chlorophyceae) (RICHMOND,
2000 apud LOURENCO, 2006).

Microagas também séo cultivadas para uso na industria farmacéutica, de corantes e
de cosméticos. O cultivo para extracdo de pigmentos como 0s carotendides,
principalmente astaxantina e betacaroteno, pode ser aproveitado como corantes de
alimentos e racfes e também como substancia antioxidante e fonte de vitamina A
(LOURENCO, 2006). Outros pigmentos também sdo comercializados, como por
exemplo as ficobilinas, produzidas por algumas algas, como as cianobactérias e
criptéfitas. Esses pigmentos apresentam coloracdo azulada, sendo chamados de
ficocianinas, e avermelhadas, as ficoeritrinas. As ficobilinas sdo empregadas como
corantes na industria de alimentos, como matéria-prima para a producdo de
cosméticos e também em ensaios imunologicos, através da producdo de corantes
fluorescentes (BECKER, 2004; LOURENCO, 2006). A cianobactéria Arthrospira e as
algas vermelhas unicelulares Porphyridium e Rhodella, sdo algumas das principais
fontes de ficobilinas (LOURENCO, 2006). Aléem dos usos supracitados, espécies de

microalgas podem produzir uma série de moléculas bioativas com efeito antibidticos,
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anticancerigenos, anti-inflamatorias, antivirais, redutoras de colesterol, enzimaticas e
entre outras (DERNER; OHSE; VILLELA, 2006).

Atualmente, o cultivo de microalgas em escala comercial é realizado em lagoas
abertas ou em fotobiorreatores fechados (CHISTI, 2007), sendo as lagoas abertas o
sistema de producdo mais comum em operacao, devido, principalmente, ao baixo
custo necessario para sua implantagdo, manutencdo e aumento em escala (COPLIN,
2012; MILLEDGE, 2011).

Os fotobiorreatores séo sistemas de cultivo fechado, formados por tubos ou placas de
vidro, de plastico ou de policarbonato, organizados de forma a otimizar a absor¢éo de
luz pelas células (Figura 01). A aeracdo € mantida de forma constante para melhorar
a distribuicdo dos nutrientes e as trocas gasosas, assim como a temperatura, pH e
iluminacdo (COPLIN, 2012), o que confere maior produtividade em biomassa
comparado as lagoas abertas; no entanto, o custo de producdo em fotobiorreatores é
elevado (CHISTI, 2007); sendo indicado apenas para o cultivo de cepas que

demandem maior controle dos fatores ambientais (MILLEDGE, 2011).

Figura 01 — Cultivo de microalgas para a obtencédo de biomassa em fotobiorreatores.

Fonte: Koller (2015).

Para a producédo de biomassa em sistemas de lagoas abertas € preferivel o uso de
espécies resilientes e capazes de sobreviver sob condi¢cdes adversas, pois, a fim de

reduzir a populacdo de organismos contaminantes, condi¢coes seletivas como altas
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concentracbes de salinidade, bicarbonatos e altos valores de pH, séo comumente
empregadas (COPLIN, 2012; MILLEDGE, 2011). Sdo dois os principais tipos de
lagoas abertas usadas, as lagoas circulares e as lagoas de corrida (Figura 02). As
lagoas circulares possuem cerca de 30-70 centimetros de profundidade e séo
agitadas por um bastéo giratério instalado no centro da lagoa. Por outro lado, as
lagoas do tipo pista de corrida sdo formadas por canais de recirculagdo, com
profundidades entre 20 e 30 centimetros e a recirculacao e a agitacdo sao realizadas
por pés fixas instaladas de cada lado da lagoa (HANNON et al., 2010; COPLIN, 2012).

Figura 02 — Sistema de cultivo de microalgas em lagoas abertas do tipo circular (a) e

pista de corrida (raceways) (b).

s T

Fonte: Clifford (2015).

Nos ultimos anos as pesquisas com microalgas para fins comerciais se expandiram,
e houve um aumento nas investigacdes que buscam a producédo de biodiesel tendo
como fonte estes microrganismos, uma vez identificado seu potencial como matéria
prima (LOURENCO, 2006).

Muitas vantagens sao apontadas na utilizacdo de microalgas como fonte de
biocombustivel e dentre elas destacam-se: 1) apresentam alta taxa de crescimento e
reproducdo, 2) o cultivo de microalgas ndo depende de terras araveis, nao
competindo, dessa forma, com areas destinadas a plantagdo de alimentos, 3) ndo
necessitam da aplicacdo de herbicidas, 4) podem crescer em meios alternativos como
aguas residuais e efluentes, 5) algumas espécies produzem naturalmente uma grande
guantidade de lipideos, e esta pode ser facilmente aumentada modificando as

condicdes de cultivo, 6) sdo organismos extremamente eficientes em fixar dioxido de
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carbono e 7) produzem mais Oleo por area se comparado as plantas terrestres
(BECKER, 2013; DISMUKES et al., 2008; BERTOLDI; SANT'ANNA; OLIVEIRA, 2008;
OHSE et al., 2007; PAULILLO; JATOBA; CECHINEL, 2009; HANNON et al., 2010).

Sabe-se que as populacdes de microalgas podem ser afetadas por fatores bidticos
(parasitismo, alelopatia, competicdo por recursos e herbivoria) e abidticos
(temperatura, pH, incidéncia de luminosidade, velocidade de correnteza e
concentracdes de nutrientes) (ESTEVES, 2011; GUILLARD; MORTON, 2003).

Além disso, a composicao bioquimica da microalga é definida nédo s6 pela natureza
da espécie em questdo, mas por uma interacdo desta com outros fatores (MIAO; WU,
2004), sendo a temperatura uma das variaveis que mais interferem na taxa
metabdlica, influenciando na composicédo e no contetdo de lipideos das microalgas
(LOURENCO, 2006; RENAUD et al., 2002).

Estudos indicam que espécies de microalgas cultivadas em altas temperaturas
apresentam decréscimo em seu conteldo proteico e acréscimo no conteudo de
carboidratos e lipideos (RAFIQUL et al., 2003). A temperatura €, provavelmente, um
dos fatores mais importantes com influéncia direta nos acidos graxos produzidos pelas
microalgas. De forma geral, espécies cultivadas em temperaturas baixas produzem
maior quantidade de acidos graxos insaturados, embora a resposta a temperatura de
crescimento varie de espécie para espécie, com nenhuma relacdo consistente entre
a temperatura e as insaturacbes presentes nos acidos graxos (HARWOOD;
GUSCHINA, 2013; THOMPSON et al., 1992).

De modo geral, é tido que o crescimento das microalgas tende a aumentar
exponencialmente com a elevacao da temperatura até um ponto étimo, a partir do qual
a cultura entra em declinio (ALABI; TAMPIER; BIBEAU, 2009). A temperatura ideal
para o cultivo de microalgas depende de certa forma, da finalidade do cultivo e das
necessidades da espécie estudada. Em regides tropicais, onde as temperaturas sao
elevadas o cultivo de microalgas pode ser realizado sob temperaturas acima de 20°C
(LOURENCO, 2006).

Sayegh e Montagnes (2011) os quais visaram observar os efeitos das variagOes da
temperatura na composicao bioquimica e em crescimento das microalgas, cultivaram
guatro diferentes linhagens de Isochrysis galbana e uma cepa de Nanochloropsis sp.

nas temperaturas de 15, 20, 25 e 30°C. Estes autores observaram um incremento na
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densidade celular nos cultivos e uma diminuigdo no biovolume celular de todas as
cepas com o aumento da temperatura. Também foi observado que a temperatura
alterou as concentracfes e producao de proteinas, carboidratos e lipideos de forma
nao intuitiva, constatando que, principalmente para esses fatores, o efeito da

temperatura é varidvel de acordo com as linhagens, sublinhagens ou cepas cultivadas.

Ja Chokshi et al. (2015) evidenciaram a importancia do conhecimento da temperatura
Otima da cepa cultivada e o efeito da variacdo da temperatura ambiental nos cultivos
realizados em ambientes abertos, sujeitos a tais variacdes, no que diz respeito ao
crescimento e composi¢cdo bioquimica. Esses autores cultivaram a microalga
Acutodesmus dimorphus em condi¢cdes de temperatura constante (25, 35, 38 e 40°C)
e em condicdes de alteracdo da temperatura em cultivos inicialmente expostos a 25°C
com ajustes para 35 e 38°C durante o andamento dos cultivos. Foi observado que A.
dimorphus pode tolerar altas temperaturas. O cultivo continuo em 40°C causou a
morte da cultura em apenas 3 dias, indicando que esta temperatura esta acima do
ponto 6timo de crescimento para essa espécie. Nos cultivos com alteracdo da
temperatura foi observado um aumento no tamanho celular em comparacdo com o
cultivo continuo em 25°C. Os maiores valores de biomassa, carboidratos e lipideos
foram observados no cultivo realizado continuamente em 35°C, onde o nivel de
espécies reativas de oxigénio (ROs), da peroxidacdo lipidica e de enzimas

antioxidantes foram menores.

Outro fator importante que interfere na composicédo bioquimica e na producdo de
biomassa dos cultivos de microalgas é a riqueza de espécies dos chamados cultivos
mistos (LOURENCO, 2006; SMITH et al., 2010; STOCKENREITER et al., 2011).

O emprego de uma diversidade maior de espécies na mesma unidade de cultivo, pode
atribuir uma série de vantagens aos cultivos em lagoas abertas, quando comparado
ao cultivo unialgal (LOURENCO, 2006; HANNON et al., 2010; COPLIN, 2012).
Cultivos unialgais a céu aberto estéo sujeitos a uma série de fatores, como a entrada
de novas espécies de microalgas e do zooplanctom trazidos por insetos, aves e até
mesmo pelo ar e chuva, comprometendo a uniformidade da populacédo e,
consequentemente, a qualidade do produto final extraido (COPLIN, 2012). Aléem da

maior estabilidade da cultura tem sido proposto que cultivos mistos usam melhor os
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recursos disponiveis no meio e sdo potencialmente capazes de gerar maior
guantidade de biomassa e lipideos (SMITH et al., 2010).

Entretanto, uma breve busca na literatura evidencia que pouco estudo é realizado com
o foco de conhecer o comportamento de espécies selecionadas em cultivo misto com
aplicacdo comercial. Phatarpekar et al. (2000) compararam 0 crescimento e a
composicdo bioguimica das microalgas Isochrysis galbana e Chaetoceros calcitrans
em cultivo misto com as suas respectivas monoculturas e observaram no cultivo misto
maiores concentracdes de proteinas, carboidratos, lipideos e clorofila ‘a’, nas fases
exponencial e estacionaria do crescimento, mesmo tendo densidade celular inferior
aos cultivos unialgais. Os autores atribuiram esses resultados ao fato da competicéo
por recursos estimular o acumulo de componentes bioquimicos nas células, nas duas

espécies ou em C. calcitrans, a qual foi dominante no cultivo misto.

Huang et al. (2011) estudaram o crescimento de Dunaliella salina e Phaeodactylum
tricornutum cultivadas em conjunto sob trés diferentes concentra¢cdes de nitrogénio
(1,4, 14 e 140 mg/L) bem como o efeito de diferentes densidades de inoculagéo (10:0,
7:3, 5:5, 3:7 e 0:10). Foi observado um incremento em biomassa, clorofila ‘a’ e
proteinas em todos os tratamentos nos cultivos com maior concentracao de nitrogénio,
em especial no cultivo misto na propor¢cdo de 7D:3P, onde foi observado um
incremento de 132% e 2,8% nas concentracbes de clorofila ‘a’ e proteinas,

respectivamente.

Grande parte dos trabalhos apresentam cultivos mistos provindos de ambientes
naturais, muitas vezes sem identificacao prévia das espécies presentes. Ahmad et al.
(2012) avaliaram o potencial de absorcdo de nutrientes de aguas residuais e producéo
de biomassa, como potencial fonte para biocombustivel, por um cultivo misto de algas
coletadas no Jardim Botanico da Universidade de Lahore, contendo Microspora sp.,
Lyngbya sp., Cladophora sp., Spirogyra sp., Rhizoclonium sp. e diatomaceas. Foi
relatado que o cultivo misto aumentou em biomassa através da absorcdo dos
nutrientes disponiveis nas aguas residuais de forma eficiente. E que essa biomassa é
potencial matéria prima para a producdo de biodiesel comparando os dados com a

Norma Americana de Padronizacdo de Biodiesel.

Outros trabalhos foram realizados utilizando comunidades mistas com diferentes
enfoques, como por exemplo, teste de meios alternativos a base de fertilizantes
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comerciais (BRITO et al., 2013a; BRITO et al.,, 2013b), atividades alelopaticas
(GONCALVES et al., 2016) e cinética do crescimento e composi¢cdo bioquimica
(ARKRONRAT; DEEMARK; ONIAM, 2015).

Stockenreiter et al. (2012), indicam ocorrer aumento na producédo de lipideos por
comunidades mistas naturais quando comparados aos cultivos realizados com apenas
uma espécie. Smith et al. (2010) concluiram que comunidades naturais mais diversas,
cultivadas em sistemas de lagoas abertas, podem acumular mais energia solar em
forma de lipideos, quando comparadas a comunidades unialgais cultivadas em
fotobiorreatores controlados. Todavia, o uso de comunidades mistas naturais pode
sofrer mudancas na composicéo, devido a relacdo de dominancia entre as espécies
ali presentes. As mudancas na composicdo provavelmente alterariam o teor e a
qualidade dos lipideos produzidos (COPLIN, 2012).

Com base nas informacfes supracitadas esta pesquisa buscou contribuir para a
compreensao das respostas fisioldgicas de microalgas em cultivos unialgais e mistos
submetidos a diferentes temperaturas e a sua possivel aplicabilidade, como forma de
reduzir os custos, ainda elevados, da producdo de compostos com base em

microalgas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o cultivo unialgal e misto de Pseudopediastrum boryanum e
Scenedesmus obliquus, realizado em escala laboratorial, em duas diferentes
temperaturas, a fim de conhecer as respostas na producdo em biomassa e na
composicdo bioquimica (carboidratos, proteinas, lipideos totais, perfil lipidico e
pigmentos) dos cultivos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o incremento em densidade e biomassa, a producéo de lipideos totais,
de carboidratos, proteinas e pigmentos das microalgas em resposta aos
cultivos unialgais e mistos;

Investigar os possiveis efeitos da alteracdo da temperatura nas espécies
estudas, no que diz respeito ao seu crescimento e composi¢cao bioquimica;
Caracterizar o perfil de ésteres metilicos de acidos graxos das microalgas
estudadas;

Avaliar seu potencial uso como fonte de esteres para a producdo de
biocombustiveis;

Discutir acerca do potencial uso da biomassa obtida para cultivos comerciais e
seus possiveis usos nas industrias da alimentacdo animal, humana e da
aquicultura;

Contribuir para o conhecimento da fisiologia de P. boryanum e S. obliquus

quando cultivadas conjuntamente;

3 HIPOTESE DA PESQUISA

Com base no levantamento bibliogréafico, o presente estudo parte da hipotese de que

o cultivo misto de P. boryanum e S. obliquus na temperatura de 30°C apresentaria, ao

fim do experimento, maior densidade celular, maior biomassa e maiores

concentracdes de lipideos, proteinas e carboidratos.
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4 MATERIAIS E METODOS GERAIS
4.1 OBTENCAO DAS CEPAS

As duas espécies de microalgas utilizadas no experimento foram selecionadas no
banco de cultivo do Laboratério de Taxonomia e Ecologia de Algas Continentais
(LATEAC), da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), com base em
resultados obtidos anteriormente quanto ao seu teor de &cidos graxos, confirmando a
potencialidade das espécies como fonte primaria de ésteres para a fabricacdo de
biodiesel, e apos a realizacdo de um teste piloto, no qual foram consideradas as
caracteristicas morfologicas e o possivel polimorfismo das espécies quando em cultivo

misto.

4.2 ESPECIES UTILIZADAS NO EXPERIMENTO

Pseudopediastrum boryanum (Turpin) E. Hegewald var. boryanum (Figura 03),
pertencente a Classe Chlorophyceae, Familia Hydrodictyaceae e Género
Pseudopediastrum, é uma alga colonial cendbio orbicular plana e de vida livre,
podendo conter 8, 16 ou 32 células. Nao apresenta espacos intercelulares ou estes
sdo muito pequenos e irregulares. As células marginais apresentam 2 prolongamentos
da parede celular, lobos ou processos, delgados, curtos e com as extremidades
levemente retusas e afinadas, arredondadas ou retas, possuem uma inciséo ventral
aberta em “U” ou "V’ e s&o unidas as células internas pela base quadrangular. As
células internas do cendbio sédo cordiformes ou poligonais, mais largas que longas
com margens arredondadas ou retas. Apresentam parede celular granulada, um
plastidio parietal no formato da célula com um pirenoide central ou basal
(SANT'ANNA, 1984; BICUDO; MENEZES, 2006; RESTANO, 2013).

E considerada uma espécie comum no fitoplancton (KOMAREK; FOTT 1983;
BICUDO; MENEZES, 2006), com ampla plasticidade ecologica, cosmopolita, de
ocorréncia mundial, podendo ser encontrada em ambientes alcalinos até neutros. A
espécie tolera ainda alto grau de trofia e saprobiedade, especialmente a variedade
boryanum (PARRA, 1979).
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Figura 03 — Pseudopediastrum boryanum (Turpin) E. Hegewald var. boryanum,

cultivada em meio ASM1.

50 ym

Fonte: Arquivo préprio, 2016.

A reproducao desta espécie pode se dar tanto de forma assexuada quanto de forma
sexuada, sendo a ultima muito rara, s6 ocorrendo em condicdes especificas de altas
temperaturas e alta intensidade luminosa. Dois ciclos de reproducdo assexuada
podem ser observados; no mais comum, 0S zodsporos moveis sao produzidos e
liberados dentro de uma vesicula que se rompe apenas quando 0S zoOsporos ja
formaram uma nova colénia juvenil de 16 células. No segundo ciclo, menos frequente,
a vesicula se rompe logo apos a sua liberagéo, soltando células individuais no meio.
Tais células crescem individualmente e ddo origem a uma nova coldnia, através da
producdo de novos zodsporos moveis dentro de uma vesicula, seguindo o primeiro
ciclo (PARK; CRAGGS; SHILTON, 2014).

Scenedesmus obliquus (Turpin) Kitzing (Figura 04) pertence a Classe

Chlorophyceae, Familia Scenedesmaceae e Género Scenedesmus. E colonial
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cenobio, podendo ser formada por 4 ou 8 células, dispostas linearmente ou de maneira
alternada. Suas células sao fusiformes com polos agudos, células internas quase
retas e células externas marcadamente concavas, retas e até convexas. Possuem um
anico cloroplastidio que preenche toda a superficie interna da célula, com um
pirenoide central (GODINHO; GONZALEZ; BICUDO, 2010; MENDES et al., 2012). S
obliguus é a espécie com maior variabilidade morfolégica dentro do género
(GODINHO; GONZALEZ; BICUDO, 2010).

O Género Scenedesmus é considerado o mais comum e cosmopolita dos géneros de
algas verdes, além de serem pioneiros na colonizacdo de novos ambientes. Sua
reproducdo é por formacdo de autésporos, entre 2 e 8, que por sua vez formam
apenas um autocenobio dentro da célula mae, liberado através do rompimento de sua
parede celular (BICUDO; MENEZES, 2006; GODINHO; GONZALEZ; BICUDO, 2010).

Figura 04 — Scenedesmus obliquus (Turpin) Kutzing cultivada em meio ASM1.
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Fonte: Arquivo préprio, 2016.
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4.3 DELINEAMETO EXPERIMENTAL E ESTATISTICO

Os cultivos foram realizados em erlenmeyers de 3L, contendo 2,5 litros de meio, com
aeracdo constante com volume de ar de 3,5 L/min, mantidos em estufas Eletrolab,
modelo EL202/3, ajustadas as temperaturas de 20 e 30°C, no LATEAC/UFES. O meio
utilizado para o cultivo foi 0 ASM1 adaptado de Gorham, Mclachlan e Hammer (1964),
com o pH estabilizado inicialmente entre 7 +/- 0,05. O cultivo foi do tipo estanque ou
batelada, sem aspersdo de CO: e adicdo de mais nutrientes apds inoculagéo. Os
cultivos foram realizados em fotoperiodo de 12h de luz e escuro, com irradiancia de
2000 lux, utilizando lampadas fluorescentes de 40W do tipo daylight. Todo o material
utilizado foi previamente autoclavado e seu manuzeio se deu em camaras de fluxo
laminar Pachane PCR T3. As condicfes de cultivo foram iguais e constantes para

todos os tratamentos, em ambas as temperaturas.

Dessa forma, o experimento contou com trés tratamentos por temperatura, realizados

em triplicata.

O indculo inicial, dia zero, foi de 1,5 x10° Cel/mL para os cultivos unialgais, e 7,5 x104
Cel/mL de cada espécie para os cultivos mistos, totalizando no final 1,5 x10° Cel/mL.
Uma sequéncia pré-determinada de rodizio dos erlenmeyrs nas estufas incubadoras
foi estabelecido para garantir a uniformidade das condicfes de cultivo (Figura 05). O

experimento teve duracao de 21 dias.

Para a realizacédo deste estudo foi aplicado um delineamento fatorial 2x3, no qual
foram testados o crescimento em biomassa, a producéo de lipideos totais, o teor de
carboidratos totais, o teor de proteinas totais, e a concentracdo dos principais
pigmentos (clorofila “a”, carotenoides e feopigmentos) as duas espécies de
microalgas pertencentes a Classe Chlorophyceae cultivadas em duas diferentes

temperaturas em cultivos unialgais e mistos.

24



Figura 05 — Disposi¢cao dos erlenmeyrs em uma das estufas utilizadas para o

experimento.

Fonte: Arquivo proprio, 2016.

4.4 MEIO DE CULTURA

Para a realizacao deste experimento foi utilizado o meio de cultura ASM1 (GORHAM;
MCLACHLAN; HAMMER, 1964), caracterizado como definido, por ser preparado a
partir de &gua de elevada pureza (no presente estudo foi utilizado agua deionizada) a
qual sado adicionados diferentes elementos quimicos, dentre esses macro e
micronutrientes importantes para o desenvolvimento das microalgas (LOURENCO,
2006). O meio ASM1 possui 4 solucdes estoque chamadas de A, B, C e D que séo
previamente preparadas (Tabela 01). Para a preparacao final do meio de cultura as
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solugdes estoques sdo adicionadas em agua de elevada pureza, como citado acima,

nas proporgdes de 20 mL, 2mL, 0,1 mL e 0,4 mL para A, B, C e D, respectivamente.

Tabela 01 — Composicao das solu¢cdes estoque do meio ASM 1. Concentracdes de
diluicdo em 200 mL para a Solucdo A e 100 mL para as Solucdes B, C e D.

. Peso . Peso . Peso . Peso
Solucgéo A Solucéo B Solugédo C Solucgédo D

(<)) (<)) (@) (¢))

NaNOs/NH4Clz | 1,70 K2HPO4 0,87 H3BOs 2,48 EDTA. Naz | 1,86

MgCl2.6H.0 | 0,41 NazHPO4.12H:0 | 1,78 | MnCl..4H.0 | 1,39
MgSO4.7H.0 | 0,49 FeCl.6H.0 | 1,08
CaCl.2H.0 | 0,29 ZnCl; 0,335
CoCh.6H:0 | 0,019

CuCl..2H20 | 0,0014

Fonte: Adaptado de Gorham, Mclachlan e Hammer (1964).

4.5 ESQUEMA DOS TRATAMENTOS

Foi testada a interacdo entre os fatores temperatura, 20 e 30°C, e duas diferentes
cepas, ou espécies. Foram utilizadas cepas de Scenedesmus obliquus e

Pseudopediastrum boryanum em cultivos unialgais e mistos.
Primeiro fator: Temperaturas (T1 e T2).

Segundo fator: Cultivo Unialgal espécie 1, cultivo unialgal espécie 2 e cultivo misto
(CU1, CU2 e CM). O tratamento CM € o cultivo misto, ou seja, com as duas espécies
(1e?2).

Estufa 1 (20°C) Estufa 2 (30°C)
T1CUl T2CU1
T1CU2 T2CU2
T1CM T2CM
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4.6 AVALIACAO DO CRESCIMENTO

Para a determinacado do crescimento e densidade celular das unidades experimentais
foram feitas contagens diretas em hemocitometro de Fuchs-Rosenthal em
microscopio Optico Olympus CX41, com aliquotas retiradas a cada dois dias de
experimento e fixadas com duas gotas de lugol acético diluido a 5%, seguindo a

metodologia descrita por Lourencgo (2006).

Para a quantificacdo da biomassa celular dos tratamentos seguiu-se 0 seguinte
procedimento: aliquotas de 15 mL foram retiradas a cada 4 dias, filtradas em filtros de
fibra de vidro GF1 com diametro de 45 mm, previamente secos em estufa a 65 °C e
pesados. Apos filtragem, os filtros foram mantidos em estufa a 65 °C até atingirem

peso constante.

A determinacdo da massa seca se da através da subtracdo da massa final pela massa
inicial do filtro, dividido pelo volume filtrado. Os valores serdo expressos em mg/L
(LOURENCO, 2006).

[ MS = (Mf — Mi) / V ]

Sendo,

MS: Massa seca;
Mf: Massa final;
Mi: Massa inicial e;

V: Volume filtrado.

4.7 ANALISES DE PROTEINAS, CARBOIDRATOS E PIGMENTOS

Ao final do experimento a biomassa restante foi centrifugada, congelada e liofilizada
para a realizacdo das analises de carboidratos, proteinas, lipideos totais e para a

caracterizacdo do perfil de &cidos graxos.

Para a quantificagdo das concentracfes de proteinas totais sollveis usou-se o kit
Quick Start TM Bradford Protein Assay da BIORAD que segue o0 método descrito por

Bradford (1976). A biomassa liofilizada € macerada em nitrogénio liquido, em seguida
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é transferido para um eppendorf onde adiciona-se 2 mL de solugdo tampéo fosfato pH
5,5 para ser entéo centrifugado. Para a leitura em espectrofotdbmetro, 100 microlitros
do sobrenadante foi adicionado ao tubo de ensaio contendo 5 mL do reagente, o qual
foi diluido anteriormente em agua deionizada, na proporcéao de 1:4. O tubo € agitado
em vortex e incubado em temperatura ambiente por 5 minutos. A leitura da
absorbancia é realizada no comprimento de onda de 595 nm. Para os pontos da curva
padrao foram realizadas 5 diluicdes compreendidas na faixa de 0,2 a 0,9 mg/mL de

albumina.

A extracdo e a determinagdo das concentracbes dos carboidratos totais foram
realizadas seguindo o procedimento descrito inicialmente por Dubois et al. (1956) e
modificado por Cuzzuol e Clippel (2009). Para a obtencdo da curva padrédo foi
preparada uma solucdo estoque contendo 100 mg de glicose e 100 mL de agua
deionizada. A partir da solugéo estoque foi preparada a solu¢cdo mée, onde 10 mL da
solucao estoque foi diluida em 100 mL de dgua deionizada. Os pontos da curva padrao
sdo entdo lidos utilizando a solucdo mae. Para a leitura em espectrofotémetro, no
comprimento de onda de 490 nm, foram adicionados a um tubo de ensaio 2,5 mL de
acido sulfarico concentrado, 0,5 mL de fenol 5% e 0,5 mL da amostra, ou ponto de

curva. Os tubos eram resfriados em agua com gelo antes da leitura.

A quantificagdo da clorofila ‘a’, feopigmentos e dos carotenoides por meio da
espectrofotometria foi realizada duas vezes durante o experimento. No meio do
experimento, dia 10 de cultivo, e no final, dia 21 de cultivo, seguindo a metodologia
descrita por Lourenc¢o (2006). Uma aliquota de 15 mL foi retirada de cada tratamento
e filtrada em filtro de fibra de vidro GF1 com diametro de 45 mm. A extracdo dos
pigmentos se deu através da trituracdo dos filtros de fibra de vidro, com o material
retido, usando acetona 90% como solvente a frio. Apés a maceracao a solucao foi
acondicionada em tubos de centrifuga envoltos por papel aluminio e armazenados a
4°C por 24h. Passado o tempo de incubacdo a solucdo foi centrifugada e o
sobrenadante lido em espectrofotbmetro nos comprimentos de onda recomendados
para a detecc¢éo dos picos de absorcdo dos pigmentos de interesse. Todo 0 processo

foi realizado na auséncia de luz.

Para a determinacao da concentragao de clorofila ‘a’ foi utilizada a equacao proposta
por Lorenzen (1967); e a equacédo desenvolvida por Strickland e Parsons (1968) para

determinacdo da concentracdo dos carotendides totais.
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4.8 DETERMINACAO DE LIPIDEOS TOTAIS E DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

Os lipideos totais foram extraidos usando o método descrito por Bligh & Dyer (1959).
O macerado liofilizado foi suspenso em tampao PBS e, em seguida, adicionou-se 42
uL da solucdo contendo o padréo interno, composto por 5 mg/mL de tritridecanoina
em hexano (C13:0, T3882 Sigma), e 4,15 mL de cloroférmio, metanol e agua, na
proporcao de 2:2:1. A mistura foi centrifugada e a fase cloroformica foi transferida para
outro frasco e seca sob atmosfera de N2 (g). O conteudo total de lipideos foi
determinado gravimetricamente e o residuo de gordura foi transmetilado para a

avaliagdo do contetudo de &cidos graxos.

A reacdo de metilacdo dos acidos graxos a ésteres metilicos de acidos graxos (FAME;
fatty acid methyl ester) foi feita dissolvendo-se o extrato seco de lipideos em 500 pL
de BF3 (7% em metanol) e a mistura foi incubada por 1h a 100 °C. Apds o término da
reacao, deixou-se esfriar a temperatura ambiente, adicionou-se 1,25 mL de agua e

extrairam-se os FAME com 500 uL de hexano.

Os FAME foram analisados por CG-EM, em coluna capilar de silica fundida (VF-Wax,
com dimensfdes de 30 m, 0,25 mm, 0,25 m de espessura do filme, Agilent). A
temperatura de injecéo foi de 220 °C, volume de 1 L, no modo Split. Utilizou-se hélio
como gas de arraste, com um fluxo de 1 mL.min, e a seguinte rampa de temperatura:
temperatura inicial de 60 °C, com aumento de 5 °C por min, até 260 °C, mantidos por

10 min.

O padrédo utilizado para a identificacdo dos picos foi o Supelco 37 (47885-U). Os
acidos graxos foram identificados por comparacdo com os tempos de retencédo dos
padrées e/ou por comparacdo de seus espectros de massa com espectros da
biblioteca (NIST). Os FAME que ndo constavam no padrdo e que apresentaram indice
de similaridade abaixo de 90% n&o foram considerados.

A quantificagdo da maioria dos FAME foi feita com a equacéo da reta da curva padréo
do respectivo FAME do padréo Supelco 37. Para os FAME que ndo constavam no
padrdao supelco, a quantificacdo foi feita considerando a concentracdo do padrao

interno (C13:0), uma vez que area do pico € proporcional a concentracdo de FAME.
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4.9 INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Os resultados de densidade celular obtidos foram utilizados para produzir o modelo
de curva de crescimento para cada tratamento. E para se calcular as taxas de
crescimento, tempo de duplicagéo e rendimento maximo das cepas. Como base para
os célculos das taxas de crescimento foram utilizados os valores compreendidos na

fase exponencial do crescimento dos tratamentos.

A taxa de crescimento (M) e tempo médio de duplicacéo (G) foram calculados segundo

as equacoes descritas primariamente por Fogg e Thake (1987):

[ M= (In N2=1In Ni) (t2 —t1) ]

Sendo,
M = velocidade especifica do crescimento;

Nz1e Nz = numero de células nos tempos tie tz.

A partir do p foi possivel calcular o tempo médio de duplicacgéo:

[ G=In@)/p }

O rendimento maximo (R) de cada tratamento foi determinado através da equacéao:

=

Sendo,
R1 = nidmero maximo de células/mL;

Ro= nGmero inicial de células/mL.
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4.10 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os dados obtidos nas analises de crescimento, massa seca, proteinas hidrossollveis,
lipideos totais, carboidratos totais, pigmentos e no perfil de acidos graxos foram
submetidos a analise de normalidade de Shapiro-Wilk, os dados paramétricos foram
submetidos a andlise de variancia ANOVA Fatorial 2x3 e, ao teste a posteriori de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. O programa utilizado para a realizacdo dos
testes foi 0 ASSISTAT versao 7.7 beta.
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ABSTRACT

The microalgal biomass has several commercial applications, especially in the
pharmaceutical, food, animal feed and, more recently, the biofuels industry. The use
of microalgae populations in mixed cultures can provide advantages such as cost
reduction with contamination and obtaining biomass rich in lipids, carbohydrates and
proteins. This study aimed to evaluate the unialgal and mixed cultivation of
Pseudopediastrum boryanum and Scenedesmus obliquus at two different
temperatures, in laboratory scale, in terms of biomass and biochemical composition.
The experiment was conducted in triplicate, in temperatures set of 20 and 30°C,
medium ASM1, photoperiod 12/12h and continuous aeration for 21 days. The inoculum
was 1,5 x10° cell/mL to monocultures and 7,5 x10* cell/mL, of each species, in mixed
culture. Increased cell density (13.6 x 108 cell/mL) and biomass (55 g/L) were recorded
in unialgal S. obliquus culture at 30°C. High protein concentrations (672.6 mg/g) were
observed in P20 and S20 treatments and carbohydrates (6.17 mg/g) in P30. There
was no significant difference in total lipid content extracted in S20 (95.5 mg/qg), P20
(96.3 mg/g) and M20 (105.3 mg/g). FAMEs composition of the microalgae, varied
significantly as regards the number of unsaturations, being mostly composed of
monounsaturated fatty acids (14 to 41.8%) and tri-unsaturated fatty acids (18.8 to
33.2%). Based on the results, it is concluded that the mixed cultivation of S. obliquus
and P. boryanum not shown good results of growth and production of biochemicals.
Changes in temperature affect the growth and yield of most biocompounds but, this
influence differs between treatments. The FAMEs profile doesn't fit the rules in force
for production of biofuels, however, the biomass rich in protein and essential fatty acids
(Omega 3), suggesting a potential use as a supplement in human food and animal

feed production.

Keywords: Mixed cultivation, temperature, feeding, biofuels.
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1 INTRODUCAO

Em se tratando de metabolismo primario, microalgas sdo organismos extremamente
eficientes, capazes de converter diéxido de carbono, energia solar e elementos
inorganicos, como o nitrogénio e o fosforo, em biomassa nutricionalmente rica em
lipideos, carboidratos e proteinas (BECKER, 2013; DISMUKES et al., 2008).

Microalgas, por se reproduzirem, em sua maioria, por divisdo celular simples,
possuirem alta taxa de crescimento, apresentarem grande diversidade metabdlica e
alta plasticidade ecoldgica, sendo capazes de se adaptarem a diferentes condi¢cdes
ambientais (LOURENCO, 2006; HANNON et al., 2010), sdo facilmente cultivaveis.
Tais caracteristicas aliadas ao fato de que seu cultivo ndo depende de areas
produtivas para ser implementado, ndo competindo, dessa forma, com areas férteis
destinadas a producdo de alimentos, além de algumas espécies produzirem uma
grande quantidade de 6leo, faz com que esse grupo de organismos seja considerado
como fonte sustentavel de &acidos graxos para a producdo de biocombustiveis,
servindo como alternativa para a substituicdo dos combustiveis fosseis e dos

biocombustiveis produzidos a base de plantas oleaginosas (OHSE, 2007).

Atualmente, o cultivo de microalgas em escala comercial € realizado em lagoas
abertas ou em fotobiorreatores fechados (CHISTI, 2007), sendo as lagoas abertas o
sistema de producdo mais comum em operacao, devido, principalmente, ao baixo
custo necessario para sua implantagdo, manutencdo e aumento em escala (COPLIN,
2012; MILLEDGE, 2011).

Embora a maioria dos esfor¢cos estejam voltados para a busca de espécies resistentes
e altamente produtoras de lipideos e na utilizacdo dessas microalgas como fonte de
matéria prima para a obtencéo de acidos graxos capazes de serem convertidos em
biodiesel, o custo desse biocombustivel a base de microalgas, chamado de terceira
geracgdo, ainda néo é considerado economicamente viavel (CLARENS et al., 2010;
MILLEDGE, 2011; BECKER, 2013; SORATANA; BARR; LANDIS, 2014), estando
estimado entre U$ 9 e U$ 25 por galdo de 6leo extraido de cultivos realizados em
lagoas abertas e entre U$ 15 e U$ 40 por galdo do mesmo 6leo extraido de microalgas
cultivadas em fotobiorreatores fechados (KIRROLIA; BISHNOI; SINGH, 2013).

Uma das possibilidades para tornar o valor do biocombustivel, a base de alga,
competitivo no mercado energético, é o aproveitamento de toda a biomassa gerada,
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apos a extracdo dos 4cidos graxos, para a exploracdo de outros biocompostos de
grande interesse comercial, como por exemplo proteinas, carboidratos e pigmentos,
0s quais representam uma fracdo significativa da biomassa residual. Estes
subprodutos séo facilmente utilizados por setores industriais secundarios como os da
alimentacdo animal e da aquicultura (DISMUKES et al., 2008; KHAN et al., 2009;
KIRROLIA; BISHNOI; SINGH, 2013; HANNON et al., 2010).

Para tal, as condicbes de cultivo podem ser alteradas para otimizar ou induzir a
producdo de maiores concentracdes de biocompostos de interesse, bem como o
aumento da propria biomassa gerada (LOURENCO, 2006), uma vez que a
composi¢do bioquimica das microalgas €& variavel (MIAO; WU, 2004). Muitas
pesquisas tém investigado a manipulacéo de fatores como a limitacdo de nutrientes e
utilizacado de meios alternativos de cultura (BAUMGARTNER et al., 2013), diferentes
intensidades luminosas (GUO et al., 2015), diferentes gradientes de salinidade
(RUANGSOMBOON, 2012) e temperatura (XIN; HONG-YING; YU-PING, 2011,
CONVERTI et al., 2009) como forma de estresse para otimizar a producdo nos

cultivos.

Entre os fatores acima mencionados a temperatura € o que mais afeta o crescimento
em biomassa e nas atividades metabdlicas desses microrganismos, tendo influéncia
direta na producédo de lipideos, proteinas e compostos fendlicos (LOURENCO, 2006;
XIN; HONG-YING; YU-PING, 2011).

A temperatura ideal para o cultivo varia em funcéo das espécies presentes e também
em funcédo da finalidade do cultivo. Lourenco (2006) sugere que, para microalgas de
ambientes tropicais, a faixa de temperatura 6tima para cultivo esta entre 20 e 25°C, ja

Lopes (2007) estipula a faixa entre 25 e 35°C, para algas nos mesmos ambientes.

O emprego de maior variedade de espécies na mesma unidade de cultivo,
denominado de cultivo misto ou co-cultivo, pode atribuir uma série de vantagens aos
cultivos em lagoas abertas, quando comparado ao cultivo unialgal (LOURENCO,
2006; HANNON et al., 2012; COPLIN, 2012). Cultivos unialgais a céu aberto estdo
sujeitos a uma série de fatores como a entrada de novas espécies de microalgas e do
zooplanctom trazidos por insetos, aves e até mesmo pelo ar e chuva, comprometendo
a uniformidade da populacédo e, consequentemente, a qualidade do produto final

extraido (COPLIN, 2012). Além da maior estabilidade da cultura, os cultivos mistos
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usam melhor os recursos disponiveis no meio e sdo potencialmente capazes de gerar

maior quantidade de biomassa e lipideos (SMITH et al., 2010).

Stockenreiter et al. (2012), relataram o aumento na producdo de lipideos por
comunidades mistas naturais quando comparados aos cultivos realizados com apenas
uma espécie. Smith et al. (2010) também afirmaram que comunidades naturais mais
diversas, cultivadas em sistemas de lagoas abertas, podem acumular mais energia
solar em forma de lipideos, quando comparadas a comunidades unialgais cultivadas
em fotobiorreatores controlados. Todavia, o uso de comunidades mistas naturais pode
sofrer mudancas na composi¢ao, devido a relacdo de dominancia entre as espécies
ali presentes. As mudancas na composicdo provavelmente alterariam o teor e a
qualidade dos lipideos produzidos (COPLIN, 2012).

As incertezas sobre se as monoculturas sao realmente mais produtivas em termos de
acumulacéo de lipideos e producédo de outros bioprodutos do que cultivos mistos com
espécies selecionadas permanece, associado a probleméatica da realizacdo destes

cultivos em sistemas de lagoas abertas outdoor, comercialmente menos custosos.

Diante do exposto, a presente pesquisa justifica-se pela necessidade do
barateamento dos custos, ainda elevados, da comercializacdo de compostos
produzidos por microalgas, através da otimizacdo das formas de cultivo e da
identificacdo de cepas/espécies 6timas para a obtencao dos mesmos, contribuindo
para elucidar aspectos importantes a respeito de cultivos mistos, ainda pouco

estudados com essa finalidade.

O presente estudo, portanto, visou avaliar o cultivo unialgal e misto de
Pseudopediastrum boryanum e Scenedesmus obliquus em duas diferentes
temperaturas, em escala laboratorial, em termos da biomassa e da composi¢ao

bioquimica.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 OBTENGCAO DAS CEPAS

As duas espécies de microalgas utilizadas no experimento, Pseudopediastrum
boryanum e Scenedesmus obliquus foram selecionadas no banco de cultivo do
Laboratorio de Taxonomia e Ecologia de Algas Continentais (LATEAC), da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Ambas foram isoladas a partir de
amostras de fitoplancton coletadas na Lagoa Juara, um ambiente dulcicola, localizada

na cidade da Serra, no sul do estado do Espirito Santo, Brasil.

2.2 DELINEAMETO EXPERIMENTAL

Os cultivos foram realizados em erlenmeyers de 3L, contendo 2,5 litros de meio, com
aeracado constante de 3,5 L/min de ar, mantidos em estufas ajustadas as temperaturas
de 20 e 30°C, no LATEAC/UFES. O meio utilizado para o cultivo foi o ASM1 adaptado
de Gorham, Mclachlan e Hammer (1964), com o pH estabilizado inicialmente entre 7
+/- 0,05. O cultivo foi do tipo estanque ou batelada, sem aspersao de CO2 e sem
adicdo de mais nutrientes apés inoculacdo, em fotoperiodo de 12h de luz e escuro
com irradiancia maxima de 2000 lux. O experimento contou com trés tratamentos por

temperatura, realizados em triplicata, totalizando 18 unidades experimentais.

O inéculo inicial (dia zero) foi de 1,5 x10° Cel/mL™! para os cultivos unialgais, e 7,5
x10* Cel/mL! de cada espécie para os cultivos mistos, totalizando no final 1,5 x10°
Cel/mL?. Uma sequéncia pré-determinada de rodizio dos erlenmeyrs nas estufas
incubadoras foi estabelecida para garantir a uniformidade das condi¢des de cultivo. O
experimento teve duragao de 21 dias.

2.3 AVALIACAO DO CRESCIMENTO

Para a determinacéo do crescimento e densidade celular das unidades experimentais
foram feitas contagens diretas em hemocitometro de Fuchs-Rosenthal em
microscopio optico Olympus CX41, com aliquotas retiradas a cada dois dias de
experimento e fixadas com duas gotas de lugol acético diluido a 5% (LOURENCO,
2006).
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Para a quantificagdo da biomassa celular dos tratamentos seguiu-se o0 seguinte
procedimento: aliquotas de 15 mL foram retiradas a cada 4 dias, filtradas em filtros de
fibra de vidro GF1 com diametro de 45 mm previamente secos em estufa a 65 °C e
pesados. Apos a filtragem, os filtros foram mantidos em estufa a 65 °C até se atingir
peso constante. O resultado final foi dado pela subtragcdo do peso final, pelo peso
inicial do filtro, dividido pelo volume filtrado, os valores sdo expressos em mg/L
(LOURENCO, 2006).

Como base para os célculos das taxas de crescimento foram utilizados os valores
compreendidos na fase exponencial do crescimento de cada tratamento. A taxa de
crescimento (K) e tempo médio de duplicacdo (G) foram calculados segundo as
equaclOes descritas primariamente por Fogg e Thake (1987). Para a taxa de
crescimento temos K = (Ln N2- Ln N1)/(T2-T1), sendo N1 e N2 o numero de células
nos tempos T1 e T2. Tendo os valores de K, calculou-se o tempo médio de duplicacéo
sendo, G = Ln(2) / K. O rendimento maximo foi calculado pela subtracdo do maior

valor de densidade obtido (cél.mL?) pelo valor inicial inoculado.

2.4 CARBOIDRATOS, PROTEINAS, LIPIDEOS TOTAIS E PIGMENTOS

A extracdo e a determinacdo das concentracfes dos carboidratos totais foram
realizadas seguindo o procedimento descrito inicialmente por Carvalho et al. (1997) e
modificado por Cuzzuol e Clippel (2009). A quantificacdo das concentracdes de
proteinas totais sollveis usou-se o kit Quick Start TM Bradford Protein Assay da

BIORAD que segue o método descrito por Bradford (1976).

Os lipideos totais foram extraidos e dosados usando o método proposto

primariamente por Bligh & Dyer (1959).

Clorofila ‘@’ e carotenoides totais foram extraidos de acordo com o método proposto
por Lourenco (2006) o qual utiliza acetona 90% como solvente. Para a determinacgao
da concentragao de clorofila ‘a’ foi utilizada a equacdes proposta por Lorenzen (1967);
e a equagao desenvolvida por Strickland e Parsons (1968) para determinacdo da

concentragéo dos carotenoides totais.
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2.5 DETERMINACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

O macerado liofilizado foi suspenso em tampao PBS e, em seguida, adicionou-se 42
uL da solucdo contendo o padrdo interno, composto por 5 mg/mL de tritridecanoina
em hexano (C13:0, T3882 Sigma), e 4,15 mL de cloroférmio, metanol e agua, na
proporcgéo de 2:2:1. A mistura foi centrifugada e a fase cloroférmica foi transferida para
outro frasco e seca sob atmosfera de N2 (g). O conteludo total de lipideos foi
determinado gravimetricamente e o residuo de gordura foi transmetilado para a

avaliacao do conteudo de acidos graxos.

A reacao de metilacdo dos 4cidos graxos a ésteres metilicos de acidos graxos (FAME;
fatty acid methyl ester) foi feita dissolvendo-se o extrato seco de lipideos em 500 L
de BF3 (7% em metanol) e a mistura foi incubada por 1h a 100 °C. ApGs o término da
reacdo, deixou-se esfriar a temperatura ambiente, adicionou-se 1,25 mL de agua e
extraiu-se os FAME com 500 pL de hexano.

Os FAME foram analisados por CG-EM, em coluna capilar de silica fundida (VF-Wax,
com dimensdes de 30 m, 0,25 mm, 0,25 m de espessura do filme, Agilent). A
temperatura de injecéo foi de 220 °C, volume de 1 L, no modo Split. Utilizou-se hélio
como gas de arraste, com um fluxo de 1 mL.min%, e a seguinte rampa de temperatura:
temperatura inicial de 60 °C, com aumento de 5 °C por min, até 260 °C, mantidos por

10 min.

O padrédo utilizado para a identificacdo dos picos foi o Supelco 37 (47885-U). Os
acidos graxos foram identificados por comparacdo com os tempos de retencédo dos
padrées e/ou por comparacdo de seus espectros de massa com espectros da
biblioteca (NIST). Os FAME gue n&o constavam no padrdo e que apresentaram indice

de similaridade abaixo de 90% né&o foram considerados.

A quantificacdo da maioria dos FAME foi feita com a equacéo da reta da curva padréo
do respectivo FAME do padrdo Supelco 37. Para os FAME que ndo constavam no
padrao supelco, a quantificacdo foi feita considerando a concentracdo do padrao

interno (C13:0), uma vez que area do pico é proporcional a concentracédo de FAME.
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2.6 TRATAMENTOS ESTATISTICOS

Os dados obtidos nas analises de crescimento, massa seca, proteinas hidrossoliveis,
lipideos totais, carboidratos totais, pigmentos e no perfil de acidos graxos foram
submetidos a analise de normalidade de Shapiro-Wilk, os dados paramétricos foram
submetidos a andlise de variancia ANOVA Fatorial 2x3 e, ao teste a posteriori de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. O programa utilizado para a realizacdo dos
testes foi 0 ASSISTAT versao 7.7 beta.

3 RESULTADOS
3.1 Crescimento e massa seca

As fases de crescimento apresentaram diferentes dias de duracdo de acordo com a
temperatura e a forma de cultivo empregada. Para o calculo da taxa de crescimento e
tempo de duplicacdo foram utilizados os valores de densidade celular
correspondentes ao inicio e ao final da fase exponencial de crescimento de cada
tratamento (Tabela 01).

Tabela 01 — Parametros de crescimento (taxa de crescimento - K, tempo de duplicacéo

- G e rendimento maximo - Rméax) e dias de duracdo da fase de crescimento
exponencial (log) dos tratamentos.

K c e G,
-1 i A 1
(d™) (Dias) (Células/mL?) Log (dias)
P30 0,72 aA 0,99 aB 2.258.333 aC 35
S30 0,13 bB 5,29 aA 13.666.667 aA 1-19
M30 0,13 bB 5,73 aA 9.158.836 aB 1-19
P20 0,39 bA 1,79 aB 2.243.333 aC 3-9
S20 0,21 aB 3,25 bA 10.940.000 aA 1-21
M20 0,21 aB 3,49 bA 6.417.520 bB 1-21

* As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey 5%.
Letras mindsculas comparam o respectivo tratamento em ambas as temperaturas e letras mailsculas
os tratamentos dentro da mesma temperatura. ** Para taxa de crescimento, tempo de duplicacédo e
rendimento maximo P < 0,1. ***P30, S30 e M30 correspondem a P. boryanum, S. obliquus e o cultivo
misto em 30°C, assim como P20, S20 e M20 correspondem a P. boryanum, S. obliquus e o cultivo
misto em 20°C.

Os cultivos P30 e P20 foram os Unicos a apresentarem fase de indugdo ao
crescimento, com duracao de 2 dias, e fase estacionaria de crescimento iniciada no

dia 5 e 9 em P30 e P20, respectivamente. Os cultivos S20 e M20 n&o apresentaram
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fase de adaptacdo e permaneceram na fase exponencial de crescimento até o ultimo

dia do cultivo. Os cultivos S30 e M30 também néo apresentaram fase de adaptacéo

ao meio, mas mostraram indicios de entrada na fase de crescimento estacionario a
partir do dia 19 (Figura 01).

Para os parametros taxa de crescimento e tempo de duplicagdo a interacdo com o

fator temperatura foi significativa (P <0,1) enquanto que o rendimento maximo, embora

tenha tido diferenca significativa entre os tratamentos, ndo mostrou interagcdo com a

temperatura.

Figura 01 — Curva de crescimento dos cultivos unialgais e mistos de P. boryanum e S.

obliquus nas temperaturas de 30°C (A) e 20°C (B). Médias de densidade celular.
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Os valores de massa seca, apresentados na tabela 02, correspondem aos dias 05,

10, 13, 17 e 21 de cultivo. Houve um incremento significativo em biomassa, em
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comparacao aos dias 05 e 21, em todos os tratamentos. Sendo S30 e S20 os cultivos
com maior biomassa ao final do experimento, 0,55 e 0,56 g/L, respectivamente. E os

cultivos P30, M30 e M20 com menor biomassa, 0,40, 0,37 e 0,42 g/L, respectivamente.

De modo geral, a interagdo entre a temperatura e o incremento em biomassa nos

tratamentos ndo se mostrou significativa.

Tabela 02 — Analises de biomassa (massa seca) durante o cultivo.

Massa seca (g/L)*

1 2 3 4 5
P30 0,16 aAd 0,21 aAc 0,25 aAc 0,30 bAb 0,40 bBa
S30 0,04 aBd 0,15 aBc 0,18 aBc 0,27 bAb 0,55 aAa
M30 0,08 bBd 0,15 aBc 0,27 aAb 0,32 aAb 0,37 aBa
P20 0,09 bAe 0,16 bAd 0,22 aBc 0,36 aAb 0,48 aBa
S20 0,03 aBd 0,15 aAc 0,20 aBc 0,33 aAb 0,56 aAa
M20 0,12 aAc 0,15 aAc 0,28 aAb 0,27 aBb 0,42 aCa

* As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Letras minUsculas
comparam o respectivo tratamento em ambas as temperaturas, letras mailsculas os tratamentos dentro
da mesma temperatura e letras mindsculas em italico os tratamentos na mesma temperatura nos
diferentes tempos. **Para os dados de massa seca temos P < 0,1.

A composicao do cultivo misto variou em ambas as temperaturas, no que diz respeito

a densidade celular entre as espécies ali presentes, no decorrer dos dias (Figura 02).

A andlise estatistica das porcentagens, indicando a representatividade de cada
populacdo na cultura mista, mostrou haver diferenca significativa entre a densidade
das espécies desde o primeiro dia no cultivo M20 onde, S. obliquus e P. boryanum
corresponderam a 56% e 44%, respectivamente, da densidade celular total do
tratamento. No cultivo M30 as populagdes apresentaram pequenas oscila¢des, sendo,
estatisticamente diferentes nos dias 1 e 5, e iguais nos dias 3 e 7, de cultivo. Do nono
dia em diante a populacéo de S. obliquus (69%) se manteve sempre mais expressiva
que a populacéo de P. boryanum (31%).

Por mais que o cultivo misto, como comunidade, nas temperaturas de 30 e 20°C, ndo
tenha demonstrado entrada na fase estacionaria de crescimento ao final do
experimento, as populagbes de P. boryanum e S. obliguus mantiveram seu
crescimento constante a partir do dia 15 de cultivo, com pouca ou nenhuma alteracao

em suas densidades.
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Figura 02 — Variacfes na densidade celular, em porcentagem, das populacdes de P.

boryanum e S. obliquus nos cultivos mistos em de 30°C (A) e 20°C (B).
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*Dias marcados com um (*) ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% e
probabilidade.

3.2 Carboidratos totais, proteinas hidrossollveis e lipideos totais

Os valores obtidos nas analises de carboidratos totais, proteinas hidrossoluveis e
lipideos totais dos cultivos unialgais e mistos das microalgas P. boryanum e S.

obliquus, nas temperaturas de 20 e 30°C, estéo listados na tabela 03.

O teste ANOVA fatorial 2x3 mostrou haver interacéo significativa (p > 0,1) entre as
variaveis analisadas. Indicando relagdo entre a concentracdo de carboidratos
encontrada nas microalgas com a temperatura e, principalmente, com a forma de

cultivo a que estavam submetidas, cultivo unialgal ou misto.
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A maior concentracdo de carboidrato, 6,17 mg de carboidrato por g de massa seca
(MS), foi registrado no cultivo unialgal de P. boryanum a 30°C (P30), sendo este valor
significativamente maior (P>0,1) que os valores encontrados para o cultivo misto
(M30) e para o cultivo unialgal de S. obliquus (S30) na mesma temperatura, 3, 86

mg/g?t de MS e 2,17 mg/g? de MS, respectivamente.

O teste comparativo de médias mostrou haver decréscimo significativo no contetdo
de carboidrato com a diminuigdo da temperatura para 20°C no cultivo unialgal de P.
boryanum (4,36 mg/g? de MS) e acréscimo no conteldo de carboidrato no cultivo
unialgal de S. obliquus (3,33 mg/g* de MS). O contelido de carboidratos do cultivo
misto ndo mostrou diferenca significativa quando nesta temperatura.

Tabela 03 — Conteudo de carboidratos totais, proteinas hidrossollveis e lipideos totais

de P. boryanum, S. obliquus cultivados individualmente e em cultivo misto nas
temperaturas de 30 e 20°C.

Carboidratos % Proteinas % Lipideos Totais %

(ma/g™) (MS) (mg/g™h)  (MS) (mg/g™) (MS)
P30 6,17 aA 0,62 466,6 bA 46,7 78,5 bAB 7,8
S30 2,17 bC 0,22 581,8 aA 58,2 82,5 bA 8,3
M30 3,86 aB 0,39 326,5 aB 32,6 68,7 bB 6,9
P20 4,36 bA 0,44 672,6 aA 67,3 96,3 aA 9,6
S20 3,33 aA 0,33 672,6 aA 67,3 95,5 aA 9,5
M20 3,98 aA 0,4 359,5 aB 35,9 105,3 aA 10,5

* As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Letras minUsculas
comparam o respectivo tratamento em ambas as temperaturas e letras mailsculas os tratamentos
dentro da mesma temperatura. ** Para carboidrato, proteinas e lipideos P < 0,1. *** MS = Massa Seca.

Para as concentracdes de proteinas totais solUveis a interacdo entre os fatores
temperatura e forma de cultivo ndo se mostrou significativa (p > 05), ainda que o teor
de proteinas tenha aumentado com a diminuicdo da temperatura de 30 para 20°C em
todos os tratamentos, apenas para P. boryanum esse aumento foi considerado
significativo (p < 0,1). Os maiores valores foram registrados nos cultivos unialgais de
P. boryanum (P20) e S. obliquus (S20), 672,6 mg/g! de MS. E os menores valores
foram registrados no cultivo misto em 30 e 20°C, 326,5 e 359,5 mg/g?! de MS,

respectivamente.
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As maiores concentragBes de lipideos totais foram registradas para os cultivos
realizados na temperatura de 20°C, ndo havendo diferenca significativa entre eles (p
> 0,5).

O menor valor foi registrado para o cultivo misto (M30) em 30°C, 68,7 mg/g* MS,
mesmo este ndo sendo significativamente diferente do valor encontrado no cultivo

unialgal de P. boryanum (P30), 78,5 mg/g* MS, na mesma temperatura.

O teste comparativo de médias, Tukey 5%, mostrou haver uma interagcéo significativa
(p < 0,1) entre os fatores temperatura e concentracdo de lipideos totais. A diminuigdo
da temperatura favoreceu o aumento da concentracdo de lipideos produzidos em

todos os tratamentos e de proteinas nos cultivos unialgais de ambas as espécies.

3.3 Clorofila ’a’’ e carotenoides totais

Os valores registrados para as concentracfes dos principais pigmentos analisados

durante o experimento estéo listados na Tabela 04.

Os maiores valores de clorofila ‘a’ e carotenoides totais foram registrados na segunda
coleta, no final do experimento, sem diferenca significativa (p > 0,5) entre os
tratamentos realizados nas temperaturas de 20 e 30°C. O maior valor registrado foi
de 3,2 yg/mL para clorofila ‘a’ no cultivo misto sob 20°C, diferindo significativamente
dos resultados obtidos para os cultivos unialgais de P. boryanum e S. obliquus, 2,3 e
1,7 ug/mL, respectivamente, na mesma temperatura. Os valores de carotenoides nao

diferiram significativamente em nenhum tratamento realizado.

Os cultivos unialgais de P. boryanum e S. obliquus néo alteraram significativamente o

seu conteudo de clorofila ‘a’ entre as duas coletas.

49



Tabela 04 — Conteudo de clorofila ‘a’ e carotenoides totais de P. boryanum e S.
obliquus cultivados individualmente e em cultivo misto, nas temperaturas de 30 e
20°C, em dois periodos do cultivo.

Primeira Coleta (Dial0) Segunda Coleta (Dia 21)
Clorofila a Carotenoides Clorofila a Carotenoides
(Mg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
P30 1,2 bBb 0,4 aABb 3,0 aAa 1,0 aAa
S30 1,1 aBb 0,3 aBb 2,3 aBa 1,0 aAa
M30 1,8 aAb 0,6 aAb 3,1 aAa 0,9 aAa
P20 1,8 aAa 0,5 aAb 2,3 aBa 0,8 bAa
S20 1,3 aAa 0,5 aAb 1,7 aBa 0,7 aAa
M20 1,8 aAb 0,6 aAb 3,2 aAa 1,0 aAa

* As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Letras minUsculas
comparam o respectivo tratamento em ambas as temperaturas, letras mailsculas os tratamentos dentro
da mesma temperatura e letras mindsculas em italico os tratamentos na mesma temperatura nos dois
tempos. ** Para clorofila ‘a’ e carotenoides temos P < 0,1.

3.4 Perfil de ésteres metilicos de acidos graxos
Teores de insaturacfes registradas na composicado dos ésteres metilicos de acidos
graxos (FAMESs) de P. boryanum e S. obliquus em seus cultivos unialgais e mistos nas
diferentes temperaturas estéo listados na tabela 5.

A composicdo dos FAMEs nas microalgas variou de forma significativa no que diz
respeito ao nimero de insaturacdes. Entre os tratamentos P30, S30 e M30 as
concentracbes dos acidos graxos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA), di-
insaturados (DUFA), tri-insaturados (TUFA) e poli-insaturados (PUFA) variaram entre
17-28%, 14-30,3%, 17,6-21,6%, 18,8-33,2% e 3,1-12,2%, respectivamente.

O tratamento M30 é composto, em sua maioria, por SFA (28%), enquanto maiores
valores de MUFA foram registrados nos tratamentos P30 (30,3%), P20 (33,75) e M20
(41,8%). O tratamento S30 apresenta em sua composi¢cao maiores concentracdes de
TUFA (33,2%), ao passo que em S20 os teores de MUFA (27,9%) e TUFA (30,5%)

nao foram diferentes entre si.
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Tabela 05 — Teores (%) de acidos graxos saturados (SFA), di-insaturados (DUFA), tri-
insaturados (TUFA) e poli-insaturados (PUFA).

SFA MUFA DUFA TUFA PUFA
P30 26,2 b 30,3 a 216¢c 18,8 c 3,1d
S30 17,2 c 14d 235b 33,2a 12,2 d
M30 28 a 22,2b 176 c 23D 9,3d
P20 21,1c 33,7a 9,1d 30,7b 55e
S20 16 b 279a 11,8 b 30,5a 139b
M20 21,7b 41,8 a 9,8d 20,3 ¢c 64e

* As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Letras minUsculas
comparam as concentracfes de SFA, MUFA, DUFA, TUFA e PUFA no mesmo tratamento.

A composicao dos ésteres metilicos de acidos graxos extraidos da biomassa obtida
ao final do experimento para cada tratamento é mostrada na tabela 6, como a
proporcao do total de FAMEs. Os &cidos graxos com maior representatividade em
todos os tratamentos foram o acido graxo oleico (8,2-35%), linolénico (0,9-30,7%),
linoléico (8,5-22%), palmitico (12,2-22,6%) e G-linolénico (0,2-27,4%). Outros acidos
graxos foram registrados em concentracdes consideradas de moderadas a baixa,

como por exemplo os acidos docosenoico (2,4-4,4%) e esteérico (1,2-4,1%).

O acido graxo oléico foi predominante nos tratamentos P30 (22,7%), P20 (30,3%) e
M20 (35,95), seguidos dos &cidos palmitico (20,9%), Gama-Linolénico (27,4%) e
linolénico (19,4%), respectivamente. O acido graxo linolénico foi registrado em maior
guantidade para S30 (30,7%) e S20 (29%), seguido dos acidos graxos linoléico (22%)
e oleico (21,8%), respectivamente. Ja o tratamento M30 é composto majoritariamente

pelos acidos graxos palmitico (22,6%) e linolénico (20,65).
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Tabela 06 — Composicao de ésteres metilicos de acidos graxos (% do total de FAME)
extraidos da biomassa de P. boryanum e S. obliquus em seus cultivos unialgais e
mistos nas temperaturas de 30 e 20°C.

30°C (%) 20°C (%)

Acido Graxo P30 S30 M30 P20 S20 M20
Tetradecanoico (C14) 14f 1,0h 1,8h 1,0h l1le 1049
Pentadecandico (C15) 0,6f 0,5h 0,71 0,3i 04e 0,449
Palmitico (C16) 209b 144c 226a 150c 122c 152c
Palmitoléico (C16:1 A 9) 0,6f 0,7h 0,8i 0,2i 06e 0,449
Hexadecadiendico (C16:2 A 7, 10) 2,7e 15¢9 19h 0,6 h 0,5e 0,449
Hexadecatrienéico (C16:3 A 4, 7, 10) 0,9f 0,4h 0,4i 0,6 h 0,3e 0,39
Hexadecatrienéico (C16:3 A 7,10, 13) 1.2f 0,7h 1,21 0,7 h 0,8e 0,59
Hexadecatetraendico (C16:4 A 4,7,10, 13) 26e 9,8d 74 e 45e 10,6 ¢ 4,7 e
Heptadecandico (C17) 05f 0,2h 0,4i 0,4i 0,3e 0,39
Heptadecendico (C17:1 A 11) 05f 0,4h 0,5i 0,3i 0,3e 0,39
Estearico (C18) 24¢e 1,2h 2,0h 1649 19d 41e
Oléico (C18:1 A9) 22,7a 82e 136d 30,3a 21,8b 359a
Elaidico (C18:1 A 9) 2,1e 179 3,0g 2,19 2,8d 2,1f
Linoléico (C18:2 A 9, 12) 188c 22,0b 157c 8,5d 114c 9,4d
G-Linolénico (C18:3 A 6, 9, 12) 15,8d 1449 0,7i 274b 04e 0,29
Linolénico (C18:3 A 9, 12 ,15) 0,9f 30,7a 206b 2,049 29,0a 194b
Esteriadonico (C18:4 A 6, 9, 12 ,15) 0,8f 2,3f 2,0h 1,1h 3,2d 1,7f
Eicosendico (C20:1 A 11) 0,8f Nd Nd 0,9h Nd 0,79
Docosanoico (C22:0) 04f Nd 0,4i 2,7f 0,04 e 0,59
Docosendico (C22:1 A 13) 35e 3,0f 441 Nd 24d 25f

* As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Letras minUsculas
comparam os teores dos diferentes acidos graxos na composicao total de FAME no mesmo tratamento.

Nd = nao detectado.

A razdo n-3/n-6 é apresentada na tabela 07. A interacdo entre a razdo n-3/n-6

encontrado nos tratamentos e a temperatura foi significativa (p < 0,1).

Maiores valores foram registrados para S20 (3,4:1) e M20 (3,4:1), significativamente
maiores que S30 (1,9:1), M30 (1,5:1), P30 (0,4:1) e P20 (0,2:1).
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Tabela 07 — Razdo 6mega3/06mega 6 dos tratamentos cultivados em 30 e 20°C.

w-3/w-6
P30 0,4:1aB
S30 1,9:1 bA
M30 1,5:1 bA
P20 0,2:1aB
S20 3,4:1aA
M20 3,4:1aA

* As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Letras minUsculas
comparam o respectivo tratamento em ambas as temperaturas e letras mailsculas os tratamentos
dentro da mesma temperatura.

4 DISCUSSAO

Embora exista grande quantidade de estudos que avaliem os mesmos parametros
agui analisados, estes diferem dos obtidos no presente estudo quanto as
metodologias empregadas, diferentes espécies utilizadas, diferencas no nimero de
células por mililitro inoculadas e principalmente diferentes condi¢cdes de luz,

nutrientes, meio de cultura, pH e temperatura dos cultivos.

4.1 Crescimento e massa seca

O padrdo e a dindmica de crescimento de P. boryanum, quando cultivado
isoladamente, foi diferente do observado para S. obliquus e seus co-cultivos. Os
tratamentos P30 e P20 apresentaram fase lag de crescimento com duracao de dois
dias cada, caracterizada por aumentos imperceptiveis na densidade celular. Da
mesma forma, a fase de crescimento exponencial desses tratamentos foi
extremamente rapida, em comparacdo aos demais tratamentos, com duracdo de
apenas 3 dias em P30 e de 6 dias para P20, com um aumento consideravel na
densidade celular nos meios, entrando na fase estacionaria de crescimento apos esse
periodo. Fato este que ndo ocorreu nos demais tratamentos, 0s quais ainda nao
haviam entrado em fase estacionaria de crescimento ao fim dos 21 dias do

experimento.

Ainda que os tratamentos com maior taxa de crescimento e menor tempo de

duplicacdo tenham sido P30 e P20, o rendimento méaximo de ambos foi

53



estatisticamente menor que os de S30, S20, M30 e M20. O que pode ser explicado
pelo fato de a taxa de crescimento ter sido calculada no periodo correspondente a
fase exponencial dos cultivos e por levar em consideracdo a densidade celular e o
tempo decorrido entre o final e o inicio desse intervalo (LOURENCO, 2006). Dessa
forma, o tempo de duracédo da fase exponencial de crescimento tem influéncia direta
na taxa de crescimento e, consequentemente, no tempo de duplicagcédo das culturas.
Em adicdo, o crescimento das microalgas é afetado por uma série de fatores
(concentracdo de nutrientes, intensidade luminosa, pH, fotoperiodo, caracteristicas
genéticas, deficiéncia de CO2) que agem individualmente ou em conjunto provocando
efeitos diversos nas diferentes espécies de microalgas (PHATARPEKAR et al., 2000;
ARKRONRAT et al., 2016).

Colbnias de P. boryanum sdo morfologicamente maiores que as colonias de S.
obliquus, tendo em média 32 um de diametro, em cendbios de 16 células, e cerca de
56,9-61,5 x 60-63,8 um, nos cendbios de 32 células (RESTANO, 2013) enquanto que
S. obliquus atinge cerca 9,4-13,4 x 3,4-6,7 ym (MENDES et al., 2012). Sendo assim,
0s maiores valores de biomassa, observados em S30 e S20 ao final do experimento,
estdo diretamente relacionados com a maior densidade celular também encontrada
nesses dois tratamentos em relacdo aos demais. O que é corroborado pelo fato de
gue mesmo em menor densidade celular a biomassa, em g/L, de P. boryanum em P30
foi estatisticamente igual ao cultivo misto M30 e em P20 sua biomassa foi
significativamente maior que a observada em M20.

P. boryanum e S. obliquus quando cultivadas em conjunto, no cultivo misto,
apresentaram as mesmas caracteristicas observadas em seus cultivos unialgais,
entretanto, uma relacdo de equilibrio entre as populacdes foi observada a partir do 15°
dia de cultivo para as duas temperaturas. Embora o nimero de células por mililitro das

espécies tenha continuado a aumentar, a propor¢cado entre elas se manteve igual.

Mesmo sendo espécies consideradas cosmopolitas e de facil adaptacao a diferentes
condi¢cdes ambientais, uma relacdo de dominancia foi observada nos cultivos mistos
onde S. obliquus apresentou um crescimento muito superior ao de P. boryanum,
correspondendo a cerca de 80% da densidade total dos cultivos nos dias finais de
experimento. Caracteristicas como o tamanho e a complexidade das formas de

reproducdo afetam a taxa de crescimento e em condicbes de competicdo por
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recursos, espécies menores levam vantagem pois crescem mais rapido, isso por
causa da Otima razao superficie/volume que facilita a assimilacdo de nutrientes e a
incorporacdo do carbono disponivel do meio (PHATARPEKAR et al., 2000;
ARKRONRAT et al., 2016).

Um padréo de crescimento diferente foi registrado por Phatarpekar et al. (2000) em
que cultivando Isochrysis galbana e Chaetoceros calcitrans em cultivos unialgais e
mistos durante 10 dias observou menor densidade celular e taxa de crescimento nos
cultivos mistos em comparacao com os dois cultivos unialgais. Em relacao a dindmica
de crescimento dentro da cultura mista, esses autores observaram uma alternéancia
na relacdo de dominancia entre as espécies do quarto para o sexto dia de cultivo.
Huang et al. (2011) também observaram, sob altas concentracdes de nitrogénio, que
os cultivos mistos de Dunaliella salina e Phaeodactylum tricornutum, nas propor¢cdes
de inoculacdo de 7:3, tiveram melhores resultados que suas respectivas
monoculturas, em incremento de biomassa e densidade celular. J& Arkronrat et al.
(2016) cultivando Nannochloropsis sp. e Tetraselmis sp. em culturas unialgais e
mistas, registrou maiores densidades celular e maiores taxas de crescimento nos
tratamentos unialgal de Nannochloropsis sp. e misto, sem diferenca significativa entre

os dois.

E esperado que, abaixo da temperatura 6tima, a taxa de crescimento aumente com a
elevacdo da temperatura (JUNEJA et al., 2013). O efeito da temperatura nos cultivos
do presente estudo ndo foi uniforme, indicando haver temperaturas oOtimas de
crescimento diferentes para as duas espécies. De modo geral, os padrdes de
crescimento dos cultivos mistos foram semelhantes aos cultivos unialgais de S.
obliquus e diferente dos observados para P. boryanum, apresentando melhor taxa de

crescimento e tempo de duplicacdo em 20°C.

4.2 Carboidratos totais, proteinas hidrossollveis e lipideos totais

Sabe-se que a temperatura exerce grande influéncia nas atividades metabdlicas das
microalgas em cultivo, no entanto, ndo ha uma regra geral que determine o efeito das
mudancas de temperatura na producdo de compostos como carboidratos, proteinas e

lipideos totais, moldando a composicao bioquimica desses microrganismos (RENAUD
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etal., 2002; SAYEGH; MONTAGNES, 2011), podendo variar entre as espécies e tipos
de cultivo a que estas estdo submetidas.

E esperado que o teor proteico e de lipideos totais aumente junto com a temperatura,
até que se atinja um ponto 6timo a partir do qual as concentracdes destes compostos
decaem (SAYEGH; MONTAGNES, 2011; JUNEJA et al., 2013). Essa tendéncia ndo
foi observada no presente estudo, indicando que, provavelmente, a temperatura de
30°C esta acima do ponto 6timo para as espécies S. obliquus e P. boryanum, onde as
concentracdes de proteinas e lipideos comecam a reduzir. Entretanto tmeperaturas

maiores nao foram analisadas.

Koru e Cirik (2003) cultivando a Cyanophyceae Spirulina platensis, uma microalga ja
utilizada como suplemento alimentar, em diferentes temperaturas, observaram um
teor proteico de 58,3% da MS em cultivos realizados a 30°C. Esses mesmos autores
observaram diminuicdo do contetdo proteico da microalga (45,7%) estudada com o
aumento da temperatura para 43°C. Rhee e Gotham (1981), ao cultivar Scenedesmus
sp., relataram essa mesma relacdo da diminuicdo da concentracdo de proteinas com
0 aumento da temperatura. No presente estudo as concentracfes de proteinas sé
aumentaram significativamente com a reducéo da temperatura de 30 para 20°C, 466,6

e 672,6 mg/g* da MS, respectivamente, para o cultivo unialgal de P. boryanum.

Dickinson et al. (2015) registraram em seu estudo, cultivando Scenedesmus sp. em
agua residual enriguecida com 2,4x de aménio em 20°C, concentracao de proteina de
400,7 mg/gt da MS. Toyub et al. (2008), cultivando S. obliquus em meio BBM registrou
valores méaximos de teor de proteinas de 34,9% da MS, bem proximo do minimo
observado no presente estudo de 32,6% da MS para o cultivo misto (M30). Valores
parecidos aos registrados nesta pesquisa foram observados por Um e Kim (2009),
para S. obliquus, 50-56% da MS.

Os teores de proteinas registrados para os cultivos unialgais e mistos de S. obliquus
e P. boryanum, caracterizam tais espécies como tendo uma biomassa rica em
proteinas de potencial interesse para setores industrias como os da aquicultura e da
alimentacao animal, que estdo sempre em busca de fontes econémicas, sustentaveis
e funcionais de proteinas que possam ser incorporadas na formulacdo de racoes
(TIBBETTS et al., 2015a). Além de rica em proteinas, para ser de interesse comercial,
a biomassa utilizada precisa conter niveis elevados de grande parte dos aminoacidos
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essenciais requeridos pelos animais. O estudo feito por Tibbetts et al. (2015a)
cultivando Scenedesmus sp. mostrou niveis elevados de proteinas, similares aos
registrados neste estudo, (entre 32-44% da MS) contendo 6, dos 10 aminoacidos
essenciais encontrados em sua composi¢cao, em concentracdes mais elevadas que a

proteina provinda de plantas convencionais como a soja e o milho.

Os teores de proteinas totais encontrados nos cultivos realizados nesta pesquisa sao
similares, e muitas vezes superiores, aos descritos em literatura para plantas como a
soja. No estudo de Silva et al. (2006) foi observado teores de 40,4% da MS no gréo e
46,7% no farelo, e no estudo realizado por Sales et al. (2016) variacdes de 36,82 a
39,85% da MS, dependendo da regido da planta em que o gréo foi colhido. Os valores
encontrados no presente estudo sdo maiores ainda que os encontrados em quinoa
(14,1% da MS), milho (9,4% da MS) e arroz (6,8% da MS) (NOWAK; DU,
CHARRONDIERE, 2016).

Ao contrario do que ja é constatado para proteinas e lipideos, ndo existe uma
tendéncia esperada para o efeito da temperatura sobre as concentragbes de
carboidratos (ZHU et al., 1997; SAYEGH; MONTAGNES, 2011). Células que
expressam rapido crescimento sdo, geralmente, caracterizadas por apresentarem
elevada concentracdo de proteinas e baixo contedudo de carboidratos em sua
composicdo bioquimica. O contrario é esperado, quando o crescimento € lento, em
que mais carbono é direcionado para a producdo de substancias de reserva tais como
carboidratos e lipideos (PIORRECK; BAASCH; POHL, 1984; HENDERSON;
SARGENT, 1989; ZHU et al., 1997).

Os valores de carboidratos aqui observados se mostraram muito abaixo da média em
relacdo a outros estudos ja realizados com microalgas e vegetais mundialmente
consumidos. Um e Kim (2009) apontam uma potencial producéo de 10-17% da MS de
carboidratos por S. obliquus. Koru e Cirik (2003), cultivando a Cyanophyceae Spirulina
platensis em diferentes temperaturas, observaram, em 30°C, um teor de 29,7% de
carboidrato por grama de massa seca e aumento significativo deste teor para 37,6%,
com o aumento da temperatura para 43°C. Dickinson et al. (2015) registraram valores
ainda maiores de carboidratos para Scenedesmus sp. AMDD, cultivado em &aguas
residuais a 20°C, cerca de 581,4 mg/g* de MS ou 58,1% da MS. Nowak, Du e

Charrondiere (2016) fizeram uma compilagdo de dados comparando a composi¢ao
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nutricional de Chenopodium quinoa, a quinoa, com diversas plantas utilizadas na
alimentacao evidenciando seus respectivos teores de carboidratos para quinoa crua
(57,4% MS), milho amarelo (67% MS), trigo branco duro (63,7%) e do arroz branco
polido (79.7%). Ja Silva et al. 2006, em seu trabalho a respeito do valor nutricional do
grao e do farelo de soja (Glycine max) obteve valores de 17, 26% e 33,1% MS de
carboidratos no grdo e no farelo de soja, respectivamente. Concentracdes de
carboidratos semelhantes aos encontrados neste estudo foram registrados por
Pastorini et al. (2003) em seu trabalho sobre a producéo e teor de carboidratos em
tubérculos de batata para as cultivares Pérola e Atlantic, durante a primavera, de 2,36
e 2,46 mg/g.

Os baixos valores de carboidratos registrados no final da cultura podem estar
relacionados ao fato de que os tratamentos foram realizados sem aspersé&o adicional
de CO2. Alem disso, os carboidratos concorrem ativamente por percursores comuns
do metabolismo central do carbono como o Gliceraldeido-3-fosfato (G3P) ou Acetil
Coenzima A (Acetil-CoA) para a sintese de triacilglicerois (TAG) e de carboidratos de
reserva, sendo os lipideos de armazenamento, principalmente TAG, reservas mais

eficientes de energia em comparagao com os carboidratos (ROHIT; MOHAN, 2016).

Abdelkhalek et al. (2016) cultivando 19 microalgas, em fotoperiodo 16/8 (dia e noite),
temperaturas de 25/20°C (dia e noite) e meio Synura, coletadas de diferentes
reservatérios no Marrocos, observaram que para muitas espécies o teor de lipideos
totais varia de acordo com a fase de crescimento em que o cultivo se encontra. Valores
proximos ao do presente estudo foram registrados para as espécies Selenastrum
bibraianum (4,7-7,73% da MS), Scenedesmus quadricauda (6,9-10,6% da MS),
Scenedesmus falcatus (6,4-9,6% da MS), Fragilaria sp. (8,4-9,9% da MS),
Chlorococcum sp. (8,7-10,4% da MS) e Chlorella sp. (9,8% da MS). Todas as demais
microalgas produziram lipideos em maior quantidade que os cultivos realizados neste
estudo; alguns exemplos séo Ankistrodesmus falcatus (22,29-31% da MS), Lyngbya
bergei (24,6-52,6% da MS) e Scenedesmus protuberans (17,5-29,3% da MS). Os
teores de lipideos totais registrados para os cultivos unialgais de S. obliquus, 8,3% da
MS em 30°C, se mostraram inferiores aos obtidos por Mata et al. (2013) de 27% da
MS, cultivando a mesma espécie em meio de cultura enriquecido com agua residual,

na mesma temperatura.
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Embora no cultivo misto tenham sido registrados as menores concentracbes de
carboidratos e proteinas, tais valores se mostraram praticamente inalterados com a
mudanca de temperatura, corroborando a ideia de que cultivos mistos sdo mais
estaveis e por isso mais indicados para suportar as grandes variacdes de temperatura
que podem chegar a 20°C durante um Unico dia, garantindo, dessa forma,
uniformidade na composi¢do bioquimica da biomassa gerada e uma produtividade
constante dos cultivos realizados em ambientes externos como aqueles em lagoas
abertas outdoor (ALABI; TAMPIER; BIBEAU, 2009; SMITH et al., 2010; COPLIN,
2012).

Quando visado a producéo de lipideos totais, temperaturas mais baixas sao indicadas
para se cultivar P. boryanum e S. obliquus, uma vez que o presente estudo mostrou

ocorrer incremento significativo na concentragéo deste composto a 20°C.

4.3 Clorofila ?a” e carotenoides totais

Mudancas no contetudo de pigmentos fotossintéticos sdo importantes indicativos dos
efeitos da temperatura na atividade fotossintética das microalgas. No entanto, no
presente estudo o tempo de cultivo exerceu maior influéncia na producdo de
pigmentos em relacdo a forma de cultivo empregada, unialgal ou misto, e a
temperatura, 20 ou 30°C, com excecédo apenas dos tratamentos P20 e S20 que néo
mostraram incremento significativo no conteudo de clorofila ‘a’ com o aumento dos

dias.

Resultados similares foram registrados por Brito et al. (2013), os quais avaliaram o
efeito de trés diferentes fontes alternativas de nutrientes no crescimento e na
producdo de pigmentos em um cultivo misto das espécies Chlorella vulgaris e
Hyaloraphidium contortum realizado na temperatura de 20 + 2°C. Houve aumento na
concentragao de clorofila ‘a’ de 0,41 para 0,66 pg/mL do dia 6 para o dia 24 de cultivo
no meio alternativo 1, de 0,62 para 2,21 pg/mL e de 0,98 para 3,17 ug/mL do dia 6 ao
dia 18 nos meios alternativos 2 e 3, respectivamente. As concentragcbes de
carotenoides também aumentaram de forma significativa em relagdo ao tempo com

valores variando de 0,19 pg/mL no dia 6 de cultura para 0,38 pg/mL no dia 24 do meio
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alternativo 1 e de 0,29 e 0,39 pyg/mL no dia 6 para 0,85 e 1,11 yg/mL no dia 18 de

cultivo nos meios alternativos 2 e 3, respectivamente.

Chokshi et al. (2015) constataram concentragdes muito superiores de clorofila ‘a’ e
carotenoides totais para o cultivo de Acutodesmus dimorphus em relacéo aos obtidos
nesta pesquisa para S. obliquus, P. boryanum e seus cultivos mistos. Esses autores
avaliaram a concentracéo dos pigmentos fotossintéticos em A. dimorphus e obtiveram
7,23, 10,68 e 6,54 ug/mL de clorofila ‘a’ e 1,56, 1,96 e 1,39 pg/mL de carotenoides
totais em um cultivo realizado em meio BG11, durante 15 dias, nas temperaturas de
25, 35 e 38°C, respectivamente. Também foi avaliada a concentragdo desses
pigmentos em cultivo realizado inicialmente em 25°C com aumentos na temperatura
para 35 e 38°C durante 3, 6 e 9 dias de cultivo. A mudanca da temperatura durante o
cultivo em 25°C ndo influenciou significativamente nas concentracdes de carotenoides
as quais variaram entre 1,23-1,45 pg/mL. Embora a concentragéo de clorofila ‘a’ tenha
aumentado de acordo com os dias quando submetidas a nova temperatura, esse
aumento ndo foi maior que os registrados nos cultivos mantidos sempre na mesma
temperatura, sendo o maior valor observado 8,17 pg/mL de clorofila ‘a’ para o cultivo
em 9 dias a 35°C.

Os pigmentos produzidos por microrganismos como fungos, bactérias e microalgas
tem ganhado cada vez mais espac¢o no mercado industrial de corantes, na aquicultura
e na suplementacdo animal e humana (VALDUGA et al., 2009; LOURENCO, 2006).
As clorofilas sdo os pigmentos encontrados em maior quantidade nas microalgas, no
entanto o maior interesse comercial estd nos carotenoides como o [-caroteno e a
astaxantina uma vez que clorofilas ndo possuem valor nutricional (LOURENCO,
2006).

Sendo assim, embora o cultivo misto tenha apresentado as mesmas concentracoes
de carotendides totais e as maiores concentragcdes de clorofila ‘a’, quando comparado
com os tratamentos unialgais em ambas as temperaturas, esses valores nao séo
expressivos e ficam muito abaixo do que é encontrado em microrganismos utilizados
atualmente para essa finalidade no mercado, como por exemplo a microalga

Dunaliella salina que pode produzir B-caroteno correspondente a 14% de sua massa
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seca (LOURENCO, 2006) e tem uma produtividade por dia estimada de 102,5 mg m"
2 d* de carotenoides totais e 13,5 mg L d! de B-caroteno, em condi¢Ges ideais
(GUEDES; AMARO; MALCATA, 2011).

4.4 Perfil de ésteres metilicos de acidos graxos
4.4.1 Potencial uso como matéria prima para biodiesel

O biodiesel produzido a partir de 6leos de microalgas €, provavelmente, a Unica fonte
renovavel capaz de substituir o diesel derivado do petrdleo e suprir sua demanda no
ramo dos transportes (CHISTI, 2007). No entanto para se tornar viavel a utilizacéo
desse 0leo, sua composicao de ésteres metilicos precisa cumprir algumas exigéncias

gue garantem a qualidade final do biodiesel produzido.

As normativas europeias EN 14214 para biodiesel destinado ao uso nos transportes
e EN 14213 do biodiesel como 6leo de aquecimento, estipulam que o teor maximo de
TUFA aceitavel, principalmente o acido graxo linolénico, é de 12% e 1% para PUFAs
(KNOTHE et al., 2006).

Desta forma, com base nestes limites estabelecidos, todos os tratamentos da presente
pesquisa, 0s quais apresentaram valores de TUFA e PUFA acima do maximo exigido
pelas normativas, ndo sdo indicados para serem utilizados como matéria prima para
a producdo de biodiesel, a ndo ser que tais valores sejam reduzidos, através da
alteracdo das condi¢cdes de cultivo. A auto oxidacdo dos FAMEs é diretamente
influenciada pelo niamero de instauracdes, sendo assim acidos graxos com quatro ou
mais insaturacdes sdo mais sensiveis a auto oxidacdo e, portanto, 6leos contendo
elevado teor de PUFAs ndo podem ser armazenados por um longo periodo de tempo
(KNOTHE et al., 2006; LIRA et al., 2012).

Outras propriedades fisicas do biodiesel sdo influenciadas pela composicdo dos
FAMES e os principais parametros que determinam a qualidade do dleo final sdo: o
namero de cetano (NC), que determina a qualidade da queima do biodiesel e a
velocidade de ignicdo; o ponto de entupimento do filtro a frio (CFPP), especifica a
temperatura na qual biodiesel vai entupir filtros e linhas de combustivel; e a
viscosidade (V), medida de resisténcia da vazao de um liquido (NASCIMENTO et al.,

2014; FRANCISCO et al., 2010; KNOTHE et al., 2006).
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No presente estudo a presenca de MUFAs como o acido oleico e elaidico, em grandes
concentracgdes e o baixo teor de SFAs, como o acido palmitico e estearico, registradas
nos tratamentos, favorecem o aumento do CFPP e a diminuicdo da viscosidade, uma
vez que ambos os parametros sao influenciados pela concentracdo de acidos graxos
saturados de cadeia carbénica de comprimento médio a longo (MENEZES et al., 2013;
NASCIMENTO et al., 2014). Entretanto, baixo teor de acidos graxos saturados de

cadeia longa reduzem o nimero de cetano (KNOTHE et al., 2006).

Nascimento et al. (2014) avaliaram as propriedades fisicas dos 6leos extraidos de
diversas microalgas, dentre elas, S. obliquus apresentou a melhor estabilidade
oxidativa, indicies de cetano dentro do estabelecido, porém, o CFPP foi alto, 11,6°C,

0 gue inviabiliza seu uso como fonte de acidos graxos para a producéo de biodiesel.

4.4.2 Potencial uso na alimentacéo

A presenca de altos teores de MUFA, fonte de energia de facil digestdo, sobretudo
nos cultivos realizados em 20°C, e de PUFA, discutido aqui como o somatorio de todos
0os &cidos graxos com duas ou mais insaturacbes, na fracdo lipidica final dos
tratamentos, tornam a biomassa de S. obliquus e P. boryanum uma promissora fonte
nutritiva (HUANG et al., 2016; TIBBETTS et al., 2015a).

A razdo dmega 3/6mega 6 registrada nos tratamentos S20 e M20, sdo consideradas
otimas. Valores inferiores (2,45:1) foram registrados por Tibbetts et al. (2015a) no
cultivo de Scenedesmus sp. e por Tibbetts et al. (2015b) nos cultivos de Chlorella
vulgaris (0,31:1), Micractinium reisseri (0,2:1), Nannocloris bacillaris (0,65:1) e
Tetracystis sp. (0,67:1). Embora a razdo 6mega 3/6mega 6 aqui registradas néo
possam competir com as registradas para 6leos de peixes, as quais variam entre 3-
24:1 (TIBBETTS et al., 2015b), se mostraram superiores as encontradas por Martin et
al. (2006) que compilaram dados de plantas oleaginosas comumente consumidas e
suas razbes dmega 3/6mega 6, para os 6leos de canola (0,46), milho (0,02), oliva
(0,08) e soja (0,13).

Por mais que animais sejam capazes de converter os acidos graxos linoleico (n-6) e
linolénico (n-3) em acido araquiddnico (AA, C20:4) e eicosapentaenoico (AEP. C20:5),

respectivamente, sua sintese é afetada por diversos fatores (MARTIN et al., 2006).
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Dentre eles, a razdo 6mega 3/6mega 6 € fundamental, uma vez que, AA e AEP
competem pelas mesmas enzimas lipoxigenases ou cicloxigenases. Em condigdes de
baixas razdo 6mega 3/6mega 6, a sintese de AA € aumentada e a de AEP é reduzida
acarretando desordens imunoldgicas, doencas cardiovasculares e inflamatorias
(SIMOPOULOS, 2004).

5 CONSIDERACOES FINAIS

As alteracfes de temperatura influenciam o crescimento e a producado de grande parte
dos biocompostos, entretanto essa influéncia ndo seguiu um padréao, sendo diferente

para cada cultivo analisado.

O cultivo misto de S. obliquus e P. boryanum apresentou baixos resultados de
crescimento e producdo de bioquimicos de interesse comercial, quando comparados
aos seus cultivos unialgais. Todavia, as comunidades mistas foram mais resistentes
a alteracdo da temperatura, com poucas mudancas em sua composicao bioquimica,
sendo indicado o seu uso para cultivos em locais onde o controle desse fator ndo seja
possivel. A dominancia de S. obliquus sobre P. boryanum indica ndo haver uso

compartilhado dos recursos entre essas duas populacdes.

O estudo realizado da composicdo bioquimica da espécie P. boryanum em cultivo é
inédito na literatura, ndo havendo outros registros para valores de carboidratos,
proteinas e lipideos totais, assim como a descricdo do seu perfil de &cidos graxos.

O perfil de ésteres metilicos de acidos graxos dos tratamentos sob as condi¢cdes de
cultivo estabelecidas na presente pesquisa, ndo se mostrou ideal para uso na industria
como fonte de matéria prima para a producdo de biocombustiveis, sobretudo de

biodiesel.

No entanto, a biomassa rica em proteinas, acidos graxos essenciais, como acido
linolénico, e com baixo teor de carboidratos, sugere um potencial uso como
suplemento na alimentagcdo humana e de animais. Principalmente a biomassa obtida

no tratamento S20, que apresentou ainda elevada razdo 6mega3/6mega6.

Entretanto, riscos devem ser avaliados antes de indicar tais espécies para

alimentacdo. Para isso mais estudos que analisem o perfil de aminoécidos e de
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carboidratos, os teores de fibra e consequentemente a digestibilidade, sé&o
necessarios para provar a biomassa como alimento funcional, que traz beneficios para

quem a consome.

Ao contrario do que € visto nos trabalhos sobre o tema, os resultados obtidos nesta
pesquisa evidenciam que nem todo cultivo misto é favoravel ao aumento de biomassa
e producéo de compostos bioquimicos. Com isso, sugere-se que mais estudos sejam
realizados a fim de testar a interacdo entre as espécies quando em cultivo misto e a
utilizacdo de espécies complementares, ou seja, com diferentes pontos 6timos de

temperatura, luz e assimilagcdo de nutrientes.
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