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RESUMO

As microalgas tém sido objeto de estudo devido a sua alta taxa de crescimento,
alta eficiéncia fotossintética, capacidade das espécies de crescerem em diferentes
condicBes de cultivo e por apresentarem abundancia de metabdlitos de interesse,
como aminoacidos, acidos organicos e carotenoides. Atualmente, estudos envolvendo
microalgas vém sendo realizados com vistas a futuras aplicacdes na industria de
alimentos, racdes e farmacéutica. Embora avangos e melhorias tenham sido relatados
na literatura, no que diz respeito as condicbes de cultivo de microalgas em
fotobiorreatores, faltam informagdes sobre a otimizacdo do processo para melhorar
sua viabilidade econ6mica. Nesse contexto, uma das alternativas encontradas é a
otimizagdo do processo e a obtengao simultanea de mais de um produto de interesse.
O obijetivo deste trabalho foi a selecdo e comparacédo de estudos sobre os impactos
na producgédo simultdnea de lipidios e carotenoides em diferentes condi¢des de cultivo
por diferentes espécies de microalgas. As espécies de microalgas selecionadas foram
Trentepohlia arborum, Arthrospira platensis, Dunaliella tertiolecta, Coccomyxa
onubensis e Chlorella zofingiensis e os parametros avaliados nos artigos (intensidade
de luz, dioxido de carbono, suplementacédo de nitrogénio e adicao de sal) foram as
condicBes de crescimento das microalgas comparadas entre os estudos. A partir dos
resultados obtidos a partir da pesquisa, viu-se que € interessante a utilizacdo da
estratégia do cultivo em dois estagios, focando o primeiro estagio no aumento da
biomassa e o0 segundo estagio na obtencdo dos lipidios e carotenoides. A maior
producdo simultanea de carotenoides e lipidios foi obtida a partir da microalga
Coccomyxa onubensis e da microalga Trentepohlia arborum. No que se referiu aos
estresses aplicados, a variacdo de nitrogénio teve forte influéncia na producédo dos
carotenoides, enquanto variagdes de salinidade impactaram a producgéo de lipidios. A
utilizacao de diéxido de carbono permitiu uma maior eficiéncia em extracdo, enquanto
intensidades de luz ndo se mostraram o principal fator quando associadas a outras
condicoes.

Palavras chaves: Acidos graxos. B-Caroteno. Pigmentos. Condi¢des de cultivo.



ABSTRACT

Microalgae have been the object of study due to their high growth rate, high
photosynthetic efficiency, capacity of species to grow in different cultivation conditions
and for presenting an abundance of metabolites of interest. Currently, studies involving
microalgae have been carried out with a view to future applications in food, feed and
pharmaceutical industries. Although advances and improvements have been reported
in the literature, concerning the growing conditions of microalgae in photobioreactors,
it is lacking information about optimization of the process to improve its economic
viability. In this context, one of the alternatives found is the optimization of the process
and the simultaneous obtainment of more than one product of interest. The aim of this
work was the selection and comparison of studies concerning the impacts on the
simultaneous production of lipids and carotenoids in different cultivation conditions by
different species of microalgae. The microalgae species selected were Trentepohlia
arborum, Arthrospira platensis, Dunaliella tertiolecta, Coccomyxa onubensis and
Chlorella zofingiensis and parameters rates in the articles (light intensity, carbon
dioxide, nitrogen supplementation and salt addition) were the microalgae growth
conditions compared among the studies. The two-stage cultivation, focusing the first
stage on increasing biomass and the second stage on obtaining products was an
interesting strategy reported from the studies. The greatest simultaneous production
of carotenoids and lipids was obtained from the microalgae Coccomyxa onubensis and
the microalgae Trentepohlia arborum. Concerning in the applied stresses, the variation
in nitrogen had a strong influence on the production of carotenoids, while variations in
salinity impacted the production of lipids. The use of carbon dioxide allowed greater
efficiency in extraction, while light intensities were not the main factor when associated
with other conditions.

Keywords: Fatty acids. 3-Carotene. Pigments. Culture conditions.
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1. INTRODUCAO

As microalgas podem ser encontradas em quase todo o tipo de ambientes
apresentando uma extensa biodiversidade que possibilita a exploracao de diferentes
metabdlitos por elas produzidos. Com o aumento da populacdo mundial e o crescente
interesse em produtos naturais e ndo prejudiciais ao meio ambiente, as microalgas
sao seres capazes de acumular importantes componentes como lipidios, carboidratos
e pigmentos, que podem ser convertidos nos mais diversos produtos.

As microalgas representam um grupo altamente especializado com capacidade
de biofixacdo de CO2 através de sua atividade fotossintética e acumular biomassa
rapida e eficientemente. Além disso, podem usar diferentes metabolismos energéticos
(mixotréfico e heterotréfico) para manutencéo de suas estruturas como a respiracéo e
fixacdo/assimilacdo de nitrogénio, o que torna algumas espécies organismos Unicos,
com amplo espectro de aplicacdo tecnoldgica (PIENKOS & DARZINS, 2009;
OLAIOZOLA, 2003).

Diversas substancias sintetizadas pelas microalgas tém aumentado o interesse
no seu potencial biotecnolégico. Por isso, cultivos de microalgas tém sido realizados
visando a producdo de biomassa para diversas aplicabilidades, entre elas, para uso
na alimentacdo bem como para obtencdo de compostos naturais com alto valor no
mercado mundial, producdo de pigmentos, ficobiliproteinas e polimeros como
polissacarideos, os quais podem ser utilizados em diversos setores da industria
alimenticia, cosmética e farmacéutica (DERNER et al., 2006; SPOLAORE et al.,
2006).

Os pigmentos naturais vém tendo uma participacdo cada vez mais importante
no mercado, devido as restricbes maiores no uso de corantes sintéticos. Essas
restricbes sdo consequéncia da preocupacdo quanto ao aspecto de alteracdes
organicas que possam ser causadas pela ingestdo destas substancias a longo prazo
(CARVALHO, 2004; GHIGGI, 2007). Microalgas podem ser usadas como materia-
prima para a producdo de biodiesel, pois podem fornecer alta fragdo de lipidios
neutros, com menor grau de insaturacdo. Isso faz com que os lipidios microalgais
sejam um potencial substituto para o diesel ou para biodiesel de primeira geragéo
(HARUN et al., 2010).

O presente trabalho apresenta um estudo das condicbes de cultivo de

diferentes microalgas para obten¢&o simultanea de carotenoides e lipidios, compostos
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de grande valor comercial, analisando os principais fatores que influenciam o cultivo

dessas microalgas.

2. OBJETIVO
2.1.0bjetivo Geral

Avaliar as condi¢cdes de cultivo e fatores que influenciam a obtencdo de
carotenoides e lipidios a partir de microalgas por meio de uma reviséo bibliogréfica.

2.2.0bjetivos Especificos

e Estudar as caracteristicas de microalgas e principais aplicacoes;

e Estudar o rendimento de carotenoides e lipidios das microalgas quando
inseridas em diferentes condi¢des de cultivo;

e Analisar os fatores que mais influenciam na producao de carotenoides e lipidios

por microalgas.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1.Microalgas

As microalgas sdo microrganismos fotossintetizantes, podendo ser
procarioticos ou eucarioticos. De acordo com TOMASELLI (2004), estes
microrganismos tém sido tradicionalmente classificados quanto aos tipos de
pigmentos, a natureza quimica dos produtos de reserva e pelos constituintes da
parede celular. Mas aspectos citoloégicos e morfoloégicos também tém sido
considerados, tais como a ocorréncia de células flageladas, os processos de formacao
do ndcleo e da divisdo celular e a presenca e caracterizacdo de envoltério do(s)
cloroplasto(s).

Atualmente, as algas estdo divididas de acordo com seu conteudo pigmentar
em trés grandes grupos resultando em 13 divisGes: algas que possuem clorofila-a,
incluidas nesta categoria as Cyanophyta e Rhodophyta; algas com clorofilas a e b,
gue englobam as Prochlorophyta, Chlorachniophyta, Chlorophyta e Euglenophyta; e

algas com clorofilas a e c¢, que englobam as Chrysophyta, Xanthophyta,
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Bacillariophyta, Phaeophyta, Haptophyta, Dinophyta e Cryptophyta (BELL E
HEMSLEY, 2000).

Todas as microalgas possuem clorofila-a, porém distinguem-se entre si pelos
tipos de pigmentos presentes. As cianobactérias (Divisdo Cyanophyta) sé&o
procariontes - ndo possuem nucleo organizado, mitocondria e nem cloroplastos -
possuem clorofila-a e alguns pigmentos acessorios, como ficocianina, ficoeritrina e
aloficocianina que fornecem aos representantes do grupo a coloracao verde azulada
caracteristica do grupo (LORENZI, 2008). Também possuem [3-caroteno, zeaxantina,
mixoxantina e outros (BELL e HEMSLEY, 2000; RAVEN et al., 2007), e como produto
de reserva armazenam o glicogénio.

As cloroficeas (Divisdo Chlorophyta) sdo dotadas de clorofila-a e b, mas
também possuem outros pigmentos como o0s carotenoides. As diatomaceas
(Bacillariophyta) e os dinoflagelados (Divisao Dinophyta) possuem clorofila-a e ¢, mas
diatomaceas possuem carotenoides, enquanto que os dinoflagelados possuem
caroteno e xantofilas (BELLINGER; SIGEE, 2010).

Segundo Giddey et. al (2012), as microalgas apresentam algumas
propriedades tipicas de plantas superiores, como a capacidade de realizar
fotossintese aerdbica eficiente e possuirem simplicidade quanto as necessidades
nutricionais. Sao principalmente encontradas no meio marinho, em agua doce e no
solo. Produzem mais oxigénio do que todas as plantas existentes no mundo, sendo
responsaveis por pelo menos 60% da producao primaria da Terra (CHISTI, 2004), e,
além disso, contribuem para regular a biosfera do planeta.

Dentre as caracteristicas que fazem das microalgas organismos de grande
importancia, destaca-se a diversidade de metabdlitos que produzem e a capacidade
de alterarem rapidamente seu metabolismo como resposta as mudancas das
condicbes ambientais. Quando submetidas a condicBes fisicas e quimicas
especificas, produzem moléculas bioativas de alto valor agregado como antioxidantes,
carotenoides, polissacarideos, acidos graxos e vitaminas, além de biocompostos de

alto valor comercial como proteinas, lipidios e carboidratos.

3.1.1. Cultivo de microalgas

Os meios de cultivo podem ser classificados como semidefinidos e definidos

quanto a composi¢cado quimica para a producdo de biomassa. Os meios de cultivo
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semidefinidos sdo preparados com agua do mar natural suplementada com nutrientes
e vitaminas. Os meios de cultivo definidos séo preparados a partir de agua, deionizada
ou destilada, suplementada com nutrientes, vitaminas e sais inorganicos, a fim de
simular a composicao da 4gua do mar (LOURENCO, 2006).

Mas, referindo-se a sistemas, as microalgas podem ser cultivadas em diversos
sistemas possiveis para obtencdo de biomassa, que sdo escolhidos de acordo com
fatores como fisiologia, custo de elaboracdo e execucdo do layout para cultivo,
intensidade do trabalho, custo de energia, disponibilidade de &gua, custo de
nutrientes, adequacao de clima (quando necessario), e especificacdo do produto final.
Sistemas de cultivo em larga escala devem ser comparados com base em indicadores
como a eficiéncia de utilizacdo da luz, controle de temperatura, estresse hidrodinamico
permitido, capacidade de manter culturas unimicroalgais e/ou axénicas e viabilidade
de aumento de escala (GUEDES; MACALTA, 2012).

O cultivo pode ser realizado em sistemas fechados, onde ndo ha contato com
a atmosfera, ou em sistemas abertos, em que h& o contato com a atmosfera. Os
sistemas abertos representam uma forma natural de cultivo, pois sdo desenvolvidos
ao ar livre estando sujeitos as variacdes de temperatura, luminosidade e de inUmeras
intempéries do ambiente. Por tais motivos sdo muito susceptiveis a contaminacao que
dificulta a garantia de obtencdo da qualidade da biomassa produzida e reduz a
produtividade (AZEREDO, 2012; VIEGAS, 2010; FRANCO et al.,2013). Entretanto,
podem apresentar um custo relativamente mais baixo de construcdo, instalacdo e
manutencdo. A figuras 1 apresenta exemplos desses sistemas: as lagoas ou raceways
(a), que possuem contato com a atmosfera, e fotobiorreatores (b) fechados em

laboratorio.

” &

Flgura 1- S|stema de cultlvo de mlcroalgas em Iagoas abertas do tipo pista de cornda (raceways) (a)
e fotobiorreatores (b).

Fonte: Adaptado de Militdo (2016).
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Os sistemas tipicos utilizados em ambientes fechados para a producdo de
biomassa de microalgas incluem garrafas (10 a 20 L), sacos de polietileno (100 a 500
L) e tanques (1000 a 5000 L). Para volumes maiores, sao preferidos tanques ou lagoas
a céu aberto, com alteragBes necessarias para manutencao do cultivo (temperatura,
pH, nutrientes). Entre os fechados, os fotobiorreatores sdo os mais utilizados, e podem
ter diferentes configuracdes, tais como: tubular, placas planas, verticais, helicoidais.
Os sistemas fechados apresentam custos de producdo bem mais elevados que os
abertos, inviabilizando seu uso em grandes escalas comparadas aos sistemas
abertos. As limitacBes relacionadas aos fotobioreatores incluem: alto preco de
instalacdo, superaquecimento e entupimento, exigindo usualmente custos
operacionais e de manutencéo dos cultivos (ARAUJO, 2018).

Em fotobiorreatores é possivel controlar a quantidade dos nutrientes,
temperatura, iluminacdo, pH etc. Isto também viabiliza a producdo de uma série de
compostos de elevado valor comercial (BOROWITZKA, 1999; ERIKSEN, 2008). O

quadro 1 mostra diferentes cultivos e possiveis reatores em cada um deles.

Quadro 1 - Caracteristicas de diferentes condicfes de cultivo.

Condicao Fonte de | Fontede | Densidade Reator Custo Problemas

de cultivo energia carbono celular associados

com aumento
de escala

Fototroéfico Luz Inorgénica Baixa Raceways ou Baixo Baixa
fotobiorreatores densidade
celular

Alto custo de
condensacéao

Heterotréfico | Organico | Organica Alta Fermentador Médio | Contaminacao
convencional
Alto custo do
substrato

Mixotrofico Luze Inorgénica Média Fotobiorreator Alto Contaminagéo
organico | e organica fechado
Alto custo do
equipamento

Alto custo do
substrato

Fonte: Adaptado de Chen et. al (2011).
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Conforme alguns parametros, € possivel comparar os sistemas de cultivo

aberto e fechado para a producao de microalgas, como mostrado no quadro 2.

Quadro 2 - Comparacao entre os sistemas de cultivo aberto e fechado.

Parametro de

Sistema aberto

Sistema fechado

comparacao Lagoa de cultivo Fotobiorreator

Area ocupada Grande Pequena

Perda de agua Muito alta, com possivel Baixa
precipitacédo de sais

Perda de CO2 Alta, depende da profundidade da Baixa

lagoa

Concentracgéo de
Oxigénio

Usualmente baixa, devido a
continua evaporacao

Acumulo de 02 no sistema exige
dispositivo especifico

Temperatura

Altamente variavel

Resfriamento usualmente
necessario

Stress sobre as células

Usualmente baixo (agitacéo leve)

Usualmente alto (compresséo de
ar, agitacéo)

Limpeza Muito simples Maior exigéncia de limpeza das
paredes
Risco de contaminacgéo Alto (por outras espécies) Baixo

Qualidade da biomassa

Variavel

Reprodutivel

Concentracéo de
biomassa

Baixa, entre 0,1 a 0,5 g/L

Alta, entre 0,5 a 8 g/L

Controle de processo e
reprodutibilidade

Limitado

Possivel sob condi¢cbes
adequadas

Dependéncia das
condicdes climaticas

Alta (intensidade de luz,
temperatura, precipitacdes)

Média (iluminacao, pode requerer
refrigeracéo)

Fonte: KWIETNIEWSKA et al., 2012).

Os regimes de cultivo aplicados na producéo de microalgas variam de acordo

com a forma de operacédo do sistema. Os trés tipos basicos de operacdo sao: “batch”

ou descontinuo, semicontinuo e continuo (SOARES, 2010). Nos cultivos “batch”

(descontinuo ou batelada), as células de microalgas séo inoculadas ao meio de cultivo

e apos inoculacdo nao ocorre adicdo de nutrientes ao longo do desenvolvimento da
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cultura. O cultivo € encerrado quando os nutrientes da cultura se esgotam ou quando
o produto desejado for produzido. Este tipo de cultivo € caracterizado por apresentar
fases distintas de crescimento. A duracdo de cada fase depende basicamente de
fatores como a espécie cultivada e as condic¢des de cultivo oferecidas (LAVENS, 1996;
SOARES, 2010).

Segundo Soares (2010), o cultivo semicontinuo, um volume conhecido de
cultura de microalgas é periodicamente removido e substituido por meio novo. Nesse
tipo de cultura, a composi¢do quimica das células dificilmente muda com o tempo
(porque sdo mantidas em condicfes de crescimento sem fatores limitantes), o que é
diferente do cultivo em batelada. Teoricamente este processo pode ser operado
indefinidamente, porém a manipulacdo frequente da cultura, ocasionada pelas
diluicdes sucessivas, pode acarretar problemas de contaminacgéo. Teoricamente, esse
processo pode ser executado indefinidamente, mas a manipulacdo frequente da
cultura devido a diluicdo em série pode causar problemas de contaminacao.

No cultivo continuo, um fluxo constante de solugéo de cultura de microalgas €
retirado do biorreator enquanto o meio fresco entra. A taxa de crescimento € regulada
e a densidade celular é controlada automaticamente por um sensor Optico. A
concentracdo de células e nutrientes permanece constante e o cultivo atinge um
estado estacionario. O cultivo pode manter um estado estavel por muito tempo,
produzindo assim um grande numero de células homogéneas e de alta qualidade.
Porém, segundo Mata et al. (2010), o custo do cultivo continuo € elevado devido a

necessidade de automacao e constantes condicfes de temperatura e luminosidade.

3.1.2. Metabolismo

As microalgas apresentam metabolismos variados, podendo ser organismos
fotoautotroéficos, heterotroficos e/ou mixotréficos. No metabolismo fotoautotrofico, ha
a necessidade de luz e fonte de carbono inorganico, como CO2 e HCOs, para
obtencéo de energia atraves da fotossintese. A fotossintese (figura 2) é basicamente
dividida em dois estagios: dependente e independente da luz. O estagio dependente
da luz é o primeiro estagio, onde 0s organismos absorvem a luz solar e a utilizam para
converter ADP e NADP+ em ATP e NADPH. No segundo estagio, independente da

luz, os organismos capturam o CO:2 atmosférico e o convertem em compostos
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organicos no ciclo de Calvin-Benson, utilizando as moléculas geradas anteriormente
(ZHAO e SU, 2014.; HO et al, 2014).

Reagdes Luminosas Ciclo de Calvin
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Figura 2 - Reacdes de claro e escuro.
Fonte: PINA et. al (2021).

No metabolismo fotoautotréfico, o crescimento das microalgas € diretamente
afetado pela disponibilidade e intensidade luminosa e pela concentracdo dos demais
compostos necessérios para o crescimento celular. O aumento da intensidade
luminosa acarreta em um aumento de producdo dos pigmentos fotoprotetores, como
os carotenoides (RICHMOND, 2004). J& em condi¢cbes de deficiéncia de nitrogénio,
por exemplo, ocorre uma diminuicdo do conteudo proteico e um aumento de
compostos de reserva energética, como os lipidios e carboidratos (SIAUT et al., 2011).

No metabolismo heterotrofico, as microalgas utilizam compostos organicos,
como a glicose, como fonte de carbono e energia. A glicose é a fonte de carbono mais
comumente utilizada para a cultura de microalgas heterotréficas, pois possui mais
energia em comparagcdo com outros substratos organicos (BOYLE & MORGAN,
2009). O metabolismo mixotrofico € uma unido do fotoautotrofico e heterotrofico,
havendo necessidade de luz e de uma fonte de carbono orgéanico (BRENNAN &
OWENDE, 2010). Geralmente, o cultivo mixotréfico e heterotrofico de microalgas tem
como resultado uma maior producéo de biomassa algal. No cultivo fotoautotréfico, as

microalgas produzem mais pigmentos devido a necessidade de realizar fotossintese.
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O cultivo heterotroéfico € pouco utilizado em cultivos industriais, 0 que provavelmente
estd associado ao numero limitado de espécies de microalgas heterotréficas
disponiveis, maior contaminagao por bactérias, inibicdo do crescimento em substratos
com baixas concentracdes de compostos organicos e incapacidade de produzir alguns
produtos induzidos pela presenca de luz, como pigmentos (GARCIA et al., 2005;
PALUDO, 2012). Adicionalmente, os cultivos mixotroficos apresentam elevada
producdo de clorofilas, carotenoides e acidos graxos, quando comparados aos
cultivos autotréficos. Neste tipo de cultivo, ainda, ocorre uma menor perda de
biomassa durante a fase escura, decorréncia da adi¢cdo do substrato organico ao meio
de cultivo (BRENNAN; OWENDE, 2010; PALUDO, 2012).

As microalgas contém multiplas vias metabdlicas para diferentes condicdes de
crescimento. A via metabdlica da condicdo heterotréfica envolve trés passos
principais: (1) A absorcdo/Assimilacdo, (2) a ativacdo e transformacdo, e (3)
armazenamento/utilizacdo de metabolitos (MORALES-SANCHEZ et al., 2015).
Algumas microalgas podem alternar entre estes regimes de crescimento, ficando uma
via ativa enquanto a outra via fica inativa por um periodo, dependendo das condicfes
de cultivo. Outras microalgas sao capazes de utilizar as vias simultaneamente
(PEREZ-GARCIA et al., 2011). As microalgas podem evoluir para se tornar fototréficas
ou heterotroficas especializadas através de mudancas de longo prazo nas condi¢cdes
de crescimento (LIANG et al., 2009; BELL, 2013).

Para o metabolismo da glicose, a assimilacdo da glicose oxidativa comega com
a fosforilacdo da hexose para produzir glicose 6-fosfato, que é facilmente usada para
armazenamento, sintese celular e respiracdo. De acordo com Perez-Garcia et. al.
(2011), entre as varias vias utilizadas pelos microrganismos para a glicolise,
aparentemente apenas duas vias foram descritas em algas: a via de Embden-
Meyerhof e a via da pentose fosfato.

No metabolismo da glicose de microalgas sob condicdes de cultura
heterotréfica, na fase escura, a glicose € metabolizada principalmente pela via de
pentose-fosfato. J& no fotoautréfico, a principal via € Embden-Meyerhof. Ambos os
percursos sao realizados no citosol e sao funcionais em células de microalgas (YANG
etal., 2000; HONG & LEE, 2007). No entanto, algumas cepas de microalgas Dunaliella
tertiolecta e Prymnesium parvum sao incapazes de assimilar a glicose, apesar de

terem as enzimas necessarias para o seu metabolismo (NEILSON & LEWIN, 1974).
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No metabolismo do acetato, segundo Boyle & Morgan (2009), uma vez
presente no citosol, o acetato é assimilado por acetilacdo da coenzima A por acetil-
CoA sintetase para formar acetil coenzima A (acetil-CoA), utilizando uma molécula de
ATP. O acetato é geralmente oxidado por meio de duas maneiras: (a) pelo ciclo dos
acidos do glioxilato, para formar o malato em glioxissomos plastidios e (b) através do
ciclo tricarboxilicos (TCA), para o citrato na mitocondria, que fornece esqueletos
carbonicos e energia (NEILSON & LEWIN, 1974; BOYLE & MORGAN, 2009; PEREZ-
GARCIA et al., 2011). O ciclo do glioxilato requer sintese de isocitratoliase e malato
sintetase. Ambas as enzimas sao induzidas quando as células séo transferidas para
meio contendo acetato (NEILSON & LEWIN, 1974; BOYLE & MORGAN, 2009).

3.1.3. Fatores que influenciam no crescimento de microalgas

Para o crescimento de microalgas sao necessarias as condicfes e nutrientes
adequados. Os elementos mais importantes que constituem as células das algas sao
carbono, nitrogénio, fosforo e enxofre. Outros elementos essenciais incluem ferro,
magnésio, elementos tracos e, em alguns casos, silicio (REBOLLOSO-FUENTES et
al., 2001).

O carbono é considerado um dos elementos mais importantes, uma vez que
constitui cerca de 50% da biomassa microalgal (SOARES, 2010). Segundo Perez-
Garcia et al. (2011), embora algumas microalgas utilizem diversas fontes de carbono
para se desenvolver, a maioria das espécies sdo autotréficas obrigatdrias, nao
crescendo na auséncia de luz e de carbono inorganico. Ja o nitrogénio, que
geralmente representa cerca de 7-10% do peso seco da célula, € um constituinte
essencial de todas as proteinas estruturais e funcionais em células de algas
(RICHMOND, 1986). Nitrato, nitrito e amonio sao formas inorganicas nao assimiladas
que podem ser encontradas no interior de células algaceas em concentracfes
bastante variaveis, e juntamente com a ureia, representam as formas nitrogenadas
gue podem ser utilizadas pelas algas como fonte de nitrogénio.

Ja o fosforo € essencial para o crescimento celular e metabolismo das
microalgas, pois est4 associado a realizacdo de todos 0s processos que envolvem
trocas energéticas nas células e constitui moléculas estruturais. ATP, acgUcares
fosfatados, acidos nucleicos e fosfoenzimas sdo 0s principais componentes

estruturais que apresentam fésforo em algas. Em razdo da acumulacdo de energia
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em ATP, a assimilacéo do fésforo depende de luz (LOURENCO, 2006). E considerado
um dos principais elementos limitantes do fitoplancton, em razdo de sua alta demanda
e grande variabilidade de concentragdo no ambiente natural. O fésforo é
preferencialmente assimilado como fosfatos inorganicos na forma de H2PO4 e HPO4?*
(Martinez et al., 2000).

O enxofre é vital para todas as ceélulas, pois € o0 constituinte de alguns
aminoacidos essenciais (metionina e cisteina), vitaminas, sulfolipidios, entre outros. A
falta desse elemento no meio de cultura modifica de forma crucial o metabolismo
celular, causando acumulo de amido e inativacdo do fotossistema Il e do ciclo de
Calvin — Benson (ANTAL; KRENDELEVA. RUBIN, 2011). A principal forma de
assimilacao do enxofre pelos seres produtores € como sulfato inorganico. O enxofre
se apresenta na agua do mar principalmente como ions sulfato, sendo muito
abundante e, por isso, nunca € fator limitante ao desenvolvimento de microalgas
marinhas.

O magnésio é essencial a algas por ser constituinte da molécula de clorofila, e
esta associado a varias enzimas, sendo um ativador de suas atividades. No caso de
deficiéncia, gera o processo designado clorose, em que as células perdem seu
conteudo pigmentar. O ferro € extremamente importante para as algas por participar
de funcBes como vias biossintéticas da clorofila e dos citocromos; respiracao,
transporte respiratério de elétrons; fotossintese, transporte fotossintético de elétrons;
reducdo de nitrato e de nitrito; reducao de sulfato; fixagcdo de nitrogénio molecular e
por ser cofator de diversas enzimas (LOURENCO, 2006; RODEN E ZACHARA, 1996).
Micronutrientes como alguns metais traco, como Mn, Mo, Cu e Zn, também
desempenham papéis-chave no transporte de elétrons (RAVEN et al., 1999).

Além dos elementos, outros fatores influenciam o crescimento de microalgas.
Dentre eles, pode-se destacar: a luz, a temperatura, o pH, o oxigénio e o substrato. A
resposta para um cultivo equilibrado pode estar relacionada a uma combinagéo de
fatores, sendo a espécie ou cepa de microalga o fator principal e as condi¢cdes de
cultivo fatores secundarios (RICHMOND, 2004).

Nos cultivos autotréficos e mixotréficos, a luz tem um papel importante sobre a
composicdo bioquimica, sendo em grande parte controlada pela fotoaclimatacao ou
fotoadaptacéo. Nesse processo, as células das algas sofrem alteracfes dinamicas na
composicdo celular, juntamente com alteracbes nas propriedades estruturais,

biofisicas e fisioldgicas para aumentar a fotossintese e o crescimento (DUBINSKY et
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al., 1995). E comum como uma resposta celular para a baixa intensidade da luz o
aumento do conteudo de clorofila ‘@’ e outros pigmentos. Ja em resposta a alta
intensidade de luz, os carotenoides secundarios, como zeaxantina, b-caroteno e
astaxantina, servem como agentes fotoprotetores. Em geral, a acumulacdo de
carotenoides pode resultar na alternancia de carbono e fluxos de nitrogénio dentro das
células sob condicdes estressantes, assim altas intensidades de luz tendem a
aumentar a producao de polissacarideos em células algais. Estudos com microalgas
sugerem que o teor de lipidios e &cidos graxos poliinsaturados totais (PUFAS),
incluindo acido eicosapentaendico (EPA), esta inversamente relacionada com a
intensidade de luz e crescimento celular (RICHMOND, 2004).

Ainda segundo Richmond (2004), o efeito da temperatura sobre as reacoes
bioguimicas torna este um dos fatores mais importantes que influenciam a
composicao bioquimica de algas. A temperatura ideal para as culturas de fitoplancton
€ geralmente entre 20 e 24 °C, podendo variar de acordo com a composicdo do meio
de cultura, a espécie ou cepa cultivada. Espécies de microalgas que toleram
temperaturas entre 16 e 27 °C sao mais comumente cultivadas. Temperaturas abaixo
de 16 °C desaceleram o crescimento, enquanto os superiores a 35 °C podem ser letais
para algumas espécies.

Segundo Cuaresma et al. (2006), o consumo das formas inorganicas de
carbono pelas algas eleva o pH, devido ao aparato fotossintético desses organismos
transportarem ions hidroxido para o exterior da célula, reagéo catalisada pela enzima
anidrase carb6nica, associado a captacao de ions H+ para o interior das membranas
do tilacoide. De acordo com Nurdogan & Oswald (1995), o pH influencia a eficiéncia
de remocéo de nitrogénio e fosforo através da volatilizacdo da amoénia pela reacéo:
NH4* + OH < NHs + H20, além da precipitacdo de ortofosfato. Em cultivos mixotrofico
ou heterotréfico onde é adicionado uma fonte de carbono orgénico, o substrato
adicionado ao meio e sua concentragao pode alterar o pH do meio de cultivo.

Em cultivos autotroficos a Unica fonte de carbono disponibilizada € o CO:
inorganico. No meio de cultura, o carbono inorganico pode estar na forma de COzq,
acido carbonico (H2COs3), bicarbonato (HCO3") ou carbonato (CO3’) e suas propor¢cdes
dependem do pH (CHEN & CHEN, 1996; RICHMOND, 2004). Em cultivos
heterotréficos, o metabolismo das microalgas utiliza uma rota especifica na qual esses
organismos crescem no escuro, suportados por uma fonte exdgena de carbono

organico, substituindo o tradicional aporte de didxido de carbono e energia luminosa
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em condicdes fotossintéticas. Nessa condi¢cdo, algumas espécies podem nao ser
capazes de consumir certos compostos organicos ou sofrerem inibicdo do
crescimento pelo seu excesso (CHEN & JOHNS, 1995; CHEN & CHEN, 1996). A
inibicdo pelo substrato € um dos principais problemas que impedem elevadas
densidades celulares de microalgas em culturas heterotréficas (CHEN & JOHNS,
1995).

3.1.4. Principais produtos obtidos a partir de microalgas

Os cultivos de microalgas industrialmente comecaram a se destacar a partir de
1948 nos Estados Unidos, Alemanha e Japdo (ANDRADE, 2009). Por volta do ano de
1960, no Japéo, o cultivo de microalgas em grande escala foi realizado para fins
comerciais com a microalga Chlorella. Em seguida, no inicio dos anos 1970, houve o
estabelecimento de uma instalacdo de colheita e cultivo de Arthrospira no Lago
Texcoco (Cidade do México, México). Entre os anos de 1970 e 1990, foi realizada a
cultura de Spirulina no México, Dunaliella salina na Australia e varias outras espécies
para a aquicultura (BOROWITZKA, 1993).

Atualmente, os produtos produzidos a partir de algas abastecem principalmente
0s mercados de cosméticos, higiene pessoal, nutricAo humana e animal. Diversas
microalgas tém sido cultivadas por sua capacidade de sintetizar compostos, tais como
os acidos graxos poliinsaturados (acido araquiddnico - ARA, acido eicosapentaendico
- EPA e &cido docosahexaendico — DHA, por exemplo) e pigmentos carotenoides
(astaxantina, betacaroteno, luteina, cantaxantina, etc.), (GILL & VALIVETY, 1997;
TRIPATHI et al., 1999).

A Chlorella, por exemplo, é utilizada como suplemento alimentar para humanos
e como alimento para a maricultura. Sua principal importancia na suplementacao
alimentar é devido a sua alta concentracdo de proteinas, aminoacidos e pigmentos,
como a clorofila e carotenoides. A Spirulina também é uma microalga utilizada como
suplementacdo alimentar devido ao seu alto contetdo proteico. Atualmente, muitos
estudos apontam um alto potencial farmacéutico, indicando sua eficiéncia no
tratamento de diabetes, perda de peso, diminuicdo do nivel de colesterol,
melhoramento do sistema imunologico, inibicdo da replicacdo de diversos virus
patolégicos, prevencdo do desenvolvimento de certos tipos de tumores, além de

ajudar diversos disturbios emocionais e mentais (RICHMOND, 2004).



26

O cultivo de Dunaniella salina em larga escala visa a produgéao de [3-caroteno,
uma vez que essa microalga pode apresentar 100 g/kg de peso seco quando cultivada
em condicdes de estresse (COESEL et al., 2008). A Haematococcus pluvialis € outra
espécie cultivada para a producdo de carotenoides, especialmente a astaxantina,
carotenoide que possui um alto valor de mercado (LUNDQUIST et al., 2010).

Os produtos comumente extraidos s&do carotenoides, acidos graxos,
carboidratos, vitaminas e nutracéuticos. No quadro 3, sdo apresentados alguns dos
principais produtos obtidos a partir de microalgas e possiveis aplicacdes.

Quadro 3 - Principais aplicacdes de produtos obtidos a partir de algumas espécies de microalgas.
Espécies Grupo Principais produtos | Principais aplica¢cdes
Chlorella vulgaris Chlorophyta Carotenoides Suplemento alimentar
Lipidios e Nutricdo saudavel
Proteinas
Dunaliella salina Chlorophyta Carotenoides Suplementos e
Nutricdo saudavel
Cosméticos
Haematococcus Chlorophyta Carotenoides Nutricdo saudéavel
pluvialis
Odontella aurita Bacillariophyta Acido graxos Cosmeéticos e produtos
farmacéuticos
Porphyridium cruentum Rhodophyta Polissacarideos Cosmeéticos e produtos
farmacéuticos
Isochrysis galbana Chlorophyta Acido graxos Nutricdo animal
Aditivos alimentares
Phaedactylum Bacillariophyta Lipidios e acido graxos | Nutricdo e producgéo
tricornutum de combustivel

Fonte: Adaptada PRIYADARSHAN,2010.

3.2.Lipidios

Os lipidios podem ser compreendidos como qualquer molécula de origem
bioldgica soluveis em solventes apolares (ZORN, 2017). Sdo considerados um grupo
heterogéneo de compostos, mas apresentam caracteristicas comuns, entre elas a nao
solubilidade na presenca da agua e solubilidade em solventes apolares, como éter,
cloroférmio, Oleos e as ceras.

Segundo Farrell (2011), os lipidios podem ser classificados de acordo com sua
natureza quimica em dois grupos: um grupo que consiste em compostos de cadeia

aberta e que apresentam uma parte apolar (cauda) e uma parte polar (cabeca), na
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qual estao incluidos os acidos graxos, os triglicerideos (também denominados lipidios
simples); os esfingolipidios, os fosfoacilglicerdis, e os glicolipidios (também
denominados lipidios complexos); e um grupo que consiste em compostos de anéis
(cadeias ciclicas) e inclui os esteroides, terpenos, eicosandides (também
denominados lipidios complexos).

Na figura 3, em a observa-se as cadeias de acidos graxos, tem-se a esquerda
um acido graxo saturado, acido estearico (C18:0) e a direita, o &cido graxo insaturado,
acido oleico (C18:1) e em b, moléculas de lipidios: triacilglicerol (lipidio neutro) no lado
esquerdo e fosfolipidio (lipidio polar) do lado direito. As letras R', R ", R" na molécula
de triacilglicerol representam cadeias de acidos graxos. A molécula de fosfolipidio é
carregada negativamente (HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012).

a Grupo (0] 0}
Carboxila \C/
Cadeia
Hidrocarbonetos
b Glicerol
H—C —OOCR' AVAVAV fVVV\ﬁTO"C’“z
T, TN [ -
R“COO-Cll-H : \'/\/\"M'\'A"A'c-é-of _
: {5 3 PR I O L
H-C-OOCR" | o B it
= Acido Graxo

Fosfato

Figura 3 - Estruturas de diferentes tipos de lipidios.
Fonte: HALIM; DANQUAH; WEBLEY (2012).

As gorduras e 6leos sao as principais fontes de armazenamento de energia na
maioria dos seres vivos; os fosfolipidios e os esterdis sdo elementos estruturais
importantes nas membranas biologicas; e os outros lipidios, mesmos que em pequena
quantidade, desempenham o papel de cofatores enzimaticos, transportadores de
elétrons, agentes emulsificantes no trato digestivo, hormdénios e mensageiros
intracelulares (LEHNINGER, 2006).
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Gorduras e 0leos séo triglicerideos (triglicerideos), substancias nas quais 0s
trés grupos OH do glicerol sao esterificados com acidos graxos. Os fosfolipidios sao
fosfoacilglicerdis, o que significa que um dos grupos OH do glicerol é esterificado com
acido fosforico em vez de acidos graxos. Esfingolipidios possuem, em vez de glicerol,
a esfingosina. Os esfingolipidios sao divididos em esfingomielinas e cerebrosideos.
Os eicosandides incluem prostaglandinas, tromboxanas e leucotrienos. Eles sao
derivados do &cido araquiddnico, estdo presentes em todos os tecidos do corpo e tém
uma variedade de atividades fisioldgicas. Os terpendides séo lipidios derivados de
pirofosfato de isopentenila com o pirofosfato de dimetilalila. Eles séo classificados de
acordo com o numero de carbonos em monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
serterpenos, triterpenos e tetraterpenos. Esterodides séo lipidios com uma estrutura de
carbono tetraciclica. S&o esteroides os hormoénios sexuais femininos e masculinos, 0s
hormdnios adrenocorticoides, as vitaminas D, os &cidos biliares e o colesterol. Os
esterdides sdo amplamente encontrados nos tecidos do corpo e possuem uma grande
variedade de atividades fisioldgicas. Eles sdo biossintetizados a partir do triterpeno
lanosterol.

As microalgas tém a capacidade de produzir dois tipos de lipidios, polares e
nao polares. Os lipidios polares sdo encontrados principalmente nas membranas das
microalgas, enquanto os lipidios ndo polares (neutros), sdo armazenados em seus
proéprios compartimentos, sendo grandes quantidades geradas quando as microalgas
sdo submetidas a situacBes de estresse. O conteudo de lipidios da biomassa
microalgal pode variar entre 1 a 40% do peso seco e, em certas condices de cultivo,
pode alcancar até 85% (BECKER, 2004). Os lipidios algais s&o tipicamente
compostos por glicerol, acucares ou bases esterificadas e acidos graxos contendo
entre 12 e 22 carbonos, podendo ser saturados ou mono/poliinsaturados. Os acidos
graxos correspondem a maior fracéo dos lipidios e, em algumas espécies, os PUFAs
representam entre 25 e 60% dos lipidios totais (BECKER, 1988; BROWN, 1991;
BECKER, 2004). Na tabela 1 estdo reunidas espécies de microalgas e suas
respectivas quantidades de lipidios produzidos.



Tabela 1 - Conteddo lipidico e suas respectivas produtividades para diferentes microalgas.
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Espécies de Microalgas

Conteudo lipidico (% de

Produtividade lipidica

biomassa seca) (mg/L/dia)
Chaetoceros muelleri 33,6 21,8
Chlorella emersonii 25,0-63,0 10,3-50,0
Chlorella photothecoides 14,6-57,8 1214
Chlorella sorokiniana 19,0-22,0 44,7
Chlorella vulgaris 5,0-58,0 11,2-40,0
Chlorella sp. 10,0-48,0 18,7
Chlorococcum sp. 19,3 53,7
Dunaliella salina 6,0-25,0 116
Dunaliella sp. 17,5-67,0 33,5
Nannochloris sp. 20,0-56,0 60,9-76,5
Nannochloropsis oculata 22,7-29,7 84,0-142,0
Nannochloropsis sp. 12,0-53,0 37,6-90,9
Neochloris oleaocbundans 29,0-65,0 90,0-134,0
Pavlova lutheri 35,5 44,8
Phaeodactylum tricornutum 18,0-57,0 34,8
Scenedesmus obliquus 11,0-55,0 35,1
Scenedesmus sp. 19,6-21,1 26,3
Skeletonema sp. 13,3-31,8 17,4
Thalassiosira pseudonana 20,6 27,0-36,4
Tetraselmis sp. 12,6-14,7 43,4

Fonte: Adaptada de ANDRADE, L. M. (2014).
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As microalgas possuem alta capacidade de acumulo de lipidios sob condicbes
especificas, como em meios com alto teor de carbono e nitrogénio. Os lipidios obtidos
a partir das microalgas sao classificados em dois tipos de acordo com seus
respectivos numeros de carbono: acidos graxos contendo entre 14 e 20 carbonos, e
PUFAs com mais de 20 carbonos. Tanto a velocidade de producé&o quanto o teor de
lipidios da biomassa devem ser examinados em simultdneo para garantir uma
producédo de lipidios de microalgas mais eficiente (VOLKMAN et al., 1989; ZHUKOVA
& AIZDAICHER, 1995; ROBLES MEDINA et al., 1998).

3.2.1. Extracéo de lipidios

De acordo com Salam et al. (2016), cerca de 10% da biomassa microalgal
constitui-se do material da parede celular das microalgas. A composicao desta parede
celular, assim como a estrutura celular, varia entre as espécies. Para realizar o
processo de fotossintese, as microalgas verdes possuem organelas especiais,
chamadas cloroplastos (organelas semiautonomas). Sao separados do citoplasma por
duas a quatro membranas e o numero de cloroplastos, seu tamanho e formato podem
variar, de acordo com a espécie (KWIETNIEWSKA et al., 2012). Segundo Lourenco
(2006), em quase todos os grupos de algas, o cloroplasto contém um pirendide,
estrutura proteica contendo a enzima RuBisCO, responsavel pela fixacdo do diéxido
de carbono durante o processo de fotossintese.

As microalgas possuem também paredes celulares, cuja funcéo € proteger as
células contra danos fisicos, mecéanicos ou quimicos. A espessura da parede celular
na maioria das vezes € na faixa de 1-10 nm, mas em certas espécies do género
Oscillatoria pode ser ainda de 200 nm. A parede celular de eucariotos situa-se sempre
no lado de fora da membrana celular e € comparavel com a parede celular das células
das plantas. Basicamente, € construida de dois componentes - um componente
fibrilar, formando a estrutura da parede, e um componente amorfo, que forma o
enchimento entre as fibras. O componente fibrilar € na maioria das vezes celulose,
embora possa ser substituido com manano, quitina ou xilano (KWIETNIEWSKA et al.,
2012).

Ha diversos métodos de extracdo que podem ser empregados para obtencao
de lipidios: com agua subcritica, por pulso eletromagnético/diferenca de potencial

elétrico, por fluido supercritico e extracdo via solventes orgéanicos, que pode ser
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assistida por ultrassom ou por micro-ondas. Cada um desses meétodos pode
apresentar vantagens e bons resultados. No entanto, alguns requerem alto
investimento em equipamentos e em manutengéo, demandando elevado consumo de
energia (DU et al., 2015).

No processamento de microalgas para a obtencéo de lipidios, a extracao ocorre
apos as seguintes etapas: a) Cultivo (crescimento das microalgas em meio de cultivo
apropriado), b) Colheita da biomassa microalgal, passando pelas seguintes
operacoes: decantacao/floculagcdo ou centrifugacao, c) Filtracdo, para obtencéo da
biomassa contendo ainda elevado teor de umidade; d) Pré-tratamento da biomassa,
gue pode ser por completa secagem/desidratacdo da biomassa em temperatura
ambiente, ou em estufas, ou por liofilizagdo, seguida de moagem/ trituracéo (reducéo
do tamanho das particulas). Os lipidios podem ser extraidos da biomassa ainda
umida, o que representa significativa economia de tempo de processo e energia
(HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012).

3.2.2. Fatores que afetam a concentracéo de lipidios em microalgas

Autores apontam que a composi¢cdo do meio de cultivo pode influenciar de
forma direta a producéo de lipidios e as concentracbes de diferentes acidos graxos
em microalgas. Com frequéncia, o aumento no acumulo de &cidos graxos é descrito
como consequéncia aos efeitos da limitacdo de nutrientes e do tempo de cultivo
(CHELLAMBOLI & PERUMALSAMY et al., 2014; MATA et al., 2010). Em condi¢bes
onde o crescimento é limitado, é possivel verificar uma queda na divisdo celular, na
taxa fotossintética e na sintese de proteinas. A energia fotossintética é desviada da
divisdo celular para o acumulo de carboidratos e sintese de lipidios, ocorrendo
também um aumento da sintese de enzimas especificas para a absor¢ao de nutrientes
(HU et al., 2008; YEH & CHENG, 2012).

BEN-AMOTZ (1995) relatou o cultivo comercial da alga Dunaliella sp. a fim de
produzir uma grande quantidade de B-caroteno em duas etapas: primeiro, foi feito o
uso de fotobiorreatores com excesso de nitrogénio e baixa salinidade para otimizar a
sintese de biomassa; segundo, reduziu-se a concentracdo de N e usou-se alta
salinidade para otimizar a producdo. Em estudos com microalgas cultivadas sob baixa
concentracdo de nitrogénio, PIORRECK et al. (1984) observaram que o conteudo

lipidico dessas microalgas aumentou, mas a distribuicdo de lipidios e acidos graxos
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nao foi alterada. Em culturas de Chlorella, nas quais a divisao celular cessou devido
a falta de nitrogénio no meio de cultura, o conteudo lipidico das células aumentou de
28% para 70%, coincidente com um decréscimo no contetdo protéico de 30% para
8% (ROUND, 1973).

Estudos envolvendo microalgas observaram que a baixos niveis de nitrogénio
essas algas tém uma tendéncia a sintetizar lipidios neutros e acidos graxos com um
baixo grau de insaturacdo. Ja em altos niveis de nitrogénio, as algas sintetizam
predominantemente lipidios polares como os monoglactosil diacilglicerol, diagalactosil
diacilglicerol, entre outros. A fonte de carbono para o crescimento celular e acimulo
de TAG pode variar, o que resulta na variabilidade da composicéo de acidos graxos
(ALVAREZ E STEINBUCHEL, 2002). A R. toruloides demonstrou acumular mais de
60% de seu peso seco celular como lipidio usando glicose como fonte de carbono
(TCHAKOUTEU et al., 2017).

3.2.3. Aplicagbes

Os lipidios sdo de grande importancia na industria de alimentos, uma vez que
sao fonte majoritaria de energia na dieta e afetam os valores nutricionais,o gosto e a
textura dos alimentos. Na area alimenticia, sdo usados em Oleos de cozinha,
margarinas, manteigas, maioneses, cremes e outros produtos.

Dentre os diversos acidos graxos existentes, destacam-se os poliinsaturados
de cadeia longa, e, em especial, os essenciais, assim denominados por sua
importancia na regulacdo do metabolismo celular, na producdo de energia e no
crescimento, e, principalmente, na prevencdo de diversas doencas do sistema
neuroldgico e cardiovascular. O metabolismo humano é incapaz de produzir os acidos
graxos insaturados das familias w-3 e w-6, que, por serem indispensaveis a saude,
devem ser ingeridos através dos alimentos. Essas duas familias de acidos graxos sao
representadas, respectivamente, pelos seguintes &acidos essenciais: o acido a-
linolénico (C18:3) e o acido linoléico (C18:2). A ingestéo equilibrada de acidos graxos
essenciais previne reacdes inflamatérias, combate a depressao e o mal de Alzheimer,
bem como a esclerose multipla amiotréfica, protege o cérebro e a visédo, dentre muitos
outros beneficios (SOUZA; MATSUSHITA; VISENTAINER, 2012).

EPA e DHA sao conhecidos por regular a coagulacdo, o metabolismo das

lipoproteinas, a pressdo sanguinea e as func¢des endoteliais e plaquetérias. Em
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particular, os PUFAs séo importantes para o crescimento e desempenho da retina,
cérebro, tecidos reprodutivos e para a saude cardiovascular (BHAKUNI E RAWAT,
2005, HORROCKS E YEO, 1999). Além disso, eles tém um efeito antiproliferativo em
culturas de células epiteliais e broncopulmonares (MOREAU et al., 2006), causam
supressdo mieloide induzida por chumbo (QUEIROZ et al.,, 2003) e melhoram a
glicogénese em camundongos diabéticos (CHERNG E SHIH, 2006).

As microalgas ja sdo reconhecidas como fontes potencialmente boas para a
producdo de biocombustiveis devido ao seu alto teor de 6leo e rapida producéo de
biomassa. Além disso, pesquisadores e empresarios tém reconhecido vantagens no
uso de algas, como:

e as algas apresentam um potencial de producdo de 5000-15000
galbes/acre/ano de cultivo segundo Mohammadi e Aliabadi (2013);

e ndo competem com a agricultura tradicional, uma vez que nao sao alimentos
e podem ser cultivados em grandes lagos abertos ou em fotobiorreatores fechados;

e podem crescer em uma ampla variedade de condigdes climaticas e de agua;

e podem ser processados em um amplo espectro de produtos.

Existem varias maneiras de converter biomassa microalgal em fontes de
energia, que podem ser classificadas em conversdo bioquimica, reacdo quimica,
combustdo direta e conversao termoquimica. Assim, as microalgas podem fornecer

matéria-prima para combustiveis liquidos renovaveis, como biodiesel e bioetanol.

3.3.Carotenoides

Semelhantemente ao que ocorre em outros organismos, cada classe de
microalgas apresenta sua propria combinacdo de pigmentos e, consequentemente,
coloracao distinta. Os trés principais grupos de pigmentos encontrados na biomassa
microalgal sdo as clorofilas, os carotenoides e as ficobilinas (ficobiliproteinas)
(ABALDE et al., 1995).

Carotenoides sao isoprenoides lipofilicos sintetizados pelos microrganismos
fotossintéticos, por algumas bactérias nao-fotossintéticas e fungos. Duas classes de
carotenoides sdo encontradas na natureza: os carotenos, tais como [3-caroteno, e as
xantofilas como a luteina, astaxantina, violaxantina, neoxantina e zeaxantina
(VALDUGA et al., 2009). Os carotenos, formados exclusivamente por hidrocarbonos,

sdo precursores de vitamina A. Ja as xantofilas sdo substancias derivadas dos
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carotenos e possuem atomos de oxigénio em suas moléculas (CARNEIRO, 2013).
Dos mais de 750 carotenoides conhecidos (BRITTON et al., 2004), apenas 50 sao
precursores de vitamina A. Destes, o 3-caroteno é o mais abundante nos alimentos e
0 que apresenta maior capacidade de sintese dessa vitamina (AMBROSIO et al.,
2006). Segundo Varela et al. (2015) e Nisar et al. (2015), a maior parte dos
carotenoides sdo encontrados nas membranas tilacoides, localizadas no interior dos
cloroplastos das plantas e presentes nas cianobactérias. Assim, alguns dos
carotenoides exercem func¢des importantes na fotossintese. A figura 4 mostra as

estruturas quimicas do B-caroteno (caroteno), luteina e astaxantina (xantofilas).
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Figura 4 — Exemplos de estruturas de carotenoides.
Fonte: Adaptada Mesquita et al. (2017)

As moléculas de carotenoides absorvem luz com comprimentos de onda na
faixa de 430-480 nm do espectro visivel. Portanto, sdo responsaveis pelas cores
amarela, vermelha e laranja das frutas, vegetais e alguns animais aquaticos. A cor dos
carotenoides depende da quantidade de insaturacdo presente em sua cadeia de
carbono. Para que a cor amarela apareca sdo necessarias, no minimo, sete duplas
ligacbes conjugadas. A medida que o nimero de ligacdes aumenta mais avermelhado

0s carotenoides se tornam. Aqueles com menos de sete ligagbes sao incolores
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(RIBEIRO; SERAVALLI, 2004; CARNEIRO, 2013). O quadro 4 mostra exemplos de

carotenoides encontrados e exemplos de fontes produtoras.

Quadro 4 - Exemplos de carotenoides encontrados na natureza, coloracdes e fontes produtoras.

Carotenoide Coloracéo Exemplos de fontes produtoras
Luteina Amarela Chlorella sorokiniana (microalga)
Zeaxantina Amarela Dunaliella salina (microalga)
Laranja Milho verde
B-caroteno Laranja Rhodotorula rubra (levedura)
Bixina Laranja Bixa orellana (urucum)
Norbixina Laranja Bixa orellana (urucum)
Cantaxantina Laranja Haematococcus pluvialis (microalga)
Vermelha Rhodococcus maris (bactéria)
Astaxantina Vermelha Xanthophyllomyces dendrorhous (levedura)
Chlorella zofingiensis (microalga)

Fonte: Adaptada de Mesquita et al. (2017).

Os carotenoides atuam como fotoprotetores e como pigmentos fotossintéticos
secundarios. Cada espécie de microalga pode conter entre 5 e 10 tipos de
aproximadamente 60 diferentes carotenoides presentes nas células de microalgas.
Diversas espécies podem acumular grande concentracdo de betacaroteno,
astaxantina ou cantaxantina, os quais tém uma ampla aplicacdo como corantes
naturais e como antioxidantes combatendo a formacdo de radicais livres e
consequentemente, prevenir doencas degenerativas e funcionando como agentes
antitumorais e estimulantes do sistema imunolégico (OROSA et al.,1997; BAKER;
GUNTER, 2004; PULZ; GROSS, 2004). Como a geracdo de radicais livres no
organismo constitui uma acao fisioldgica continua, quando a producéo é elevada, eles
se acumulam causando o chamado “estresse oxidativo” que pode lesar as células se
esse acumulo for mantido no organismo por periodo prolongado (CARNEIRO, 2013).
Eles podem induzir o desenvolvimento de varias doencas, como cardiopatias,
catarata, artrite reumatoide, Alzheimer, diabetes entre outras (SHAMI, 2004). Para se
defender dos radicais livres, o organismo utiliza os antioxidantes endégenos como a
enzima superoxido dismutase, ou 0s exdgenos, como 0s carotenoides obtidos atraves
da alimentacdo (MACHADO et al., 2006; LIMA et al., 2012; CARNEIRO, 2013).

Devido a vasta distribuicdo, diversidade estrutural e inUmeras funcgdes, os

carotenoides constituem um dos mais importantes grupos de pigmentantes naturais.
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Comparados aos corantes sintéticos, sdo mais resistentes a presenca de acido
ascorbico, ao calor, aos processos de congelamento e apresentam eficiéncia mesmo

guando aplicados nos alimentos em pequenas quantidades (SKULBERG, 2004).

3.3.1. Extracédo de carotenoides

Os carotenoides disponiveis no mercado podem ser obtidos por sintese
quimica, extracao a partir de fontes vegetais e até mesmo por rota biotecnologica
como € o caso das microalgas. Os carotenoides de origem quimica sdo compostos
majoritariamente da forma trans, enquanto os de origem natural normalmente sao
compostos por uma mistura complexa de varios isdbmeros com outros compostos
bioativos. Os carotenoides a partir de vegetais depende de fatores como a variagcao
climatica, além da necessidade de uma grande &rea para plantio. Ja os produzidos a
partir de rotas biotecnoldgicas necessitam de pequenas areas para producéo, sao
independentes de estacdes do ano e composicao do solo, e possuem maior facilidade
de controle das condi¢des de cultivo a fim de garantir maior produtividade. A producgéo
pode ser originada de bactérias, algas e leveduras.

Extracdo é uma operacdo unitaria com o objetivo de separar determinados
compostos de uma matriz, sélida ou liquida, através de processos quimicos, fisicos
ou mecanicos (PRADO et al., 2014). Algumas das técnicas mais usuais sado a extracao
por solventes organicos e a destilacdo. Como o0s carotenoides apresentam
degradacdo térmica e alta massa molar, ndo € possivel extrai-los por destilacéo.
Dessa forma, a extracdo utilizando solventes organicos € a mais usual.

A extracdo por solventes organicos se baseia no principio da difusdo do
solvente para a matriz, assim solubilizando os compostos de interesse, no caso 0s
carotenoides. Esse processo € normalmente acompanhado da aplicacdo de calor e
agitacdo. No caso das microalgas, o solvente precisa entrar na célula, e para isso é
necessario passar pela membrana celular. A escolha do solvente adequado € vital
para promover uma extracao eficiente, pois além de determinar o grau de afinidade
com o0 composto a ser extraido, ird promover determinada ruptura na parede da célula
(HENRIQUES et al., 2007). Entre os solventes utilizados nessa extragdao, podemos
citar os seguintes: hexano, acetona, etanol, metanol, éter de petroleo, éter dietilico,
entre outros (PRADO et al., 2014). Quando o poder de ruptura celular do solvente néo

é suficiente, que pode ser intencional para evitar danos aos compostos que serao
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extraidos, pode-se aplicar longos periodos de extracdo ou entdo uma tecnologia em

paralelo, para ajudar a aumentar o rendimento de extracdo (HENRIQUES et al., 2007).

3.3.2. Fatores que afetam a concentracdo de carotenoides em
microalgas

Os carotenoides também podem se distinguir entre primario e secundario.
Primarios, como B-caroteno e luteina, sdo componentes funcionais e estruturais da
fotossintese e participam diretamente na fotossintese. Portanto, tém a funcdo de
captar a luz solar e proteger o sistema fotossintético da oxidacdo. Carotenoides
secundarios sdo sintetizados por cloroplastos e se acumulam no citoplasma.
Dependendo das condicGes de cultivo e do ambiente, como luz, pH, temperatura,
disponibilidade de nutrientes, concentracdo de sal, etc., esse tipo de carotenoide pode
ser induzido a produzir maiores rendimentos. Portanto, sua funcéo é filtrar a luz solar
para proteger as células. Devido a imprevisibilidade das enzimas no metabolismo das
microalgas, € dificil prever as condicdes para a producdo de carotenoides primarios
e/ou secundarios (KIM, 2015).

O tipo e a quantidade de carotenoides presentes em determinada planta
dependem de varias variaveis, que vao desde fatores pré e pds-colheita, até genotipo,
grau de amadurecimento, método de cultivo, condi¢des climaticas e processamento.
Ainda, diferentes partes de uma planta podem conter diferentes tipos de carotenoides
(SAINI et al., 2015). Normalmente, o grau de amadurecimento tem efeito positivo na
concentracdo de carotenoides, isto €, quanto mais a fruta estiver madura, maior sera
a quantidade. Mesmo apos ser colhido, a concentracdo pode aumentar, pois 0s
carotenoides podem continuar a ser sintetizados (FENNEMA, 2007).

Com relacdo ao processamento, tanto processos térmicos (secagem por
aguecimento), como nao térmicos (alta presséo, aplicacéo de campo elétrico pulsado,
secagem por ultrassom) podem degradar significativamente o nivel de carotenoides
em frutas, vegetais e microalgas (SAINI et al., 2015). Para a maioria dos vegetais, o
processo de secagem pode provocar uma perda de 10 a 20 % de carotenoides (SAINI
et al., 2014). Além disso, processos térmicos podem causar mudancga nos isdmeros
dos carotenoides. Segundo Colle et al. (2015), por exemplo, ocorre a isomerizagao de
trans para cis do B-caroteno e da luteina conforme € aplicada temperatura, sendo

prejudicial, pois isdbmeros cis apresentam atividade provitamina menos potente do que
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os isdmeros trans. O grau de degradacdo que processos térmicos impde € maior do
gue em processos hao térmicos. No entanto, a maioria das industrias alimenticias
preferem usar processos térmicos a processos mais avancados, uma vez que 0S
ultimos séo caros e de dificil operacdo. No futuro, processos néo térmicos tais como
alta pressdo e campo elétrico podem desempenhar um papel muito importante na
preservacdo dos componentes bioativos dos alimentos, incluindo os carotenoides
(SAINI et al., 2015).

3.3.3. Aplicacdes

Por muitos anos, a industria de alimentos tem adotado o uso de corantes
artificiais com o objetivo de intensificar a cor dos produtos processados, melhorando
assim sua aparéncia. Entretanto, a ingestao dessas substancias tem sido associada
a efeitos nocivos como: hiperatividade, citoxicidade, genotoxicidade e ansiedade.
Esse cenario tem impulsionado o mercado consumidor a escolher produtos a base de
corantes naturais. No grupo dos carotenoides, os mais usados para colorir produtos
alimenticios sdo: astaxantina, cantaxantina, 3-caroteno, licopeno, bixina e norbixina.

Na avicultura e aquicultura, os carotenoides tém sido usados como aditivos na
alimentacéo de aves, com o objetivo de prover coloracao as gemas dos ovos. Os mais
usados sao as xantofilas, pois séo absorvidos e acumulados no organismo. Diversos
frutos do mar com alto valor de mercado, como camaréo, lagosta, lagostim, truta e
salmdo possuem carne com coloracdo que varia de laranja a vermelho devido a
presenca de carotenoides que sao incorporados ao longo da cadeia alimentar.
Quando peixes e crustaceos sédo criados em cativeiro para consumo humano, é
necessaria a adicdo de carotenoides em sua alimentacdo, a fim de intensificar a
coloracdo da carne. Os principais carotenoides empregados s&o: astaxantina,
cantaxantina e a mistura desses dois pigmentos.

Na industria farmacéutica, nutracéutica e cosmecéutica, 0s carotenoides
também se mostram benéficos na prevencao de doencas cardiovasculares, diabetes,
disturbios de visdo, cancer (cOlon, esofagico, bucal, faringe e laringe), distlrbios
neurolégicos e doencas imunoldgicas. O B-caroteno também tem sido usado como
intensificador e prolongador do bronzeado, devido ao seu acumulo no tecido
hipodérmico que confere coloracdo dourada bronzeada a pele. Xantofilas, como a

luteina, se acumulam na macula lutea, protegendo os olhos contra a catarata e a
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degeneracdo macular relacionadas a idade. Efeito similar foi relatado para a
zeaxantina que também previne contra a degeneracdo macular. Alguns estudos
indicam que a administracdo oral de luteina e zeaxantina é capaz de proteger a pele
contra efeitos da radiacédo UVB.

4. METODOLOGIA

O presente trabalho se baseou na coleta de dados por meio de pesquisas
bibliograficas e online. Foi realizado o levantamento bibliografico com a sele¢cédo de
dissertacdes e artigos escritos a partir de 2015 que apresentam o tema de microalgas
para a producdo de lipidios e/ou carotenoides, usando as palavras chaves:
“microalgae”, “lipids” e “carotenoids” no portal de periddicos CAPES.

Em seguida, realizou-se a primeira leitura exploratoria de todo o material
selecionado, que objetivava verificar se a obra consultada era de interesse para o
trabalho. Determinados os materiais pertinentes ao tema desenvolvido, foi efetuada a
leitura seletiva, com o intuito de aprofundar e coletar informagdes relevantes.
Posteriormente, fez-se o registro das informacgfes extraidas das fontes como: ano,
autores, microalgas utilizadas, métodos, resultados e conclusdes.

Apos isso, foi feita uma leitura analitica com a finalidade de organizar e
condensar as informagdes coletadas. Por fim, as informagbes foram analisadas,

discutidas para a escrita do material tedrico relativo & tematica do estudo.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A producao simultanea de carotenoides e lipidios por microalgas tem sido foco
de muitos estudos, principalmente para viabilizar economicamente processos obtendo
produtos de grande interesse no mercado. No entanto, sob diferentes condi¢cbes de
cultivo, sao vistos resultados distintos relacionados a rendimento e ao comportamento
desses microrganismos. A maquinaria de acumulacao de lipidios e carotenoides pode
ser desencadeada por condicdes de estresse, como limitacdo de nutrientes ou
exposicdo a fatores fisicos. Ao mesmo tempo, condi¢cdes estressantes geralmente
afetam adversamente o crescimento de microalgas e causam danos oxidativos as

células, o que pode eventualmente reduzir o rendimento dos produtos desejados.
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Estratégias de cultivo em dois estagios e suplementacdo de agentes promotores tém
sido tradicionalmente utilizadas para viabilizar tais casos.

Levando em consideracdo a relevancia dos métodos para otimizar esses
processos, 0 quadro 5 retne algumas espécies de microalgas em estudos atuais, a

guantidade de carotenoides e lipidios produzidos por cada uma delas e a principal

estratégia de cultivo utilizada.

Quadro 5 - Producéo de carotenoides e lipidios de acordo com microalga e cultivo utilizada.

Artigo Estratégia de Carotenoides Lipidios Referéncia
cultivo
Concurrent production of Diferentes
carotenoids and lipid by a suplementacg@es de | 13,40 mg/g de 263.3 ma/ Chen et al.,
filamentous microalga nitrogénio e B-Caroteno > Moy 2016
Trentepohlia arborum intensidade de luz
Effect of Supercritical Carbon
Dioxide Extraction Parameters Extracéo ivel-
10XI : X . I ara X ¢ _(; 0,52446 mglg Esquwel
on the Biological Activities and supercritica com de B-Caroteno 32,11 mg/g | Hernandez et
Metabolites Present in Extracts | diéxido de carbono al., 2017
from Arthrospira platensis
Production of carotenoids and CO:2 biolégico a
lipids by Dunaliella tertiolecta partir de 4,74 mg/g de 135 ma/ Chagas et
using COz from beer fermentadores de B-Caroteno 9’9 al., 2015
fermentation cerveja
Production of lutein, and
polyunsaturated fatty acids by Estresse abidtico
the acidophilic eukaryotic por sal ou luz 7,07 mg/g de 487,26 Bermejo et
microalga Coccomyxa ultravioleta luteina mg/g al., 2018
onubensis under abiotic stress
by salt or ultraviolet light
Simultaneous production of
iacylgl I high-val | ianci I .
carotanoics by e astwantin- | s e prvagae ds | +S2MIG%E | o | Luetal,
. y . .p Ag. astaxantina 9’9 2016
producing oleaginous green nitrogénio
microalga Chlorella zofingiensis
Fonte: Préprio autor.
Algumas das relacbes apresentadas nos artigos e informacdes

complementares da literatura estdo reunidas na figura 5, que apresenta etapas de
cultivo em dois estagios. Essa estratégia de cultivo dedica o primeiro estagio com

condicdes otimas de crescimento para obter a produ¢cdo méaxima de biomassa, por
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exemplo, enquanto reserva o0 segundo processo para o acumulo de lipidios ou

carotenoides sob varias condicdes de estresse.

Estratégia de cultivo em dois estagios

Limitacao do Nitrogénio Limitagcao do Fosfato
o Lipidios
. L|p|d|0_5d TR TTREER B-caroteno Biomassa
arotenoides Astaxantina
Fase 1: Alto nitrogénio -> Alta biomassa Fase 1: Alto fosfato -> Alta biomassa
Fase 2: Baixo nitrogénio -> Alta Astaxantina Fase 2: Baixo fosfato -> Alta DHA
Alta incidéncia de luz Alta Temperatura
Lipidios neutros Lipidios polares Biomassa
B-caroteno Luteina Carotenoides PUFAs
Astaxantina Biomassa SFAs
Fase 1: Baixa incidéncia de luz -> Alta biomassa Fase 1: Alta Temperatura -> Alta biomassa
Fase 2: Alta incidéncia de luz -> Alta Astaxantina Fase 2: Baixa Temperatura -> Alta PUFAs
Alta salinidade
Lipidios
B-caroteno Biomassa
Astaxantina

Fase 1: Baixa salinidade -> Alta biomassa
Fase 2: Alta salinidade -> Alta Lipidios

Figura 5 - Efeitos de estresses nutricionais e ambientais na producéo de lipidios e carotenoides em
cultivo de dois estagios.
Fonte: Adaptada de Sun et. al, 2018.

Sob condigbes ambientais extremas, as microalgas sintetizam e produzem
varios metabolitos secundarios para reter sua taxa de crescimento. Em geral, os
lipidios agem como uma bateria de armazenamento de carbono rica em energia que
permite que as células sobrevivam em condi¢cdes ambientais adversas e transitérias
(Hellier et al., 2015). Segundo Hu et al. (2008) e Shi et al. (2017), muitos estudos
mostraram que as condi¢des de estresse aumentaram 0s niveis de espécies reativas
de oxigénio intracelular (ROS), o que por sua vez mudou o fluxo metabdlico de
carbono da gliclise para a via da pentose fosfato oxidativa e subsequentemente,
resultou no acumulo excessivo de equivalentes intracelulares de reducdo excessiva,

como NADPH. Para proteger as células de microalgas dos equivalentes de reducao
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excessivos produzidos sob estresse, lipidios, ao invés de proteinas ou carboidratos,
foram acumulados em grandes quantidades devido as maiores demandas de NADPH.
No entanto, altos niveis de ROS também podem causar danos a macromoléculas
biologicas, como DNA, lipidios e proteinas (RUENWAI et al., 2011). Para combater
esse perigo, as microalgas sintetizam quantidades adicionais de carotenoides para
eliminar ROS sob condi¢des de estresse.

Os carotenoides podem formar uma camada protetora para prevenir os radicais
reativos e a peroxidacdo lipidica. Além disso, sdo importantes para manter a
funcionalidade do aparato fotossintético e a integridade das membranas, o que é
essencial para a sobrevivéncia celular. Os carotenoides podem ser divididos em
classes primarias e secundarias. Carotenoides primarios sdo metabdlitos acoplados
ao crescimento localizados nas membranas mitocondriais e cloroplastos que sofrem
degradacédo sob estresse. Entre os carotenoides primarios, a luteina é particularmente
proeminente, pois atua para manter a integridade da membrana e protege as células
sob muitas condicdes de estresse (SANCHEZ et al., 2008). Em contraste, os
carotenoides secundarios podem ser produzidos sob condi¢cdes de estresse. A
astaxantina € considerada um carotenoide secundario tipico e esta presente em
corpos lipidicos citoplasmaticos fora dos cloroplastos (LEMOINE E SCHOEFS, 2010).
Os carotenoides primarios, como a luteina, sdo degradados sob estresse, enquanto
0s carotenoides secundarios permanecem praticamente inalterados (DEL CAMPO et
al., 2000). No entanto, varios carotenoides primarios, como o 3-caroteno, também se
acumulam em condicbes de estresse e atuam como metabdlitos secundarios
(HERMAWAN et al., 2018).

Existem muitas ligacdes inseparaveis entre a producdo de lipidios e de
carotenoides. Em primeiro lugar, suas vias de biossintese compartilham o mesmo
substrato precursor, acetil-CoA. Em segundo lugar, a eliminagdo de ROS da
peroxidacao lipidica é uma caracteristica importante dos carotenoides. Por ultimo, os
carotenoides sao toxicos para a célula, portanto, as goticulas de lipidios podem atuar
como "depositos” para os carotenoides (MA et al., 2018).

De acordo com os artigos lidos, a maior produgéo simultanea de carotenoides
e lipidios foi obtida a partir da microalga Coccomyxa onubensis e da microalga
Trentepohlia arborum. Ainda que essas microalgas produzam diferentes carotenoides,
ambas aplicaram condi¢cOes de estresse relacionadas a variacao na intensidade de

luz.
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A Coccomyxa onubensis € uma microalga eucariética isolada de um ambiente
acido. Microalgas extremofilicas podem lidar com extremos de pH, temperatura,
presséo, intensidade de luz, radiagdao UV (UVR), alta concentragdo de CO2 ou
salinidade. A Dunaliella sp., por exemplo, é isolada de corpos d'agua de alta salinidade
com concentracao de NaCl superior a 3M e a Arthrospira (Spirulina platensis) floresce
em lagos alcalinos com pH alto, na faixa de 9 a 11. Microalgas poliextremofilicas
podem prosperar em ambientes com mais de um fator de estresse.

O efeito toxico do sal em microalgas eucaridticas pode ser atribuido a perda de
agua, desequilibrio id6nico, superproducdo de espécies reativas de oxigénio ou
inativacdo enzimatica. No entanto, a C. onubensis pode ser usada para a producao
de luteina usando um processo de duas etapas. Na primeira etapa, a cultura de células
contendo 100 mM de sal foi utilizada para produzir biomassa da microalga e na
segunda etapa, o sal 500 mM foi adicionado a cultura para induzir o acumulo de luteina
nas células. Estratégias semelhantes tém sido usadas com outras microalgas.

De acordo com Bermejo et al. (2018), a adicdo de NaCl (100 mM) a cultura de
C. onubensis aumentou significativamente a taxa de crescimento e a produtividade da
biomassa, devendo-se provavelmente a uma melhora na atividade fotossintética das
células. O estresse salino produz alteracdes no metabolismo das microalgas, que por
sua vez resulta no acumulo de metabdlitos osmorreguladores e no controle da troca
ibnica através da membrana celular. Sob estresse de alta salinidade, a producédo de
lipidios também aumentou, enquanto o teor de proteina e amido diminuiu. Foi
descoberto que a ACCase (a enzima chave da sintese de lipidios) foi regulada
positivamente e a AGPase (a enzima principal da sintese de amido) foi regulada
negativamente. Além disso, os niveis de mMRNA das principais enzimas envolvidas na
degradacédo do amido foram fortemente reguladas positivamente, que provou ainda
gue a salinidade induziu a conversao de amido em lipidios. O estresse salino ainda
induziu a geracdo de ROS, que pode aumentar a atividade da enzima ACCase e
regular a autofagia celular (GOODSON et al., 2011).

Quando as células de C. onubensis foram cultivadas sob iluminag&o continua
com luzes PAR+UVA, a taxa de crescimento e a produtividade da biomassa
aumentaram em comparagdo com uma cultura controle. Por outro lado, quando as
culturas de microalgas foram iluminadas com luz PAR suplementada com radiacdes
UVB, foi observada uma inibicao significativa do crescimento celular e da atividade

fotossintética. Alguns autores apontam que essa toxicidade pode levar a geracao de


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fbioe.2020.00610/full#B20

44

radicais de oxigénio em excesso, que por sua vez danificam proteinas e/ou o DNA.
UVB é téxico para células microalgais, sendo indicado por uma reducéo no conteudo
de clorofila intracelular.

Os carotenoides desempenham um papel importante na fotossintese em
termos de transferéncia de energia como pigmentos acessorios, principalmente
quando o conteudo de clorofilas intracelulares é baixo. Os carotenos possuem
atividade antioxidante e protegem o aparato fotossintético contra danos foto-
oxidativos. Ao mesmo tempo, a UVR (luz ultravioleta) induz mudancas metabdlicas
nas microalgas, o que altera a composicao da biomassa e aumenta a fracao lipidica.

O teor de lipidios totais para T. arborum com diferentes niveis de suprimento
de nitrogénio sob baixa e alta intensidade de luz foi analisado e, independentemente
da intensidade de luz considerada, quanto menor o suplemento de nitrogénio, maior
o teor de lipidios totais foram produzidos. Embora tanto a deficiéncia de nitrogénio
guanto a luz forte possam promover o acumulo de lipidios em T. arborum, ndo houve
efeito combinado no acumulo de lipidios em resposta ao duplo estresse de alta luz e
deficiéncia de nitrogénio. O acumulo de lipidios em T. arborum foi provavelmente mais
sensivel ao estresse de fome de nitrogénio do que a forte irradiancia de luz.

Triacilglicerol (TAG) foi a fracdo predominante em lipidios de culturas —N (sob
deficiéncia de nitrogénio). As proporcdes de TAG entre os lipidios totais aumentaram
3,5 vezes e 10,5 vezes conforme o nitrogénio foi reduzido. O aumento geral em TAG
sob deficiéncia de nitrogénio é provavelmente devido a expressao de biossintese de
acidos graxos, além da conversdo de lipidios polares, sendo fosfolipidios e
glicolipidios (PLs e GLs), em TAG desencadeada pela privacéo de nitrogénio, que foi
relatada em outras algas verdes (RECHT et al., 2014 , XIA et al., 2015). Ja o conteudo
volumétrico de carotenoides nas células aumentou mais rapidamente em cada nivel
de nitrogénio com alta luz do que se submetido a baixas intensidades de luz. O
declinio do teor de clorofila € uma resposta geral a deficiéncia de nitrogénio em algas
verdes (XIA et al., 2015, IKARAN et al., 2015), uma vez que 0 nitrogénio € um
elemento importante nas moléculas de clorofila e a indisponibilidade desse nutriente
pode impedir a sintese de clorofila.

A Chlorella zofingiensis foi submetida a quatro condi¢cdes de cultivo: a condicao
de crescimento regular com pouca luz (LL) e trés condi¢cbes de estresse de privacao
de nitrogénio (ND), alta luz (HL), e a combinacdo de ND e HL (ND + HL). Os resultados

comparativos revelaram que o TAG e a astaxantina foram induzidos por condi¢des de
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estresse e se acumularam de forma bem correlacionada. Examinando o crescimento
e a morfologia de C. zofingiensis em resposta a LL e HL em condi¢cdes de N-repleto e
N-depletado, viu-se que, independentemente da intensidade da luz, C. zofingiensis
cresceu muito mais rapido em condicdes repletas de N do que em condi¢Bes de
deplecdo de N. Geralmente, Chlorella executa fotossintese proporcionalmente a
intensidade da luz e torna-se saturada quando a intensidade da luz atinge um limite,
acima do qual a fotossintese das algas pode sofrer fotoinibi¢cdo levando a um fenotipo
de crescimento prejudicado (LIU E CHEN, 2014).

A privacéo de nitrogénio foi capaz de aumentar o conteudo intracelular de TAG
e astaxantina, mas as custas da producdo de biomassa. Este conflito pode ser
parcialmente resolvido pelo emprego de um par de estratégia de limitacdo de
nitrogénio com um sistema de cultura semicontinuo. A limitagdo de nitrogénio fornece
uma solucdo de compromisso para o crescimento celular e acimulo de compostos de
armazenamento (GRIFFITHS et al., 2014), enquanto a cultura semicontinua permite
a producdo relativamente estavel.

Baixos niveis de nitrogénio reduzem a competicdo pelo carbono, que é
necessario para a sintese de carotenoides e proteinas, uma vez que apenas 0S
altimos requerem nitrogénio. Outra possivel razdo pode ser a degradacdo de
compostos nitrogenados, como clorofila e proteinas, que podem fornecer carbono ou
energia para o acumulo de lipidios (LIU T. et al., 2016). Além disso, foi relatado que a
deficiéncia de nitrogénio pode regular positivamente a diacilglicerol aciltransferase
(DGAT), que catalisa a ultima etapa da montagem de TAG em muitas espécies de
microalgas (LI-BEISSON et al., 2015).

No estudo de Chagas et al. (2015), foi avaliado o efeito do cultivo da microalga
Dunaliella tertiolecta usando CO2 da fermentac&o na producdo de biomassa rica em
lipidios e carotenoides. Foi utilizado um sistema integrado de fotobiorreatores de
microalgas e fermentadores de levedura, fornecendo assim CO:2 biolégico
continuamente para a cultura de microalgas. Em todas as culturas de microalgas
enriquecidas com CO:2 da fermentacdo YPD (meio de cultura levedura-peptona-
dextrose modificado médio), maiores biomassas, concentragdo de carotenoides e
consumo de nitrogénio mais rapido foram observados em relagdo aos controles. A
produtividade de carotenoides de culturas de microalgas aumentou a medida que a
producédo de CO2 das fermentacgOes de levedura comegou mais cedo. As culturas

enriquecidas com CO2 também apresentaram maior teor de lipidios. No entanto, as
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razdes para as diferencas no perfil de acimulo de amido e lipidios e na formacéo de
carboidratos na parede celular seriam especificas da cepa e ainda néo sao claras.

Ja por meio da extracdo supercritica com didéxido de carbono (SFE-CO2)
combinado com variacdes de presséo (P), temperatura (T), co-solvente (CX), extragéo
estatica (SX), dispersante (Di) e extracédo dinamica (DX) com a Arthrospira platensis,
foi possivel observar resultados mais relacionados a extracdo. A extracao nos niveis
mais altos de presséo, tempo e co-solvente deu eficiéncia méxima em relacdo ao
rendimento total de extragdo. Ao trabalhar em condi¢des supercriticas, o rendimento
aumentou com a adicdo do co-solvente, pois 0s compostos extraidos possuiram
polaridades diferentes e, portanto, o processo tornou-se menos seletivo. Em geral, o
co-solvente (ou seja, etanol) foi o fator mais significativo em todas as respostas, pois
aumentou a polaridade do CO:2 e permitiu a extragdo de maiores quantidades dos
compostos. Além disso, o etanol e o CO2 oferecem vantagens adicionais, como
solventes baratos e ecologicamente corretos, podendo ser reutilizados no caso do
dioxido de carbono.

Todos esses trabalhos buscaram entender os impactos de diferentes condi¢des
no cultivo de microalgas para a obtencéo de lipidios e carotenoides, mas é importante
salientar que as conclusdes foram descritas com base em investigacfes em escala de
laboratorio e s6 foram comprovados em espécies de microalgas minoritarias. Ensaios
em larga escala e estudos de viabilidade econbmica dessas estratégias ainda sao
necessarios e, ao mudar da unidade de producdo do laboratério para uma grande
escala, existem algumas variaveis relevantes, incluindo fotobiorreator de grande
escala, disponibilidade de dioxido de carbono, fornecimento de energia, bem como a
disponibilidade de nutrientes. O progresso de tecnologias inovadoras oferecera mais
chances de desvendar ainda mais 0s processos e reacdes celulares, o que pode
oferecer orientacdo para a produg&o microbiana de lipidios e carotenoides em escala

industrial.

6. CONCLUSAO

Cada espécie de microalga tem diferentes condi¢des 6timas de estresse para
uma melhor producdo dos metabdlitos desejados. No total, a estratégia baseada no
estresse € a maneira mais eficaz de aumentar a producao de lipidios ou carotenoides

em microalgas, embora iSso possa inibir o crescimento celular e induzir danos
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oxidativos, aliado a uma producédo em dois estagios, em que o primeiro tem o proposito
do crescimento da biomassa e 0 segundo a inducéo da producao de carotenoides e
lipidios.

Os principais mecanismos celulares que influenciam o crescimento celular e a
producdo de moléculas valiosas ainda precisam ser esclarecidos. Nos ultimos anos,
estudos vém sendo feitos explorando elementos que impactam no crescimento da
biomassa, levando em consideragéo, por exemplo, os tipos de cultivo e disponibilidade
de nutrientes, mas também € necessario identificar os principais genes reguladores
gue sao ativados sob condi¢cdes de estresse.

A partir desses resultados sera cada vez mais possivel viabilizar
economicamente a producdo, uma vez que o uso de carotenoides e lipidios vem
crescendo globalmente, sendo utilizados em inddstrias alimenticia, cosmética, racao

animal e farmacéutica.
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