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Efeito de fontes de carbono no crescimento e na composi¢cao bioquimica das
microalgas Chaetoceros muelleri e Thalassiosira fluviatilis, com énfase no teor
de acidos graxos poliinsaturados.

RESUMO

Para investigar o efeito de distintas fontes de carbono no crescimento e na composigao
bioquimica de microalgas Chaetoceros muelleri Lemmerman e Thalassiosira fluviatilis
Husted (diatomaceas marinhas), foram desenvolvidos cultivos experimentais com estas
espécies. Os fatores avaliados foram a resposta das microalgas, nas fases exponencial
e estacionaria da curva de crescimento, quando cultivadas com ar atmosférico (controle
— cultivo fotoautotréfico) ou com fontes suplementares de carbono (glicose, acetato —
cultivo mixotrofico ou com CO;). Os parametros de crescimento analisados foram a
densidade celular maxima alcangada, o tempo de cultivo e a velocidade de
crescimento. Quanto a composi¢cao bioquimica, foi analisada a produtividade
volumétrica das culturas e, na biomassa obtida dos diferentes tratamentos, foi
determinado o conteudo de proteinas hidrossoluveis, carboidratos totais, lipidios totais
e acidos graxos poliinsaturados, em especial o conteudo do acido eicosapentaendico
(EPA) e do acido docosahexaendico (DHA). Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia fatorial (ANOVA com p < 0,05) e quando necessario ao Teste de
Comparacédo de Médias de Tukey (p < 0,05). Quanto a densidade celular maxima, a
microalga C. muelleri apresentou o maior valor quando cultivada com o emprego de
COg,, enquanto as demais fontes suplementares de carbono ndo mostraram diferencas
em relagao ao controle. A espécie T. fluviatilis ndo apresentou diferenca entre as fontes
de carbono em relagado a densidade celular maxima. Quanto ao tempo de cultivo e a
velocidade de crescimento, ambas as espécies nao apresentaram diferencas entre os
fontes de carbono. A microalga C. muelleri apresentou maior biomassa seca e maior
conteudo de carboidratos enquanto que T. fluviatilis apresentou maior conteudo de
proteinas hidrossoluveis, de lipidios, de EPA e de DHA. A biomassa seca, o conteudo
de lipidios, de EPA e de DHA foram maiores na fase estacionaria da curva de
crescimento para ambas as espécies. O conteudo de proteinas hidrossoluveis foi maior
na biomassa de C. muelleri na fase exponencial e na fase estacionaria de T. fluviatilis.
O emprego do CO; resultou numa maior biomassa, num maior conteudo de proteinas
hidrossoluveis e de lipidios para ambas as espécies. O emprego do acetato resultou
numa menor concentracdo de carboidratos. O conteudo de EPA foi superior com o
emprego de todas as fontes suplementares de carbono e a concentragdo de DHA foi
maior nas culturas com acetato e COa,.

Palavras chave: microalgas, Chaetoceros muelleri, Thalassiosira fluviatilis, composi¢cao
bioquimica, acidos graxos poliinsaturados, EPA, DHA.
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Effect of carbon sources on the growth and biochemical composition of the
microalgae Chaetoceros muelleri and Thalassiosira fluviatilis, with emphasis in
the polyunsaturated fatty acids content.

ABSTRACT

To investigate the effect of different carbon sources on growth and biochemical
composition of the microalgae Chaetoceros muelleri Lemmerman and Thalassiosira
fluviatilis Husted (marine diatoms), were developed experimental cultures of these
species. The factors assessed were the response of the species, in the exponential and
stationary phases of the growth curve, when cultured with atmospheric air (control —
photoautotrophic) or with carbon supplementation (glucose, acetate — mixotrophic
culture, or CO,). The growth parameters that were evaluated are maximum cellular
density, time of culture and growth rate. As for the biochemical composition, were
analyzed the volumetric productivity (dry weight) of the cultures and determined the
concentrations of water soluble proteins, total carbohydrates, total lipids and
polyunsaturated fatty acids, specially eicosapentaenoic acid (EPA) and docosaexaenoic
acid (DHA). Data were submitted to factorial analysis of variance (ANOVA, p<0.05) and
when necessary to Tukey’'s Means Comparison Test (p<0.05). The microalgae C.
muelleri presented the highest maximum growth when cultured with CO,, whereas the
other carbon supplements were not different from the control. T. fluviatilis did not
present differences among carbon sources as regards maximum cellular density. As for
time of culture and growth rate neither of the species showed differences among carbon
sources. C. muelleri presented higher biomass and higher carbohydrate content,
whereas T. fluviatilis presented higher water soluble proteins, lipids, EPA and DHA
concentrations. Dry biomass, lipids content, EPA and DHA were higher for both species
in the stationary phase of the growth curve. Water soluble protein content was higher in
C. muelleri biomass during the exponential phase, and during the stationary phase in T.
fluviatilis biomass. CO, supplementation resulted in higher biomass, water soluble
protein and lipids contents for both species. Acetate resulted in lower carbohydrate
concentration. EPA content was higher with all supplementary carbon sources tested,
whereas DHA concentration was higher in the cultures with acetate and CO,
supplementations.

Keywords: microalgae, Chaetoceros muelleri, Thalassiosira fluviatilis, biochemical
composition, polyunsaturated fatty acids, EPA, DHA.



1. INTRODUGAO

O crescente interesse no estudo de microrganismos como microalgas, alguns
fungos (leveduras por exemplo) e bactérias, deve-se a essencial importancia destes
nas diversas cadeias troficas e na possibilidade da aplicagdo comercial em distintas
areas como na nutricdo, saude humana e animal, no tratamento de aguas residuais,
na producdo de energia e na obtencdo de compostos de interesse das industrias
alimentar, quimica e farmacéutica dentre outras (BOROWITZKA, 1993; CERTIK;
SHIMIZU, 1999; KIRK; BEHRENS, 1999; LEMAN, 1997; BRUNO, 2001;
GROBBELLAR, 2004a; RICHMOND, 2004a).

Atualmente as pesquisas em biotecnologia alimentar empregando microalgas
vém ganhando especial atengdo, no entanto, a coleta e o cultivo para utilizacédo na
alimentagdo humana sao realizados ha séculos (RICHMOND, 1988). Segundo o
mesmo autor, povos nativos do Chade, na Africa, e do lago Texcoco (Astecas), no
México, alimentavam-se de produtos feitos com biomassa de Spirulina spp. e, ainda
hoje, os nativos do Chade, em determinadas épocas do ano, dependem quase que
exclusivamente da coleta da biomassa desta microalga para sua alimentagao
(JOURDAN, 1996).

A imensa biodiversidade, e consequente variabilidade na composicao
bioquimica destes microrganismos, aliada ao emprego de melhoramento genético e
ao estabelecimento de tecnologia de cultivo em grande escala vém permitindo que
as microalgas sejam utilizadas em diversas aplicacbes. Neste sentido, cultivos de
microalgas tém sido realizados visando a producédo de biomassa tanto para uso na
elaboracdo de alimentos quanto para a obtencdo de compostos bioativos e
medicinais com alto valor no mercado mundial, os quais podem ser empregados
especialmente no desenvolvimento de alimentos funcionais, por suas propriedades
nutricionais e farmacéuticas (BOROWITZKA, 1999, MOLINA GRIMA et al., 2003).

Determinadas espécies de microalgas s&o cultivadas comercialmente em
alguns paises e, a biomassa produzida, tem sido utilizada como matéria-prima e
como fonte de produtos (extraidos) para aplicagdo na industria de alimentos.
Conforme Pulz e Gross (2004), o mercado de alimentos funcionais utilizando

microalgas em massas, paes, iogurtes e bebidas apresenta rapido desenvolvimento



em paises como Franca, Estados Unidos, China e Tailandia. As principais
microalgas cultivadas comercialmente sao Chlorella spp. e Arthrospira spp. para a
adicdo em alimentos naturais (health food), Dunaliella salina para a obtencdo de
betacaroteno e Haematococcus pluvialis para a obtencédo de astaxantina (BECKER,
2004).

Dentre inumeros compostos, a obtengdo de acidos graxos poliinsaturados a
partir de culturas de microalgas representa uma fonte alternativa de produgéo desta
classe de lipidios, bem como, também proporciona uma série de vantagens quando
comparada com fontes convencionais de obtencdo destas substancias (ROBLES
MEDINA et al., 1998).

Sao diversos os estudos encontrados na literatura visando ao
estabelecimento do efeito das condigbes ambientais (de cultivo) sobre o crescimento
e a composigcdo bioquimica das microalgas, entretanto, existem poucos trabalhos
desenvolvidos com diatomaceas e, nenhuma referéncia foi encontrada em relacéo
as espécies de microalgas nas condi¢des de cultivo (fontes carbono) empregadas no

presente Trabalho.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o crescimento das culturas e a composicdo bioquimica da
biomassa de Chaetoceros muelleri e Thalassiosira fluviatilis, quando cultivadas com

diferentes fontes de carbono.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar os parametros de crescimento em termos da densidade celular
maxima alcangada, do tempo de cultivo e da velocidade de crescimento das
culturas, desenvolvidas com a adigdo de distintas fontes de carbono (didxido de

carbono, glicose ou acetato de sodio);

Determinar, nas fases exponencial e estacionaria da curva de crescimento, a
produtividade das culturas (biomassa seca) e o conteudo de proteinas

hidrossoluveis, carboidratos totais e lipidios totais;

Qualificar e quantificar na fragao lipidica os acidos graxos poliinsaturados,

particularmente os acidos eicosapentaendico e docosahexaendico.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 ALGUMAS CARACTERISTICAS DAS MICROALGAS

O termo microalgas n&o tem valor taxonémico, engloba microrganismos
algais com clorofila a e outros pigmentos fotossintéticos, os quais sao capazes de
realizar a fotossintese oxigénica e, sua caracterizagdo (sistematica) implica na
consideragdo de uma série de critérios (HOEK; MANN; JAHNS, 1995, RAVEN,;
EVERT; EICHHORN, 2001).

Conforme Tomaselli (2004), as microalgas tém sido tradicionalmente
classificadas por diversos critérios como os tipos de pigmentos, a natureza quimica
dos produtos de reserva e pelos constituintes da parede celular. Também, tém sido
considerados outros aspectos como critérios citoldgicos e morfolégicos, tais como a
ocorréncia de células flageladas, a estrutura dos flagelos, os processos de formacéao
do nucleo e da divisdo celular, a presenca e a caracterizacdo de envoltério do
cloroplasto e a possivel conexdo entre o reticulo endoplasmatico e a membrana

nuclear.

Além dos critérios anteriormente relacionados, técnicas de biologia molecular

atualmente tém sido usadas para a classificagdo das microalgas (HU, 2004).

Sob a denominagdo microalgas estdo incluidos organismos com dois tipos

de estrutura celular:

- microalgas que apresentam estrutura celular procariética: com

representantes nas DivisGes Cyanophyta (cianobactérias) e Prochlorophyta;

- microalgas que apresentam estrutura celular eucariética: com
representantes nas  Divisbes Chlorophyta, Euglenophyta, @ Rhodophyta,
Prymnesiophyta (Haptophyta, segundo Teixeira, 2002), Heterokontophyta
(Bacillariophyceae, Chrysophyceae, Xanthophyceae etc.), Cryptophyta e Dinophyta

segundo a classificagdo de Hoek, Mann e Jahns (1995).

Apesar das diferengas estruturais e morfolégicas entre os representantes de
cada divisao, estes sao fisiologicamente similares e apresentam um metabolismo

analogo aquele das plantas (ABALDE et al., 1995).



As microalgas sao principalmente encontradas no meio marinho, em agua
doce e no solo e sao consideradas responsaveis por pelo menos 60% da produgao
primaria da Terra (CHISTI, 2004).

Conforme Arredondo-Vega (1995), as microalgas (produtores primarios)
armazenam energia solar, convertendo-a em energia bioldgica, sendo a biomassa
microalgal a base de inumeras cadeias troficas nos ambientes aquaticos. Os
constituintes deste nivel tréfico sintetizam nova matéria organica a partir de
substratos inorganicos como sais (nutrientes), CO, e agua e, esta energia biolégica
€ utilizada em sua maior parte como alimento pelos organismos que constituem o
segundo nivel trofico (consumidores primarios), dando continuidade as cadeias

alimentares aquaticas.

Nos ambientes aquaticos, as microalgas sdo, ao menos em parte do ciclo de
vida, o alimento principal de animais fitéfagos como algumas espécies de peixes, de
moluscos (filiradores) e de crustaceos, por exemplo. Além disso, todos os
organismos vivos (aquaticos e terrestres) dependem direta ou indiretamente do
oxigénio oriundo da fotossintese realizada pelas microalgas para sua respiragéo
(SHELEF; SOEDER, 1980).

Segundo Borowitzka (1999), as microalgas podem ser cultivadas em diversos
sistemas de cultivo, com volume variando desde poucos litros até bilhdes de litros.
Em geral, os sistemas de producédo sdo pouco sofisticados, uma vez que, muitas
empresas desenvolvem cultivos a céu aberto em tanques com fundo de terra e com
baixo ou nenhum controle dos parametros ambientais. Recentemente, alguns
cultivos tém sido desenvolvidos em equipamentos especificos, denominados
fotobioreatores, nos quais € possivel controlar os parametros ambientais e, isto
implica numa elevada produtividade, a qual viabiliza a produgcdo comercial de
compostos de elevado valor (TREDICI, 2004).

Muitas das substancias sintetizadas e acumuladas pelas microalgas sao
também encontradas nas plantas, as quais evoluiram das algas verdes ou
Chlorophyceae (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001). Entretanto, conforme Cohen
(1986) e Richmond (1990a), a producdo microalgal pode ser justificada por

apresentar diversas vantagens, dentre as quais podem ser destacadas:



- um cultivo de microalgas € um sistema bioldgico eficiente na utilizacdo da
energia solar para a produ¢cdo de matéria organica, sendo que, muitas espécies
crescem mais rapidamente que as plantas terrestres, fato que possibilita maiores

rendimentos de biomassa (maior produtividade);

- sua natureza unicelular assegura uma biomassa com mesma composi¢ao
bioquimica, o que ndo ocorre nas plantas terrestres, que apresentam compostos

localizados em partes especificas: nos frutos, folhas, sementes ou raizes;

- por manipulagédo das condigbes ambientais de cultivo (e. g. luz, temperatura,
nutrientes) muitas espécies podem ser induzidas a sintetizar e acumular altas
concentragcdes de proteinas, carboidratos, lipidios etc. Tais compostos apresentam

um elevado valor comercial, principalmente por serem produtos naturais;

- podem crescer bem em regides com extremas condigbes climaticas. Os
cultivos podem ser desenvolvidos com agua marinha ou de estuarios, a qual néo
pode ser convencionalmente empregada no cultivo de plantas com valor para a
agricultura, ou com agua proveniente de diversos processos de produgéo

(agropecuaria, industrial e dejetos domeésticos, por exemplo);

- 0 ciclo de vida da maioria das microalgas se completa em poucas horas, o

que favorece a selegao de cepas e o melhoramento genético das espécies.

O numero exato de espécies microalgais ainda é desconhecido, atualmente
sdo encontradas citagdes relatando que podem existir entre 200.000 até alguns
milhdes de representantes deste grupo. Tal diversidade também se reflete na
composicao bioquimica e, desta forma, as microalgas sao fonte de uma quantidade
ilimitada de produtos como acidos graxos poliinsaturados, corantes, enzimas etc.
(NORTON; MELKONIAN; ANDERSEN, 1996; PULZ; GROSS, 2004).

Nos oceanos, as Classes Bacillariophyceae (diatomaceas) e Dinophyceae
(dinoflagelados) sao as formas vegetais (sic) mais abundantes e representativas,
tanto em numero de individuos, quanto em espécies (BONECKER; BONECKER,;
BASSANI, 2002). Segundo os mesmos autores, as diatomaceas ocorrem em todos
os ambientes aquaticos: marinho, salobro, ducicola e hipersalino e, sdo encontradas
em aguas tropicais, temperadas e polares, podendo ser plancténicas ou bentdnicas.
Na maior parte do tempo, as células desta Classe se reproduzem por fissdo binaria,

entretanto podem também se reproduzir de maneira sexuada (ou gamética), sendo



oogamica nas diatomaceas céntricas e anisogamica nas penadas, além de, poderem

também, formar esporos de resisténcia.

As diatomaceas se diferenciam da maioria das demais microalgas por sua
parede celular constituida de silica. Conforme Scala e Bowler (2001), sao
responsaveis por 40 % da produgdo primaria marinha. O numero de géneros e
espécies € de aproximadamente 250 e 100.000, respectivamente (NORTON;
MELKONIAN; ANDERSEN, 1996; HOEK; MANN; JAHNS, 1995). Apesar da
abundancia e diversidade, poucas espécies de diatomaceas tém sido empregadas
em aquicultura ou para a produgao biotecnolégica de produtos de interesse
comercial (LEBEAU; ROBERT, 2003).

De acordo com Spinks (1980) citado por Vilchez (1997), a biotecnologia tem
sido definida como a utilizagdo de organismos vivos, sistemas biolégicos ou
processos para 0 beneficio publico e, o uso de microalgas é capital na
biotecnologia, uma vez que, estas apresentam um metabolismo muito ativo e podem
crescer sob condi¢des simples e de baixo custo. Segundo o mesmo autor, o futuro
do processo produtivo por meio do uso de microrganismos e de tecnologia genética

(transgénese, engenharia metabdlica etc.) é praticamente ilimitado.

3.2 ASPECTOS DO CRESCIMENTO MICROALGAL

As respostas aos estimulos ou a mudangas ambientais s&o inerentes a todos
0s organismos vivos. Especificamente nas microalgas, a resposta das células as
condigdes ambientais define os fatores como limitante — reducdo da taxa de
crescimento e/ou de alguma reacgdo bioquimica sem a necessidade de aclimatagéo
celular; ou estressante — implica num desequilibrio metabdlico, o qual demanda
ajustes bioquimicos antes que as células possam estabelecer um novo estado de
crescimento ou biossintese (VONSHAK; TORZILLO, 2004).

Tanto no ambiente natural quanto nos cultivos, o crescimento de uma
populacdo de microalgas é resultado da interagao entre fatores bioldgicos, fisicos e
quimicos (RAVEN, 1988). Os fatores biolégicos estado relacionados as préprias taxas
metabdlicas da espécie cultivada, bem como com a possivel influéncia de outros

organismos sobre o desenvolvimento algal. Quanto aos fatores fisico-quimicos, que



afetam o crescimento das microalgas, séo principalmente reportados estudos sobre
a luz, a temperatura, a salinidade e a disponibilidade de nutrientes (HELLENBUST,
1970; GUILLARD, 1975; EPPLEY, 1977; YONGMANITCHAI; WARD, 1991,
LOURENGCO; MARQUES JUNIOR, 2002).

Segundo Gladue (1991), a maioria das espécies algais é fotoautotrofica, isto
e, através da fotossintese obtém energia da luz para fixar carbono, necessario para
a construcdo de biomassa. Sendo assim, a relacdo entre a sintese de material
organico como reflexo da produgéo fotossintética pode ser expressa principalmente

pelo incremento da populagao algal (BALECH, 1977).

A condicado de luz, a qual deve ser considerada em termos de fotoperiodo
(tempo de exposicédo a luz, ou fotofase), intensidade e qualidade (comprimento de
onda), é de fundamental importancia para as algas (DUBINSKY, 1990; SANCHEZ-
SAAVEDRA; VOLTOLINA, 1994). O fato de que a luz varia tanto no espacgo
(profundidade e latitude) quanto no tempo (diariamente e sazonalmente), implica ser

este um fator condicionador do crescimento fitoplanctonico (DARLEY, 1982).

De toda a radiagdo eletromagnética que incide sobre os organismos
fotossintetizantes somente o espectro visivel, isto €, com comprimento de onda entre
400 e 720 nm (radiagao fotossinteticamente ativa — “PAR”), pode ser absorvido pelos
pigmentos fotossintéticos e usado para a fotossintese (LIPIDIOS; AVISSAR, 1990).
Os pigmentos fotossintetizantes microalgais podem ser classificados em trés grupos:
as clorofilas, os carotendides e as ficobilinas, sendo que, cada um difere em sua
composicao quimica e apresenta diferente capacidade de absorver luz em
determinado comprimento de onda (ROUND, 1983).

Conforme Masojidek, Koblizek e Torzillo (2004), aproximadamente 40% da
energia solar que incide sobre a superficie terrestre (num dia ensolarado) constitui a
“PAR’, representando cerca de 400 W/m? ou 1.800 pmol/m?%s. Uma vez captada
pelos pigmentos fotossintéticos, a energia luminosa é transferida para os centros de

reacao onde sera utilizada para as reagdes fotoquimicas.

Em cultivos fotoautotréficos, a quantidade de energia luminosa recebida pelo

sistema fotossintético ira repercutir na quantidade de carbono que pode ser fixado,



determinando consequentemente a producao de biomassa e a taxa de crescimento
das culturas microalgais (TZOVENIS; DE PAUW; SORGELOOQS, 2003).

Quanto ao fotoperiodo, os trabalhos de Derner et al. (1994) e Derner (1995),
sobre o crescimento de Chaetoceros calcitrans e Thalassiosira fluviatilis, apontam
que a utilizacao do fotoperiodo integral acarretou maior crescimento destas espécies
quando comparado ao emprego de fotoperiodo parcial. Diferentemente, Toro (1989)
reporta que culturas de Chaetoceros gracilis cresceram de maneira similar em
regimes de luz (Light:Darkness — L:D) de 24:0 e 12:12. Todavia, Foy e Gibson
(1993), reportam que em culturas de trés espécies de diatomaceas o crescimento foi
favorecido com o emprego de fotoperiodo integral (24:0). Apesar dos resultados
apresentados e de inumeros outros reportando a vantagem - em relagdo ao
crescimento da populagéo microalgal - do uso de iluminagao das culturas em tempo

integral, existe igual numero de trabalhos discordando destes dados.

Estudos demonstram que a taxa fotossintética apresenta um incremento
proporcional a intensidade luminosa e se nivela em altas intensidades, chegando a
um nivel de saturagdo ou de maxima producéo. Este valor (intensidade luminosa) ao
ser ultrapassado, pode causar uma reducdo da atividade fotossintética devido ao
efeito da inibicdo na producdo de pigmentos, da fotoxidacdo destes pigmentos e

também das enzimas envolvidas no processo fotossintético (BONEY, 1989).

Segundo Peterson et al. (1987), inumeras formulagbes matematicas
empiricas, desde as mais simples até equacdes com uma multiplicidade de fatores,
sdo usadas para descrever a fotossintese como uma funcdo da intensidade, da

qualidade da luz e do fotoperiodo.

Além da influéncia do fotoperiodo e da intensidade, o crescimento de uma
populagcao algal também responde diferentemente quanto ao tipo de luz. Conforme
Abe e Galvao (1991), a diatomacea Cyclotella caspia apresentou maior crescimento
quando iluminada com luz azul, e que, quando submetida a luz vermelha respondeu
com um aumento na concentragao de clorofila a. Também Rivkin (1989), aponta que
a qualidade do espectro luminoso e a irradiacdo causaram distintos efeitos no
crescimento e, especialmente, na composigdo bioquimica das espécies de
microalgas estudadas, principalmente quanto ao teor de proteinas, polissacarideos e

clorofila.
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Da mesma forma, diversos outros aspectos do metabolismo microalgal sao
também influenciados pelas condigbes luminosas. Segundo Gunkel (1970), a
quantidade, qualidade e mobilidade dos pigmentos fotossintéticos, a distribuicdo
horizontal e vertical do fitoplancton nos corpos d’agua e o tamanho e morfologia das
células, dentre outros, estdo correlacionados com as condigdes de luz, seja em

quantidade quanto em qualidade.

As respostas funcionais e estruturais do fitoplancton marinho sdo também
dependentes de outros fatores. Olivera (1993), relata os efeitos da temperatura, da
salinidade e da interacao destes fatores sobre o crescimento de Chaetoceros sp.,
Skeletonema costatum e Thalassiosira fluviatilis, sendo que, estes fatores
ambientais proporcionaram significativas diferencas no crescimento destas

microalgas.

Quanto a nutricdo, para um crescimento 6timo as microalgas tém
necessidade de uma série de nutrientes. Entre as espécies, ocorrem muitas
variagdes relacionadas principalmente a quantidade dos nutrientes no meio. Ainda
assim, estas necessidades nutricionais sdo dependentes de distintas condicbes
ambientais (ABALDE et al., 1995).

Quanto aos macronutrientes, as microalgas requerem C, N, O, H e P, além de
Ca, Mg, S e K. Como micronutrientes, geralmente requerem Fe, Mn, Cu, Mo e Co,
enquanto algumas microalgas também necessitam baixas concentragdes de
vitaminas no meio de cultura (GUILLARD, 1975).

E conhecido que certas microalgas tém necessidades especificas. Como
reporta Uribe (1989), para o cultivo das diatomaceas é indispensavel o aporte de
silica. Assimilada como acido silicico, este elemento apresenta a capacidade de
reduzir e até mesmo de deter o crescimento quando nao é adicionado ou encontra-
se esgotado no meio. Buitrago et al. (1994), testaram diferentes concentragcbes de
silica no cultivo de Chaetoceros calcitrans, e determinaram que o crescimento foi

afetado negativamente pela reducdo na adigéo deste elemento ao meio de cultivo.

Além dos fatores anteriormente descritos, outros podem influenciar o
desenvolvimento das culturas como o tamanho e a forma dos tanques, tamanho das

células (volume celular), aeragao das culturas, pH etc. (RICHMOND, 1990a).
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3.2.1 Avaliagao do Crescimento Microalgal

O crescimento é definido como um aumento da matéria viva, usualmente o
numero de células para microrganismos unicelulares ou a biomassa total para
organismos multicelulares (TOMASELLI, 2004). Em cultivos de microalgas, e de
outros microrganismos, podem ser aplicados determinados parametros de
crescimento (empregando férmulas) e representagbes graficas para ilustrar o
desenvolvimento das culturas (VONSHAK, 1990).

3.2.1.1 Curva de crescimento

Um dos métodos empregados para a avaliagdo do crescimento das
populagdes microalgais em cultivo € a curva de crescimento. Esta, pode ser
expressa como sendo a relacido entre o incremento da biomassa ou do numero de
organismos num determinado volume (densidade celular) pelo tempo. Num cultivo
do tipo estacionario, teoricamente, a curva de crescimento apresenta cinco fases

distintas (Figura 1).

Densidade Celular (cel/mL x 10.000)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tempo de Cultivo (dias)

FIGURA 1 - Curva de crescimento de uma cultura microalgal num cultivo do tipo

estacionario.

1 - Fase de Indugao ou Fase Lag: ocorre logo apds a repicagem, nao existe um
incremento na populagéao devido a adaptagao das células algais as novas condigdes

de cultivo, podendo inclusive ocorrer uma reduc¢ao na densidade celular;
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2 - Fase Exponencial ou Fase Log: ¢ a fase de crescimento na qual a biomassa se
duplica sucessivamente em intervalos regulares de tempo, ou seja, a cultura

apresenta uma elevada e constante (logaritmica) velocidade (taxa) de crescimento;

3 - Fase de Diminuigcdao do Crescimento Relativo: o tempo requerido para a
duplicagdo celular aumenta, reduzindo assim a taxa de crescimento. Isto é
consequéncia da diminuicdo na quantidade de nutrientes disponiveis no meio (os
quais foram assimilados pelas microalgas) e, principalmente, da reducédo da
atividade fotossintética devido ao incremento da densidade microalgal, sendo que
desta forma, a quantidade de energia luminosa por célula microalgal torna-se

bastante reduzida (autossombreamento);

4 - Fase Estacionaria: nesta fase ndo ha incremento liquido da populagédo (a
densidade celular permanece constante), a taxa de crescimento estd compensada

pela taxa de mortalidade, podendo existir alta contaminacéo.

5 - Fase de Morte da Cultura: é resultado da deplecdo de nutrientes e do
autossombreamento a um nivel que ndo suporta o crescimento, bem como da

possivel ocorréncia de um nivel toxico de metabdlitos.

Apesar da possibilidade em representar a curva de crescimento conforme a
figura anterior, nos cultivos comumente nado é possivel distinguir a Fase 1. Esta,
pode ndo acontecer em todas as culturas ou ocorrer muito rapidamente. Da mesma
forma, a densidade celular na Fase Estacionaria pode ser caracterizada por
pequenos acréscimos e decréscimos na populagdo microalgal, sendo que, ao ajustar
a curva (regressao logistica) esta fase é representada graficamente por uma reta
(DERNER, 1995; DERNER, 2004).

Cabe ressaltar que na inexisténcia de um modelo especifico para representar
o crescimento das microalgas, em cultivos do tipo estacionario o modelo logistico de
analise de regressao pode ser aplicado (OLIVERA, 1993). Entretanto, este modelo
de regressao somente pode ser empregado como ajuste para representar a curva de
crescimento microalgal até ser alcangado o inicio da fase estacionaria. A partir deste
momento, além de ndo ocorrer incremento liquido da populagdo, a seguir ira
decrescer o numero de células e, por consequéncia, o coeficiente de determinacao

da regresséo (relagédo entre os dados obtidos e aqueles definidos pela regressao)
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podera se tornar menor do que aquele aceitavel (r* = 0,80) em se tratando de

sistemas biologicos, segundo Costa Neto (1977).

Além da diferenga entre a densidade celular (ou biomassa) ao longo das
diversas fases da curva de crescimento, podem existir variagbes na composicao
bioquimica das células algais, as quais é necessario que sejam conhecidas
(LOURENCO,1996; BROWN et al., 1997).

3.2.1.2 Parametros de Crescimento

O crescimento de uma populagcdo microalgal pode ser estimado pelo emprego
de determinados parametros, dentre os quais podemos destacar a densidade
celular maxima alcangada, o tempo de cultivo e a velocidade (ou taxa) de
crescimento. Segundo Olivera (1993), a densidade maxima alcancada se refere ao
maior valor obtido em numero de células por mililitro, € o tempo de cultivo se refere
ao periodo transcorrido entre o inicio da cultura (indculo) e 0 momento no qual a
cultura alcangou a densidade celular maxima. Ja a velocidade de crescimento, é
estabelecida por uma féormula especifica, citada por Stein (1973), a qual considera a
densidade celular maxima e o tempo de cultivo, e representa o numero de divisbes

celulares da populagdo por unidade de tempo (usualmente divisées por dia).

Como o crescimento das microalgas expressa o incremento de tamanho de
uma populagdo e ndo de um individuo, além do emprego da densidade celular, é
também possivel construir as curvas de crescimento empregando outras
informagdes como: biomassa, absorbancia (espectrofotdmetro) e teor de pigmentos,
por exemplo (ABALDE et al., 1995).

O tempo de cultivo € um parametro de avaliagao do crescimento considerado
muito importante em se tratando de cultivos em grande escala. O tempo transcorrido
desde o inicio do cultivo até ser alcangada a densidade celular maxima & decisivo
para a escolha de uma determinada espécie, do seu processo de produgcao e da

infra-estrutura necessaria para o cultivo (BROWN et al., 1997).

Nos sistemas comerciais de produgdo de microalgas, além do tempo
despendido até ser verificada a maxima densidade celular, o parametro tempo de

cultivo pode ser expresso como sendo o periodo necessario para que a biomassa
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alcance o maior valor nutricional para a espécie de organismo que se quer alimentar
(larvas de camarao, por exemplo). Ainda, o momento no qual a biomassa apresenta
0 maior conteudo de um determinado composto de interesse. De maneira geral, as
empresas produtoras de microalgas visam alcangar a maxima produtividade e, isto
implica numa elevada producao de biomassa (ou do produto de interesse) no menor

espaco de tempo possivel (TREDICI, 2004).

A produtividade ou o rendimento das culturas, ou ainda o rendimento em
relacdo a algum composto de interesse, pode ser expresso de varias maneiras.
Segundo Tredici (2004), é possivel representar este item como produtividade
volumétrica (g de biomassa seca/L/dia ou mg de proteinas/L/dia, por exemplo),
produtividade por area (g/m?dia, por exemplo) ou produtividade por area de
superficie iluminada (g/m?dia, por exemplo). Conforme Richmond (2004), a
relacdo produtividade/dia sé esta correta quando empregada em cultivos externos,
sujeitos as variacbes da intensidade luminosa, do fotoperiodo natural e das
condicdes atmosféricas. Para expressar a produtividade das culturas em laboratério,
onde séo utilizadas iluminacgao artificial e condi¢des controladas, € correto empregar
produtividade/hora, sendo que a opcdo por um destes métodos depende

notadamente do tipo de cultivo.

3.2.2 A Importancia do Carbono

Tal como as plantas, pelo processo fotossintético as microalgas
fotoautotréficas captam a energia solar e a armazenam (fase fotoquimica) na forma
de adenosina tri-fosfato — ATP e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato —
NADPH. Estes compostos, sdo usados como fonte de energia (fase quimica) para
sintetizar carboidratos (glicose pelo Ciclo de Calvin) e outros compostos organicos
celulares a partir da agua e da redugao do CO;, (LEHNINGER, 1990).

A via de fixagdo do carbono inorgénico envolve a enzima Ribulose Difosfato
Carboxilase (Rubisco). Do carbono fixado, uma parte é usada para a manutengao
celular e para o crescimento, enquanto outra parte é estocada, sendo que, a forma

de armazenamento € altamente variada entre as classes de microalgas e a
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quantidade de carbono estocada € dependente das condigdes ambientais
(FALKOWSKI; RAVEN, 1997).

Nos cultivos, o carbono € considerado como o macronutriente mais
importante, uma vez que constitui ao redor de 50% da biomassa microalgal, sendo
que, comumente o crescimento das microalgas encontra-se limitado por deste
composto (ABALDE et al., 1995; GROBBELAAR, 2004a).

Segundo Falkowski e Raven (1997), a maioria do carbono existente na Terra
estd numa forma oxidada (inorganica) e combinada com oxigénio molecular,

formando diéxido de carbono (CO,), bicarbonato (HCO3') ou carbonato (CO5%).

Tanto no ambiente natural, quanto numa cultura de microalgas, o carbono
inorganico pode estar na forma de CO,, H,COj3 (acido carbdnico), HCOs ou COs* e
suas propor¢des dependem do pH. Quanto mais acido maior a propor¢cédo de CO,
(livre), enquanto que, com a elevagao do pH as proporgdes bicarbonato e carbonato
aumentam no meio (ESTEVES, 1988). Conforme Soares-Gomes e Figueiredo
(2002), as formas mais abundantes nos oceanos sdo o bicarbonato e o carbonato,

especialmente devido ao pH dos oceanos estar geralmente entre 8,2 e 8,6.

O CO; é a fonte de carbono preferida pelas microalgas, uma vez que se
difunde rapidamente (difusdo passiva) da agua para o interior das células e é usado
diretamente nos processos de fixagdo. Ja o bicarbonato, é incorporado ativamente,

gerando um gasto energético para suportar este processo (RAVEN, 1988).

Em populagdes microalgais muito densas a propria atividade fotossintética
implica numa reducédo do nivel de CO;, (e no aumento da alcalinidade), podendo
alcangar valores proximos de zero, tornando limitante o crescimento microalgal,
especialmente daquelas espécies incapazes de utilizar bicarbonato (BONEY, 1989;
ABALDE, 1995).

Em cultivos fotoautotréficos, o didxido de carbono disponibilizado para as
células microalgais, tanto pode ser proveniente (por difusdo) do ar atmosférico
(0,036% de CO,) injetado na cultura na forma de bolhas ou proveniente de cilindros

pressurizados contendo este gas (SILVA et al., 2003).
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Segundo Grobbelaar (2004a), ao contrario do que ocorre com as plantas
terrestres, o CO, atmosférico ndo satisfaz quantitativamente os requerimentos de
carbono em culturas intensivas de microalgas. Para a obtencédo de altas taxas de
crescimento sob condigdes autotroficas, o suprimento de CO, e/ou HCOj3; é
fundamental. Nas culturas, o CO, proveniente (por difusdo) do ar atmosférico
somente pode sustentar uma produtividade de aproximadamente 10 g de biomassa
seca/m?/dia, enquanto que até 70 g de biomassa seca/m?/dia tem sido obtida com o
enriquecimento do meio com CO,. Concluindo, esta baixa disponibilidade de
carbono causa limitagdo do crescimento microalgal nos cultivos (OLAIZOLA;
DUERR; FREEMAN, 1991; ISHIDA et al., 2000).

Ainda que a principal fonte de carbono empregada nos cultivos seja o didéxido
de carbono, diversos estudos tém comprovado que as microalgas podem crescer
empregando diferentes rotas nutricionais e, especialmente utilizando compostos
organicos como glicose, acetato, lactato, aminoacidos ou outros substratos
(SOONG, 1980; DARLEY, 1982; ALVAREZ; GALLARDO, 1989; KAPLAN et al.,
1990; RICHMOND, 1990b; CERON GARCIA et al., 2000; WEN; CHEN, 2000b;
ZASLAVSKAIA et al., 2001).

Conforme Chojnacka e Marquez-Rocha (2004), conforme a fonte de carbono
empregada e a utilizagdo ou ndo de energia luminosa, os cultivos podem ser assim

classificados:

Cultivo autotréfico (ou fotoautotréfico) — emprego de luz como exclusiva
fonte energética, para a reducgao (fixacdo) do CO, (considerado de fonte inorganica)

pela oxidagao de substratos, principalmente agua, com liberagéao de Oy;

Cultivo heterotréfico — emprego exclusivo de compostos organicos, sem a
utilizagao de luz. O carbono organico serve tanto como fonte energética quanto para

a construcao de biomassa.

Cultivo mixotréfico — utilizagdo simultdnea de uma fonte luminosa e
substrato organico como fonte de energia, bem como o CO; e o substrato orgénico
como fontes de carbono. Em relacdo ao metabolismo dos organismos, a fotossintese

€ a principal fonte energética, embora o carbono organico e o CO, sejam essenciais;
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Dependendo do metabolismo microalgal e ndo das condi¢gbes de cultivo, o

cultivo heterotréfico pode ainda ser subdividido em duas variantes:

Cultivo quimio-heterotréfico — utilizacdo de fonte organica de energia e

fonte orgéanica de carbono;

Cultivo Foto-heterotrofico — a luz é necessaria (como fonte de energia) para

assimilacao do carbono organico.

E certo que dependendo do tipo de cultivo desenvolvido, a taxa de
crescimento, a produtividade e especialmente a composicdo bioquimica da

biomassa poderao sofrer intensas alteragdes (LEE, 2004).

Nos cultivos, o emprego de fontes suplementares de carbono pode
potencializar a taxa de crescimento, bem como, gerar uma maior biomassa e maior
concentracdo de acidos graxos poliinsaturados (APT; BEHRENS, 1999; CERON
GARCIA et al., 2005).

Como fonte organica os agucares sao os substratos mais utilizados para os
cultivos heterotroficos e mixotroficos de microalgas (CID; ABALDE; HERRERO,
1992). Os mesmos autores reportam que em cultivos de Tetraselmis suecica o
emprego de fontes organicas de carbono (estrato de levedura, glicose e peptona)
melhorou significativamente o crescimento, chegando a obter densidades celulares

trés vezes superiores aquelas obtidas em cultivos fotoautotréficos.

Becker e Venkataraman (1984), reportam que em cultivos de Scenedesmus
sp. empregando como substrato de carbono organico glicose, manose, sucrose,
frutose ou galactose o crescimento foi favorecido com todas as fontes avaliadas e

que a glicose demonstrou ser a melhor fonte para esta espécie de microalga.

Segundo Chen e Zhang (1997) o uso de fontes suplementares de carbono é
justificado, uma vez que o autossombreamento causado pela elevada densidade
celular reduz a disponibilidade de luz, limitando severamente a produgdo de
biomassa (CHEN, 1996). Uma estratégia para melhorar a eficiéncia da utilizacado da
luz ou eliminar seu requerimento pelas células algais e/ou reduzir os custos da
producdo da biomassa envolvem o crescimento mixotréfico ou heterotrofico. A

necessidade de elevada iluminagao para suportar o crescimento em culturas com
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uma alta densidade celular poderia ser parcialmente resolvida pela adi¢ao de fontes
suplementares (organicas) de carbono numa concentracdo adequada (CERON
GARCIA et al., 2005).

Além disso, segundo Harel e Place (2004), a produgéo fotossintética tanto em
tanques externos quanto em fotobioreatores pode ser considerada muito
dispendiosa, uma vez que as culturas precisam ser mantidas em baixas densidades
(1 — 2 g/L) devido ao efeito adverso do autossombreamento na produtividade dos
cultivos. Assim, a producao heterotrofica pode acarretar reducdo dos custos de
producao, bem como, permitir a obtengcdo de uma elevada densidade celular (> 75

g/L de biomassa seca).

A escolha de um ou outro método depende das espécies (cepas) empregadas
e dos produtos de interesse (biomassa, acidos graxos, pigmentos etc.) que as
microalgas podem sintetizar naquelas condi¢gdes de cultivo. O cultivo heterotréfico
tem sido desenvolvido para a produgao de acidos graxos por algumas espécies de
microalgas, entretanto este tipo de cultivo geralmente ndo pode ser aplicado para a
obtencdo de pigmentos uma vez que as células microalgais ndo necessitariam
captar luz para o processo fotossintético (JIANG; CHEN; LIANG, 1999).

O emprego de cultivos mixotréficos ou fotoheterotréficos pode levar as células
a sintese de compostos caracteristicos tanto de cultivos fotoautotréficos quanto
heterotroficos, bem como, pode implicar em altas taxas de producdo de biomassa
(CERON GARCIA et al., 2005). Uma vez que num cultivo mixotréfico o CO, e o
carbono organico sao simultaneamente assimilados, este tipo de cultivo pode ser o
processo mais eficiente para a produgdo de biomassa microalgal, visto que implica
em uma economia na energia gasta para a sintese de todo o aparato fotossintético e

para a fixagao do carbono (LEE, 2004).

Segundo Chojnacka e Marquez-Rocha (2004), existe a necessidade de um
melhor entendimento das diferengas metabdlicas e dos requerimentos de energia e
carbono pelas microalgas visando a producdo de compostos com elevado valor
como pigmentos, antioxidantes, tocoferdéis, enzimas etc., os quais podem ser usados

nas industrias quimica, biomédica e alimenticia.
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3.3 PRODUGAO DE COMPOSTOS DE INTERESSE

Em todos os organismos, além daqueles compostos envolvidos no
metabolismo primario (os quais sdo determinantes das fungdes vitais basicas de um
ser vivo) como os acidos nucléicos, agucares e proteinas por exemplo, ou ainda, a
clorofila das algas e vegetais, existem também os produtos naturais (ou metabdlitos
secundarios) como pigmentos acessorios, substancias de defesa quimica contra a
acao de microrganismos ou inimigos naturais etc. (TEIXEIRA, 2002). Segundo o
mesmo autor, 25 % dos farmacos comercializados sédo drogas derivadas de produtos
naturais de plantas e cerca de 12 % oriundos de microrganismos e, somente no ano
de 1992, mais de 500 novos metabdlitos bioativos foram isolados de organismos

marinhos.

Segundo Brown, Jeffrey e Garland (1989), entre 90 a 95 % da biomassa seca
das microalgas sao constituidos por proteinas, carboidratos, lipidios e minerais,
sendo o restante por acidos nucléicos. Aléem da variagdo na concentragao destes
compostos estar em funcdo das condi¢cdes de cultivo, também é caracteristica das

diferentes classes.

Diversas microalgas vém sendo estudadas e algumas espécies tém sido
amplamente empregadas na aquicultura, na alimentacdo humana e animal, na
agricultura, no tratamento de aguas residuais, na redugao do dioxido de carbono da
atmosfera, em substituicdo aos combustiveis fésseis e na obtencdo de inumeros
compostos (GUILLARD, 1975; GOLDMAN, 1977; BECKER, 1988; BOROWITZKA,
1988a; BOROWITZKA, 1988b; DE PAUWN; PERSOONE, 1988; METTING, 1988;
OSWALD, 1988; BOROWITZKA, 1994; MOLINA GRIMA et al., 1995; LOURENCO,
1996; VILCHEZ et al., 1997; ILLMAN; SCRAGG; SHALES, 2000; RICHMOND,
2004).

Além da consolidada produgdo de microalgas para a obtengcdo de biomassa,
as pesquisas relacionadas ao cultivo de microalgas ampliaram as perspectivas para
a producdo de novos combustiveis, biopolimeros, biofertilizantes, pesticidas, acidos
graxos e pigmentos, assim como de inumeros outros compostos bioativos que
podem ser empregados em alimentos funcionais (SKULBERG, 2000; SKULBERG,
2004).
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Reconhecidamente, as microalgas tém a capacidade de sintetizar compostos
considerados como nutracéuticos, tais como os acidos graxos poliinsaturados (acido
araquidonico - ARA, acido eicosapentaendico - EPA e acido docosahexaendico —
DHA, por exemplo) e pigmentos carotendides (astaxantina, beta-caroteno, luteina e
cantaxantina etc.) que apresentam propriedades terapéuticas (GILL; VALIVETY,
1997; OHSHIMA, 1998; TRIPATHI et al., 1999).

Atualmente as microalgas sdo comercializadas como alimento natural (“health
food”) ou suplemento alimentar e sdo encontradas em pé (“sun dried” ou “spray-
dried”), na forma de tabletes, capsulas ou extratos. Microalgas sao também
incorporadas em massas, petiscos, doces, bebidas etc., tanto como suplemento
nutricional quanto como corante natural (BECKER, 2004; COLLA; BERTOLIN;
COSTA, 2004; PULZ; GROSS, 2004).

O desenvolvimento e a produgdo de compostos bioativos naturais (“natural
bioactive compounds” — NBCs), pelo emprego de biotecnologia, apresenta elevada
significancia nutricional e aplicagdes farmacéuticas. Tais compostos sao nutrientes
que tem papel estrutural e/ou funcional no corpo, atuando como nutrientes
essenciais ou agentes terapéuticos que podem ser aplicados numa ampla variedade
de produtos como suplementos dietéticos, ingredientes alimentares, alimentos
infantis e étnicos bem como em terapias farmacéuticas (www.omegadha.com,
acesso em 20/8/2001).

Algumas espécies sao bem conhecidas quando ao potencial de cultivo e
quanto aos compostos que sintetizam. Na Tabela 1 sdo apresentados alguns destes

compostos obtidos das microalgas e suas aplicagdes.
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Produto Aplicacbes
“health food”
Alimentos funcionais
Biomassa Biomassa Aditivos alimentares
Aquicultura
Condicionador do solo
Xantofilas (astaxantina e cantaxantina)
Corantes e Luteina Aditivos alimentares
antioxidantes Beta-caroteno Cosméticos
VitaminaC e E

Acido araquidénico - ARA
Acido eicosapentaendico - EPA

Agig: Acido docosahexaendico - DHA Aditivos alimentares
9 Acido gama-linolénico - GCA
Acido linoléico — LA
Supero?qdo dlsmgtase - SOD “health food”
: Fosfoglicerato quinase — PGK :
Enzimas . e Pesquisa
Luciferase e Luciferina e
. o Medicina
Enzimas de restricao
Polissacarideos Aditivos alimentares
Polimeros Amido Cosmeéticos
Acido poli-beta-hidroxibutirico - PHB Medicina
Peptideos
Toxinas
Produtos Isétopos Pesquisa
especiais Aminoacidos (prolina, arginina, acido Medicina
aspartico)
Esterdis

* Fonte: Barbosa (2003).

Como as microalgas sdo um grupo extremamente diverso de organismos,

esta diversidade também se apresenta na sua composi¢cao bioquimica e, assim

como os fatores tanto biolégicos quanto fisicos e quimicos influenciam o crescimento

das microalgas, a composig¢ao bioquimica pode ser alterada significativamente pelas

condigdes de cultivo. Por esta razdo, as microalgas sao fonte potencial de uma
quase ilimitada gama de compostos (BOROWITZA, 1993).

Visto que os fatores ambientais e nutricionais exercem um marcado efeito na

morfologia e na composi¢cao bioquimica celular, pode-se considerar isto como uma

vantagem, uma vez que dentro de certos limites é possivel se obter uma biomassa

microalgal com a composigdo bioquimica celular desejada (FABREGAS et al., 1994;

ARREDONDO-VEGA, 1995; OTERO et al., 1995).
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Muitos estudos tém sido realizados a fim de avaliar o efeito de diversos
fatores na composigdo bioquimica das células algais, sendo que, poucos destes
estudos tém sido realizados em condigbes definidas de cultivo e as microalgas
empregadas numa fase especifica da curva de crescimento, o que gera grande
dificuldade analitica dos dados (LOURENCO, 1996; FERNANDEZ-REIRIZ et al.,
1989; ROUSCH; BINGHAM; SOMMERFELD, 2003). Esta afirmac&o decorre do fato
de que comprovadamente distintas condi¢gdes de cultivo como intensidade luminosa,
quantidade e qualidade dos nutrientes no meio de cultura, fotoperiodo, temperatura,
entre outros fatores, podem alterar a composi¢cao bioquimica das células algais,
(DARLEY, 1982; LAING, 1985; FABREGAS et al., 1989).

A influéncia da irradiacdo na composicdo bioquimica de espécies
fitoplanctonicas foi estudada por Thompson, Harrison e White (1990), Harrison,
Thompson e Calderwood (1990) e Thompson, Guo e Harrison (1993), sendo que,
estes autores relatam variagdes consideraveis tanto no tipo de acidos graxos
encontrados, quanto na quantidade dos mesmos em relacdo a luz. Também,
Renaud et al. (1991) reportam que alteragdes no conteudo de proteinas,
carboidratos e lipidios foram produzidos pela variagado na intensidade luminosa nas
microalgas Isochrysis sp. € Nannochloropsis oculata, quando cultivadas em grande

escala.

Da mesma forma, Mendes e Wagener (2001), verificaram que o emprego de
luz solar concentrada (pelo emprego de refletores) acarretou num aumento de até
270% na produtividade de Spirulina platensis, enquanto causou uma redugao na
concentragdo de proteinas e ficocianina e, um aumento no teor de carboidratos,

clorofila e DNA na biomassa microalgal.

Quanto aos nutrientes, Herrero e Cid (1990) relatam as diferengas no
conteudo celular de algumas espécies de microalgas, ocasionadas pela utilizagdo de

diferentes meios de cultura.

Buitrago et al. (1994) testaram em larvicultura de Farfantepenaeus paulensis
(camardo rosa) o emprego da microalga Chaetoceros calcitrans (diatomacea)
cultivada com diferentes concentragdes de silica. Estes autores constataram que as
larvas alimentadas com aquelas microalgas cultivadas em menor concentragdo de

silica apresentaram melhor desenvolvimento, o qual é reflexo do maior valor
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nutricional da biomassa microalgal. O resultado parece indicar que, as células
microalgais que cresceram no ambiente limitado de silica sofreram uma alteragéo da
fisiologia celular e, segundo Kyle et al. (1986), a baixa disponibilidade de silica induz

nas diatomaceas um aumento na producgao de lipidios.

3.3.1 Os Acidos Graxos Poliinsaturados

Nos sistemas biolégicos os lipidios funcionam como componentes de
membrana, produtos de reserva, metabdlitos e como fonte de energia, sendo que
grande parte dos lipidios € constituida pelos acidos graxos. Os triacilglicerois (TAG)
— trés acidos graxos unidos a um glicerol — podem ser considerados a principal fonte
energética da maioria dos organismos (LEHNINGER, 1990). Nos vegetais os TAG
podem ser estocados nas sementes, como reserva energética para o processo de
germinagao, enquanto que nos microrganismos os TAG podem ser estocados em

organelas especificas ou como goticulas de 6leo dentro das células (SWAAF, 2003).

Jiang, Chen e Liang (1999) relatam que a significancia terapéutica dos acidos
graxos poliinsaturados (polyunsaturated fatty acids - PUFA) tem sido demonstrada
por diversos estudos clinicos e epidemiolégicos. Aos acidos docosahexaendico
(DHA) e eicosapentaendico (EPA) sao atribuidas propriedades benéficas a saude,
associadas ao consumo de certos peixes marinhos e seus oleos. O DHA se
acumula nas membranas do sistema nervoso humano, no tecido visual e reprodutivo
e, € também o acido graxo mais abundante na massa cinzenta do cérebro. Desta
forma, os PUFA tém funcdo na prevencao e tratamento de uma série de doencgas
cardiovasculares, da aterosclerose e arritmia, da redugdo da pressao arterial, da
reducao dos niveis de colesterol e trigliceridios no plasma, da artrite reumatdide, do
cancer e sao aparentemente essenciais na nutricdo infantil e no desenvolvimento
cerebral (PIGOTT; TUCKER, 1990; RADWAN, 1991; BOROWITZA, 1993;
FABREGAS et al., 1994; FRANKE et al., 1997; GILL; VALIVETY, 1997;
SIMOPOULOQS, 2002).

Uma grande importancia tem sido dada a provisdao das fontes de acidos
graxos poliinsaturados. Isto é devido as mudangas na dieta humana, nos ultimos

séculos, e ao acentuado aparecimento de uma série de doencgas relacionadas ao
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baixo consumo destes compostos, bem como a sua reconhecida significancia
terapéutica, especialmente aqueles da familia émega-3 ou n-3 (SIMOPOULOS,
2002).

Os peixes marinhos sdo uma conhecida fonte destes compostos
nutricionalmente muito importantes, entretanto, existem consideraveis evidéncias
indicando que os PUFA encontrados nos 6leos de peixes provém da ingestado de
organismos que constituem o zooplancton, os quais tém as microalgas como seu
principal alimento. Desta maneira, através da cadeia tréfica, os PUFA sintetizados e
acumulados pelas microalgas chegam até os peixes (ROBLES MEDINA et al.,
1998). Por isso, estas sdo consideradas como uma das mais promissoras fontes
destes compostos (CERTIK; SHIMIZU, 1999).

Em comparagdo com os peixes, a biomassa microalgal obtida nos cultivos é
caracterizada por ser livre de contaminacdo e, a uniformidade na produgao é
independente de sazonalidade. Também, quando comparadas com as oleaginosas,
certas microalgas tém significativamente maior espectro de acidos graxos
poliinsaturados, alguns com cadeias com mais de 18 atomos de carbono (BELARBI;
MOLINA; CHISTI, 2000; WEN; CHEN, 2000a).

Peixes como bacalhau, savelha, arenque, anchova e sardinha contém uma
alta proporcao de gordura e sao empregados na obtencdo de PUFA, entretanto os
produtos extraidos destas fontes podem apresentar varios problemas: odor
desagradavel, contaminagdo com metais pesados, baixa estabilidade, presenga de
colesterol, produgao variavel e um complexo perfil de acidos graxos, podendo
apresentar mais de 50 tipos diferentes (ROBLES MEDINA et al., 1998). Em
contraste, os acidos graxos das microalgas n&do apresentam as desvantagens
citadas. Além disso, nos cultivos microalgais as condigbes de cultivo podem ser
controladas e as espécies podem ser selecionadas de acordo com o acido graxo
requerido, bem como, uma vez que apresentam uma composi¢ao mais simples, o
processo de purificagao é facilitado (ZITTELLI et al., 1999; WEN; CHEN, 2003).

Os acidos graxos podem ser obtidos de fontes animais e vegetais, tanto
terrestres quanto aquaticos, entretanto os microrganismos tém sido considerados
como uma alternativa as fontes usuais e, diversos deles tém sido estudados como
fonte desta classe de lipidios (CERTIK; SHIMIZU, 1999). Por outro lado, conforme
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Ratledge (2001), a producéao de 6leo a partir de organismos unicelulares (“single cell

oil” — SCO) & um conceito relativamente novo.

Os lipidios séo principalmente estocados nos vacuolos como um material de
reserva, sendo que, o conteudo de lipidios armazenado pelas microalgas pode ser
bastante elevado em relagdo a quantidade total dos demais compostos (CUPP,
1943; COBELAS; LECHADO, 1989; CRYSMADHA; BOROWITZKA, 1994).

Dentre as diversas classes de microalgas que tém sido estudadas visando a
obtencdo dos PUFA, segundo Kyle et al. (1986), as diatomaceas marinhas sempre
sao consideradas, uma vez que contém abundancia de lipidios e que os acidos
graxos da série n-3 sado os principais componentes da fragao lipidica. Segundo
Brown (1991), os niveis de acidos graxos altamente insaturados (EPA e DHA) sao
maiores nas diatomaceas que em algumas das outras classes de microalgas. Nesta
classe, os principais produtos de reserva sado os lipidios (TAG) e um carboidrato
denominado crisolaminarina (TOMASELLI, 2004).

Segundo Falkowski e Raven (1997), a caracteristica apresentada por muitas
espécies de microalgas em estocar grandes quantidades de lipidios de reserva,
deve-se provavelmente a uma resposta evolutiva, ou seja, a selecdo natural
presumivelmente favoreceu aquelas espécies que acumulam suficiente reserva
energética para atravessar periodos desfavoraveis. Conforme os mesmos autores,
as diatomaceas podem acumular grande quantidade de lipidios de reserva em
ambientes com elevada iluminacdo e, podem sobreviver por extensos periodos de
tempo no escuro, consumindo lentamente suas reservas energéticas (em zonas de
ressurgéncia, por exemplo). Esta estratégia facilita a rapida retomada do

crescimento no momento em que as condicdes ambientais se tornarem favoraveis.

O conteudo de lipidios da biomassa microalgal pode variar entre 1 a 40% da
biomassa seca e, em certas condi¢gdes de cultivo, pode alcangar até 85% (BECKER,
2004). Os lipidios algais s&o tipicamente compostos por glicerol, agucares ou bases
esterificadas e acidos graxos contendo entre 12 e 22 carbonos, podendo ser tanto
saturados, quanto mono ou poliinsaturados. Nas microalgas, os acidos graxos
correspondem a maior fragdo dos lipidios e, em algumas espécies, os PUFA
representam entre 25 e 60% dos lipidios totais (BECKER, 1988; BROWN, 1991;
BECKER, 2004).
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Os lipidios de algumas espécies marinhas contém quantidades relativamente
altas de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, notadamente dos acidos
eicosapentaendico 20:5(n-3) e docosahexaendico 22:6(n-3) (VOLKMAN et al., 1989;
ZHUKOVA,; AIZDAICHER, 1995; ROBLES MEDINA et al., 1998). Na Tabela 2 séo

apresentados alguns PUFA e suas fontes.

TABELA 2 - Fontes de acidos graxos poliinsaturados e microrganismos produtores®.

Acido

Fontes convencionais

Microrganismos produtores

Graxo
GLA Vegetais Fungos e Microalgas (Spirulina platensis
e Chlorella vulgaris)
DGLA Leite. hu.mano, tecidos Fungos
animais, peixes e musgos
AA Tecidos animais, peixes e Fungos e Microalgas (Porphyridium
musgos cruentum e Euglena gracilis)
microalga Tecidos animais Fungos
Fungos, Microalgas (Chlorela
Peixes (arenque e savelha), minutissima, Monodus subterraneus,
EPA crustaceos (siri  azul e Porphyridium cruentum, Phaeodactylum
lagosta) e moluscos (ostras tricornutum, Nannochloropsis oculata,
e mexilhdes) Amphidinium carteri e Thalassiosira
pseudonana) e Bactérias
ETA Tecidos animais Fungos
DPA Peixes Fungos
Peixes (Atum, arenque,
bacalhau, sardinha, salmdo Fungos, Microalgas (Crypthecodium
DHA e savelha), crustaceos (siri cohnii, Gyrodinium nelsoni, Amphidinium

azul e lagosta) e moluscos

carteri, Gonyaulax polyedra) e Bactérias

(ostras e mexilhdes)

* Adaptado de Certik e Shimizu (1999). GLA = acido gama-linolénico, DGLA = acido
dihomo gama-linolénico, AA = acido araquidbnico, MA = &acido “‘mead’
eicosatriendico, EPA = acido eicosapentaendico, ETA = acido eicosatetraendico,
DPA = acido docosapentaendico, DHA = acido docosahexaendico.

Dentre as espécies conhecidas de microalgas que apresentam quantidades
significativas de PUFA das familias émega-3 e 6mega-6, encontram-se algumas
pertencentes as Classes Chrysophyceae (I/sochrysis spp. e Pavlova lutheri),
Bacillariophyceae (Phaeodactilum tricornutum, Thalassiosira spp., Odontella aurita),
Dinophyceae (Cryptecodinium cohnii), Rodophyceae (Porphyridium cruentum) e em
menor  quantidade

em algumas

(YONGMANITCHAI; WARD, 1989).

algas pertencentes a  Chlorophyta

Além da variagdo na qualidade dos acidos graxos entre diferentes espécies, o

conteudo total de acidos graxos também varia. Nos cultivos, o conteudo e a
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composi¢ao dos acidos graxos podem ser manipulados pela alteragdo nas
condigbes ambientais, sendo que, o melhoramento genético com essa finalidade
vem sendo empregado (BOROWITZA, 1988).

Segundo Borowitzka (1993), uma das areas de interesse recente é a
producao de substancias biologicamente ativas, com possiveis aplicagdes na saude
humana e animal, e que o estudo das microalgas para a produgao destes compostos
de interesse ainda esta na infancia. Isto inclui a avaliagdo do potencial de novas
espécies e o estudo detalhado da biologia e fisiologia das microalgas. Segundo o
mesmo autor, a industria da biotecnologia microalgal necessita continuar
desenvolvendo mercado para os produtos algais e, a pesar das limitagcoes (elevado
custo de producéo, baixa eficiéncia na utilizacdo da luz, padronizagdo da produgao
etc.), o uso das microalgas como fonte de valiosos compostos esta estabelecido e
nos proximos anos devera acontecer uma continuada expansao no numero de

produtos comercialmente disponiveis empregando este recurso.

Conforme Pulz e Gross (2004) os acidos graxos poliinsaturados de origem
microalgal tém um mercado muito promissor na biotecnologia e, em especial, na

industria de alimentos funcionais.

Desta forma, ha uma necessidade de quantificacdo do efeito de determinadas
condigbes de cultivo no metabolismo algal e na produ¢do dos compostos de
interesse, 0 que exige o conhecimento sobre as espécies e/ou cepas produtoras e
dos fatores que influenciam o crescimento e a composi¢cdo bioquimica (MOLINA
GRIMA et al., 1995; SHEEHAN et al., 1998).

Quanto ao carbono, Tsuzuki et al. (1990), relatam que a adicdo de CO,
(proveniente de cilindros) as culturas microalgais influencia na quantidade de lipidios
e no grau de insaturacao dos acidos graxos, sendo portanto, este um nutriente

essencial nos cultivos de microalgas.
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3.4 APRODUGAO COMERCIAL

O cultivo de microalgas, para a obtengdo de biomassa e de seus produtos de
sintese, trata-se de uma atividade industrial estabelecida em escala comercial em
alguns paises e a produgao esta a cargo de grandes empresas. Na Tabela 3 séo
apresentados os nomes de algumas empresas, sua localizagdo, as microalgas

cultivadas, os produtos e as atividades biolégicas destes produtos.

TABELA 3 - Empresas, localizagdo, microalgas cultivadas, seus produtos e a
atividade bioldgica atribuida®.

Microalga Produto Atividade  biologica

Empresa Pais (género) atribuida

Desenvolvimento
Martek/Omegatech USA Crypthecodinium DHA cerebral e da visao,
reducgao do colesterol

Tratamento da Sindrome
do Tunel do Carpo,
pigmentacdo da carne de
salmdes cultivados,
melhora da resposta
imunoldgica

Cyanotech USA Haematococcus Astaxantina

Antiinflamatario,
MERA USA Haematococcus Astaxantina antioxidante, tratamento
de lesbes musculares

Melhora da resposta

OceanNutrition Canada Chlorella Extra_ito de imunoldgica, antigripal
carboidratos ._ .. .5
(“anti-flu”)
InnovalG Franca Odontella EPA Antiinflamatorio
) Melhora da resposta
Panmol/Madaus Austria Spirulina Vitamina B, imunoldgica, acelera a
cicatrizagao,

Tratamento de doencgas

Nutrinova/Celanese Alemanha Ulkenia DHA ; ,
cerebrais e cardiacas

* Adaptado de Pulz e Gross (2004).

Apesar de ser uma atividade consolidada em alguns paises, a produgéo
comercial de microalgas no Brasil somente € realizada por empresas que produzem
a biomassa e a empregam na alimentagdo de organismos como camardes e
moluscos marinhos, por exemplo. Ndo ha informagdes da produgdo em grande
escala para a obtencdo de biomassa ou para a extragdo de compostos bioativos

visando outras aplicagdes, somente existem iniciativas de carater experimental em
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diversos centros de pesquisa e, em geral, trabalhando isoladamente (DERNER et
al., 2006).

Além das substancias conhecidas, a quantidade de compostos de interesse
comercial que podem ser obtidos das microalgas parece ser imprevisivel. Devido ao
crescente interesse em tecnologias limpas, sustentaveis e organicas na obtengao de
produtos para o consumo humano, existe a necessidade de uma continua busca por
espécies e/ou variedades capazes de sintetizar grandes quantidades de compostos
especificos e de como é possivel potencializar a sintese destes (condigbes de
cultivo, melhoramento genético etc.). Igualmente, ha a necessidade de pesquisas
visando ao desenvolvimento e, principalmente ao aperfeicoamento dos sistemas de
producdo em escala comercial a fim de tornar comercialmente viaveis alguns dos
sistemas conhecidos. Também se faz necessaria a identificacdo dos produtos que
podem ser extraidos das microalgas, da possivel atividade biologica (estudos
clinicos, metaboldégicos e toxicolégicos) e do desenvolvimento de mercados
especificos para estes (PULZ; GROSS, 2004).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

Nos cultivos experimentais foram empregadas microalgas das espécies
Chaetoceros muelleri e Thalassiosira fluviatilis. Estas espécies foram escolhidas por
apresentarem tecnologia de produgdo conhecida o que sem duvida facilitou o

desenvolvimento dos cultivos.

4.1.1 Chaetoceros muelleri, Lemmerman, 1898

Reino Protista
Filo Heterokontophyta
Classe Bacillariophyceae
Ordem Biddulphiales
Subordem Biddulphiineae
Familia Chaetocerotaceae
Género Chaetoceros
Espécie Chaetoceros muelleri

A cepa desta espécie (Figura 2) foi adquirida do Provasoli-Guillard National
Center for Culture of Marine Phytoplankton (CCMP), Bigelow Laboratory for Ocean
Sciences, Maine, Estados Unidos, sob o codigo CCMP 1316. Esta espécie quando
cultivada em meio liquido e com agitagdo da cultura, apresenta células individuais
(ndo formando cadeias). As células sdo de coloracdo marrom e medem de 5 a 10

Mm de comprimento.
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10 ym

FIGURA 2 - Microfotografia da microalga Chaetoceros muelleri.

4.1.2 Thalassiosira fluviatilis, Hustedt, 1926

Reino Protista
Filo Heterokontophyta
Classe Bacillariophyceae
Ordem Biddulphiales
Subordem Coscinodiscineae
Familia Thalassiosiraceae
Género Thalassiosira
Espécie Thalassiosira fluviatilis

A cepa de T. fluviatilis (Figura 3) foi recebida como doagédo do Centro de
Investigaciones Marinas (CIM) da Universidad de La Havana, Cuba. Esta microalga
apresenta células de forma cilindrica, de cor marrom esverdeada e com 12 a 14 um
de comprimento. Como a espécie anterior, T. fluviatilis apresenta células individuais
(ndo formando cadeias) quando cultivada em meio liquido e com agitagdo. Na

literatura a denominacgéao T. weissflogii € empregada como sinbnimo de T. fluviatilis.

FIGURA 3 - Microfotografia da microalga Thalassiosira fluviatilis.
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As cepas das espécies citadas foram primeiramente mantidas no Laboratério
de Camardes Marinhos (LCM), do Departamento de Aquicultura (AQl), do Centro de
Ciéncias Agrarias (CCA), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), onde
foram tratadas com antibidticos (Provasoli's Antibiotic Concentrated Solution,
SIGMA, a 0,5%, segundo Solomon et al., 2003) para a eliminagdo da carga

bacteriana.

Apos este tratamento as cepas foram transferidas para o Laboratério de
Biotecnologia Alimentar - BIOTEC, Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos - CAL, CCA, UFSC, onde foram mantidas em Camara de Germinacgao até

o inicio dos experimentos.

4.2 MEIO DE CULTURA

As culturas foram desenvolvidas com Meio F/2 de Guillard (GUILLARD,
1975), modificado, empregado no LCM, apresentado na Tabela 4. O Meio F/2 foi
utilizado neste trabalho por ser amplamente empregado no cultivo de microalgas
marinhas e, apropriado para as espécies C. muelleri e T. fluviatilis. A dgua marinha
(oceénica) empregada nos cultivos foi previamente filtrada num conjunto de filtros de
cartucho com porosidade decrescente (50, 5, 1 e 0,5 um) e armazenada em local
escuro por 30 dias. Nos frascos de cultivo o meio de cultura foi esterilizado em
autoclave a 125°C, numa pressdo de 1,3 Kgf/cm2 por 30 minutos, em seguida foi
mantido em ambiente asséptico, no escuro e numa temperatura de 22°C durante 2

dias.
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TABELA 4 - Composi¢ao do Meio F/2 de GUILLARD (1975) modificado, empregado
nas culturas microalgais.

1. Solucgao de Nitrato

NaNO3 150,0 g
FeCls. 6H,0 8,09
EDTA Nay 10,0 g
Sol. Tragos de Metais ------------ 2,0 mL (de cada solugao)
Agua destilada al10lL

Adicionado 0,65 mL para cada litro de 4gua do mar.
Solugao de Metais-trago

ZnCl,.7H,0 1,659
CoCl,.6H,0 1,50 g
(NH4)6M07024 .4H20 0,60 g
CuSOq4 .5H,0 1,47 g
MnCl,. 6H,0 2709
Agua destilada para cada solugdo ------ a 150,0 mL
2. Solugao de Fosfato
NaH2PO4. H2O 16,0 g
Solucao de Biotina 1,0 mL
Solucgao de Cianocobalamina 1,0 mL
Tiamina 0,29
Agua destilada al10lL

Adicionado 0,65 mL para cada litro de agua do mar.
Solugdo de Biotina

Biotina 0,125¢g
Agua destilada 125 mL
Solugao de Cianocobalamina
Cianocobalamina 0,125¢g
Agua destilada 125 mL
3. Solugao de Silicato
Silicato de Sddio (H-300, QUIMIDROL) ------------- 80,09
Agua destilada al10L

Adicionado 1,00 mL para cada litro de 4gua do mar.
4. Solugao de TRIS

Tris (Hidroximetil Aminometano) 50,09
Acido cloridrico PA 35,0 mL
Agua destilada 470,0 mL

Adicionado 5,0 mL para cada litro de agua do mar, para
esterilizar o meio em autoclave.

Obs.: Todas os compostos sdao de grau analitico, exceto o
Silicato de Sdédio (grau industrial).

4.3 ACLIMATAGAO PREVIA

Antes do inicio dos experimentos, a partir dos tubos de cultura estoque, foram
desenvolvidas culturas em frascos de Erlenmeyer de 500 mL e posteriormente de

1.000 mL, nos quais foi feita a aclimatacdo quimica e fisica as condi¢cdes de cultivo,
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conforme Voltolina et al. (1998). A aclimatacédo foi desenvolvida durante uma
semana, permitindo assim que as microalgas estivessem adaptadas quando ent&o

foram empregadas como indculo, sempre em fase exponencial de crescimento.

4.4 CONDIGOES DE CULTIVO

Os cultivos experimentais foram realizados no Cepario do BIOTEC, CAL,
CCA, UFSC. Cada unidade experimental consistiu de uma cultura microalgal,
desenvolvida em frasco de vidro do tipo Erlenmeyer, com capacidade para 2,0 L

(Figura 4), contendo 1,6 L de meio de cultura.

FIGURA 4 - Frascos de cultura de C. muelleri e T. fluviatilis empregados nos

experimentos.

Todas as culturas foram mantidas com agitagdo constante, com um fluxo de
ar atmosférico de 0,3 L/min, e sob iluminagao constante (fotoperiodo integral, 24:0)
empregando lampadas fluorescentes tipo Luz do Dia de 80 W numa intensidade
luminosa (irradiancia) de 150 umol/m?/s. A temperatura foi mantida em 23 + 2°C com
o auxilio de condicionador de ar e a salinidade empregada no meio de cultura foi de

28 partes por mil.

O pH inicial dos meios de cultura, apés a esterilizagao, foi de 7,6 + 0,1, sendo
que, foram tomadas medidas deste parametro a cada 24 horas apds o inicio das

culturas.
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4.5 FONTES DE CARBONO

Neste trabalho foi avaliado o efeito de quatro fontes de carbono nas culturas
experimentais das duas espécies de microalgas. As culturas correspondentes ao
controle ndo receberam suplementacdo de carbono, somente tiveram a disposigcao
(das células microalgais) o CO, proveniente do ar atmosférico, empregado na
aeracao de todas as culturas. As demais culturas, além do CO; oriundo do ar
atmosférico da aeracao, receberam suplementacao de carbono através da adicao de
glicose (5,0 g/L) ou acetato de sédio (0,3 g/L) ao meio de cultura, ou de diéxido de
carbono (proveniente de cilindro contendo este gas) ao sistema de aeragcédo das
culturas. Nesta ultima, o CO; foi injetado continuamente ao sistema de aeragdo num
fluxo de 1,5 mL/min, equivalente a 2% do volume de ar injetado nas unidades

experimentais que receberam este tratamento.

4.6 AVALIAGAO DO CRESCIMENTO

O crescimento das microalgas foi determinado pelo incremento diario da
densidade celular por meio da elaboragdo das curvas de crescimento, avaliando-se
a Densidade Celular Maxima (DCM), o Tempo de Cultivo (TEMPO) e a Velocidade

de Crescimento (k), para cada espécie em cada uma das unidades experimentais.

As unidades experimentais (48) foram inoculadas com uma densidade celular
de 1 x 10* cel/mL para as culturas de T. fluviatilis e de 10 x 10* cel/mL para as
culturas de C. muelleri. A cada 24 horas apdés o inicio dos cultivos foram retiradas
amostras das culturas a fim de determinar a densidade celular. As contagens foram
realizadas em microscopio com auxilio de Camara de Neubauer, sendo que, o

numero de células corresponde a média de trés contagens.



36

4.6.1 Curvas de Crescimento

As curvas de crescimento foram elaboradas com a densidade celular diaria da

meédia das trés repeticdes de cada fonte de carbono.

Com auxilio do programa estatistico CurveExpert versdo 1.3, foram ajustadas
pela aproximacao a curva logistica conforme Pindich e Rubenfeld (1981) aplicando-

se a seguinte formula:

i
(1)
{IJ{PZ — Ny jxexpk’}
NO

onde:

Y =

Y = densidade celular.

P, e P, = primeiro e segundo paradmetros da curva logistica, respectivamente.
No = densidade celular inicial.

k = velocidade de crescimento (numero de divisbes da populagéo por dia).

t = tempo de cultivo (em dias).

Os dados das curvas obtidas e aqueles das curvas ajustadas foram
considerados correspondentes quando o coeficiente de determinagéo (r?) foi igual ou
superior a 0,80 (COSTA NETO, 1977).

4.6.2 Densidade Celular Maxima (DCM)

Este parametro foi definido como o maximo valor obtido em numero de
células por mililitro, antes de a cultura microalgal alcangar a fase estacionaria da
curva de crescimento, independentemente do tempo transcorrido desde o inicio do

cultivo.

4.6.3 Tempo de Cultivo (TEMPO)

Este parametro foi determinado pelo niumero de dias passados desde o inicio

do cultivo até aquele em que foi alcangcada a densidade celular maxima.
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4.6.4 Velocidade de Crescimento (k)

A velocidade de crescimento, a qual representa o numero de divisdes
celulares da populagdo por unidade de tempo (dia), foi determinada através da

seguinte férmula, citada em Stein (1973):

3,322 N,
= X LOg— (2)
Tz o T1 N1

k

onde:

k = velocidade de crescimento.

3,322 = fator de conversao do logaritmo base 2 a base 10.
(T2 - T4) = intervalo de tempo em dias.

N1 = densidade celular inicial.

N2 = densidade celular final.

Log = logaritmo em base 10.

A velocidade de crescimento, especifica de cada unidade experimental, foi
determinada considerando o dia de cultivo no qual a populagdo alcangou a

densidade celular maxima.

4.7 ANALISE BIOQUIMICA DA BIOMASSA

Para a analise bioquimica da biomassa microalgal obtida das culturas de C.
muelleri e T. fluviatilis - nas fases exponencial e estacionaria das curvas de
crescimento e para cada uma das fontes de carbono - foram considerados a
biomassa seca, o conteudo de proteinas hidrossoluveis, de carboidratos e de
lipidios. Na fragdo lipidica foram qualificados os acidos graxos com numero de

carbonos igual ou superior a 14 e quantificados os acidos graxos poliinsaturados.

As andlises bioquimicas seguiram procedimentos especificos, desenvolvidos
e/ou adaptados de outros procedimentos descritos na literatura, em se tratando do
material a ser analisado (biomassa microalgal). Os procedimentos empregados
estédo descritos em Arredondo-Vega et al., (1997) e CIBNOR (2002).

As analises da composicao bioquimica da biomassa seca foram realizadas no
BIOTEC, CAL, CCA, UFSC, exceto o processo de extragao dos lipidios e a analise

dos acidos graxos que foram realizados no Laboratério de Biotecnologia de
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Microalgas do Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste - CIBNOR, La Paz,

México.

Como as espécies de microalgas empregadas neste estudo apresentam
volume celular diferente, ndo foram comparadas as quantidades dos compostos
(proteinas hidrossoluveis, carboidratos totais, lipidios totais e acidos graxos

poliinsaturados) por célula.

4.7.1 Obtencao da Biomassa Liofilizada

Apds a coleta das culturas algais, nas fases especificas da curva de
crescimento, procedeu-se a centrifugacao, em centrifuga refrigerada (Nova Técnica,
modelo 250), a 4.000 rpm e a + 10 °C durante 20 minutos, para a separagéo da
biomassa do meio de cultura. Este procedimento foi repetido mais duas vezes
empregando uma solugdo de Formiato de Aménio 0,5 M (3%) segundo Zhu e Lee
(1997), para a retirada do sal (NaCl) e restos do meio de cultura. A biomassa umida
foi congelada em tubos de ensaio num freezer a + 20 °C negativos e a seguir
transferida para um liofilizador (Terroni Favel, modelo LT 1000/8). Apds o0 processo
de liofilizagdo da biomassa os tubos foram mantidos em freezer a + 20 °C negativos

até as analises.

4.7.2 Biomassa seca

Este item pode também ser descrito como biomassa seca, rendimento ou
produtividade da cultura e, neste trabalho, foi expresso em miligramas de biomassa

seca (liofilizada) por litro de cultura (produtividade volumétrica).

Este parametro foi calculado empregando a metodologia para a obtengao da
biomassa liofilizada, uma vez que, o volume centrifugado era conhecido. Apds o
processo de liofilizacdo a biomassa foi pesada e determinou-se a biomassa seca
(liofilizada). A perda da biomassa gerada a cada centrifugagao foi estimada pela
medicado do volume do meio de cultura separado e pela determinacdo da densidade
celular do sobrenadante, gerando assim um fator de corregdo e aumentando desta

forma a precisédo das analises bioquimicas, conforme Lourengo (1996).
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4.7.3 Proteinas Hidrossoluveis

Para a determinacdo de proteinas hidrossoluveis foi aplicado o método
descrito por Lowry et al. (1951). As amostras contendo 5,0 mg de biomassa
liofilizada foram submetidas a hidrélise alcalina com 2,0 mL de NaOH 1,0 N a + 100
°C em Banho-Maria durante 1 hora. Apds esfriar a temperatura ambiente as
amostras foram centrifugadas a 3000 rpm durante 30 minutos para a obtencao do
extrato alcalino. Uma aliquota de 1000 uL do extrato alcalino foi transferida para um
tubo, em seguida foram adicionados 5,0 mL da Solu¢do C*, agitando em Vortex e
deixando em repouso durante 10 minutos. Apds, acrescentaram-se ao tubo 500 pL
da Solugao D*, misturando em Vortex e deixando repousar por 30 minutos para a
realizacao da leitura em espectrofotémetro (SPECTRUM — Série SP2100) a 750 nm.

* Solugdes:

Solucdo A: Na,CO3; a 2% em NaOH 0,1 N;

Solugao B1: CuSOq4. 5 H,0 a 0,5%;

Solugao B,: Tartarato de Sddio e Potassio a 1%;

Solucdo C: Solugdes A, By e B, em proporcdo igual a 100:1:1,
respectivamente.

Solugao D: Folin-Ciocalteau comercial e agua destilada na proporgcao de 1:1.

A curva padrao foi elaborada a partir de uma solugcdo de soro albumina
fracdo V (BSA, Sigma) com uma concentracdo igual a 300 ug/mL, realizando um
gradiente de concentracédo de 0 até 250 uyg/mL. Os dados foram apresentados

miligramas de proteinas por grama de biomassa seca.

4.7.4 Carboidratos Totais

A determinacao de carboidratos totais seguiu as técnicas de Korchert (1978).
Foram pesados 5 mg de amostra liofilizada submetendo a hidrolise alcalina com 2
mL de NaOH 1,0N a =+ 100 °C em Banho-Maria durante 1 h. Apds esfriar a
temperatura ambiente as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm durante 10 min.
Realizada a extragdo, 500 uL do extrato alcalino obtido foram transferidos para um
tubo, adicionando em seguida 1 mL de NaOH 1N e 500 uL de fenol a 4 %. Apos
trinta minutos em repouso foram acrescentados 2,5 mL de H,SO,4 concentrado. Apos
esfriar a temperatura ambiente a absorbancia da amostra foi lida em

espectrofotdmetro (Spectrum - Série SP 2100) a 485 nm.
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A curva padrao foi preparada a partir de uma solugcado de glicose anidra de
concentragao igual a 300 pug/mL, realizando um gradiente de concentragédo de 0 até
240 ug/mL. Os dados foram apresentados miligramas de carboidratos por grama de

biomassa seca.

4.7.5 Lipidios Totais

A extracdo dos lipidios totais foi realizada conforme os procedimentos
descritos por Bligh e Dyer (1959) e Nyberg (1986).

Em tubos de ensaio de vidro foram pesados 50 mg da biomassa liofilizada e
extraidos os lipidios com 3 mL de uma mistura cloroférmio:metanol (1:2, v:v). A esta
mistura foi adicionado 10 uL de uma solugéo de butil hidréxi tolueno - BHT (1% em
metanol) e 5 yL de uma solugao de acido tricosandico (23:0) como padréao interno (1
mg/mL de metanol). A seguir as amostras foram submetidas a ultrassom por trés
ciclos com duracao de 8 min cada, em banho de agua com gelo, a fim de romper as
células. Todas as etapas do procedimento de extracido, da determinacao dos lipidios
totais e dos acidos graxos foram realizadas em ambiente com baixa intensidade
luminosa, com os tubos de ensaio recobertos com folha de aluminio, visando reduzir

a fotoxidagao do material analisado.

Para a completa extracao dos lipidios as amostras permaneceram por 24 h a
+ 4°C e cobertas com papel aluminio. Apds este periodo, as amostras foram
novamente submetidas a ultrassom e centrifugadas a 4000 rpm por 20 min numa
temperatura de + 10°C. O extrato lipidico foi recuperado com pipeta Pasteur e
separado em outro tubo. Foram agregados 2 mL da mistura cloroférmio:metanol aos
tubos com a biomassa residual, os quais foram agitados em equipamento Vortex,
novamente centrifugados, conforme descrito anteriormente, recuperando-se
totalmente a fase lipidica. Aos tubos contendo o extrato lipidico foram adicionados 1
mL de cloroférmio e 2 mL de agua destilada, centrifugando por 10 min a 4000 rpm
em 10°C para separar a fase aquosa da fase cloroférmio:lipidio. Com pipeta Pasteur
foi recuperada a fase cloroférmio:lipidio (inferior) e colocada em outro tubo. Em
campana de extracao o cloroférmio foi evaporado e a amostra de lipidios totais foi

secada com nitrogénio gasoso.
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A quantificagcdo dos lipidios totais foi realizada segundo Marsh e Weinstein
(1966) pelo método gravimétrico. Os dados foram apresentados miligramas de

lipidios totais por grama de biomassa seca.

4.7.6 Acidos Graxos

A determinagdo dos acidos graxos presentes na biomassa microalgal foi
realizada empregando conforme os procedimentos descritos por Bligh e Dyer (1959)
e Nyberg (1986).

Em tubos de ensaio de vidro o extrato de lipidios totais foi submetido a
metandlise (derivatizagdo) pela adicdo de 2,5 mL de uma mistura de acido
cloridrico:metanol (5%, v/v), a 85°C por 2,5 h (SATO; MURATA, 1988). Apds a
metilacdo, os metil-ésteres obtidos desta reacdo foram extraidos com 1,5 mL de
hexano, repetindo este passo duas vezes até a total recuperacdo da fase
hexano:metil-ésteres. O extrato de hexano foi seco com nitrogénio gasoso,

resultando somente nos tubos os acidos graxos esterificados.

Os acidos graxos esterificados foram ressuspendidos em 250 pL de hexano e
colocados em um frasco de vidro com tampa de teflon, ficando as amostras

armazenadas a + 20°C negativos até as andlises.

As analises para a identificacdo e quantificacédo dos acidos graxos presentes
nas amostras foram realizadas em cromatografo de gases e espectrdmetro de
massa (GCD-MS, HP 1800B) equipado com uma coluna capilar Supelco Omegawax

250 (Fused Silica Capillary Collumn, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um film thickness).

As condigdes de analise foram:

- volume de injegdo: 1 uL;

- gas portador: He de alta pureza;

- fluxo de gas portador na coluna: 0,9 mL/min;

- injecdo sem divisao de amostra (splitless);

- temperatura do injetor: 250°C;

- temperatura do detector: 260°C;

- temperatura inicial do forno: 110°C durante 3,3 min;

- Incremento: 30°C/min até 165°C. Mantendo nessa temperatura por 2 min e
subindo a uma taxa de 2,2°C até 209°C permanecendo nessa temperatura por 35
min;

- método de aquisigcdo dos espectros de massas: retardo do solvente de 6
min;
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- Faixa de leitura de massas: 10 — 450 unidades de massa atémica (uma);
- Tempo entre varreduras: 0,5 min.

Os acidos graxos presentes nas amostras foram identificados e quantificados
mediante a comparagcdo dos espectros de massas obtidos com os espectros de
massa predeterminados por 29 padrées comerciais (marca SIGMA) e seus
respectivos fatores de corregdo, bem como, com os espectros contidos na base de

espectros NIST 2002 do programa HP Mass Spectral Libraries.

Os dados foram apresentados em microgramas por miligrama de biomassa
seca e em percentual relativo ao total de acidos graxos. Também foram
apresentados os dados referentes a insaturacdo, em percentual relativo ao total de
acidos graxos e a concentracdo dos acidos eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaendico (DHA) expressa em microgramas por miligrama de biomassa

Seca.

4.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foi aplicado um delineamento trifatorial 2 x 2 x 4, sendo duas espécies de
microalgas (Fator 1), duas fases da curva de crescimento (Fator 2) e 4 fontes de
carbono (Fator 3), totalizando 16 combinacbes de fatores. Foram desenvolvidos
experimentos do tipo blocos completamente casualizados, com trés repeticdes (trés
blocos - em trés datas diferentes - contendo todas as combinacdes, distribuidas ao

acaso), totalizando 48 unidades experimentais, conforme a Tabela 5.
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TABELA 5 - Modelo do desenho experimental aplicado no estudo comparativo do

crescimento e da composigao bioquimica das microalgas Chaetoceros
muelleri (CMU) e Thalassiosira fluviatilis (TFL).

Repeticdes

Microalga Fase da Curva Fonte de C (Blocos)
Exponencial Ar (%) 3
cMmu Estacionaria Ar 3
Exponencial Glicose 3
cMmu Estacionaria Glicose 3
Exponencial Acetato 3
cMmu Estacionaria Acetato 3
Exponencial CO; 3
CMU Estacionaria CO; 3
Exponencial Ar 3
TFL Estacionaria Ar 3
TEL Exponencial Glicose 3
Estacionaria Glicose 3
TFL Exponencial Acetato 3
Estacionaria Acetato 3
TEL Exponencial COq 3
Estacionaria CO; 3

* controle, ou seja, somente recebeu ar atmosférico sob presséo.

Para determinar o efeito das fontes de carbono (glicose, acetato ou CO,),

foram desenvolvidos experimentos aplicando-se ou nao estes compostos as culturas

de C. muelleri e T. fluviatilis. Para determinar o efeito da fase de crescimento na

composi¢cado bioquimica microalgal foram coletadas amostras na fase exponencial e

na fase estacionaria da curva de crescimento.

proposto por Mendes (1985), para blocos completamente casualizados.

4.8.1 Analise Estatistica

Para a analise estatistica dos dados foi empregado o modelo matematico

Para medir o efeito de um fator:

Yij = m + ti + bj + eij

onde:

Yij = valor observado ou variavel resposta relativa a parcela que recebeu o i-

ésimo tratamento e no j-ésimo bloco;

m = média geral da variavel resposta;
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ti = efeito do i-ésimo tratamento (Fator 1);
bj = efeito do j-ésimo bloco;

eij = erro aleatério associado a observacéao Yij.
O modelo a ser empregado para medir o efeito de dois fatores foi:
Yij =m +ti +tj + tij + bj + eij 4)

onde:

YiJ = valor observado ou variavel resposta relativa a parcela que receber o
tratamento (i), o tratamento (j), assim como a combinagao dos dois fatores (ij);

m = média geral da variavel resposta;

ti = efeito do tratamento (Fator 1);

tj = efeito do tratamento (Fator 2);

tij = efeito combinado dos Fatores 1 e 2;

bj = efeito do j-ésimo bloco;

eij = erro experimental.

O modelo a ser empregado para medir o efeito de trés fatores foi:
Yijk =m + ti + tj + tk + tijk + bj + eijk (5)
onde:

YiJk = valor observado ou variavel resposta relativa a parcela que receber o
tratamento (i), o tratamento (j) e do tratamento (k), assim como a combinagdo dos
trés fatores (ijk);

m = média geral da variavel resposta;

ti = efeito do tratamento (Fator 1);

tj = efeito do tratamento (Fator 2);

tk = efeito do tratamento (Fator 3);

tijk = efeito combinado dos Fatores 1, 2 e 3;

bj = efeito do j-ésimo bloco;

eijk = erro experimental.
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Para a analise estatistica dos dados foram empregados os programas, MS
EXCEL 7.0, CURVEEXPERT 1.3, ASSISTAT 7.2 e STATISCA 6.0.

Os dados obtidos como resposta dos tratamentos foram submetidos ao Teste
de Bartlett (P < 0,05) para conferir a homogeneidade das variancias e ao Teste de

Kolmogorov-Sminof (p < 0,05) para verificar a normalidade.

Para cada parametro considerado neste trabalho foi desenvolvida uma
Analise de Variancia (ANOVA FATORIAL) para um, dois ou trés fatores. Como as
repeticoes dos diferentes tratamentos foram conduzidas em trés datas diferentes
(trés blocos, conforme a Tabela 5) as andlises de varidncia foram desenvolvidas
sempre considerando a analise em blocos casualizados. Isto foi realizado uma vez
que, segundo Mendes (1985), ha a necessidade de conferir se existiram diferengas
entre os blocos, as quais poderiam causar interferéncia na resposta dos tratamentos
e, até mesmo, gerar uma interpretagdo equivocada dos resultados. Por ser um
experimento trifatorial e por tal necessidade de analise estatistica dos blocos foi
apresentado grande numero de tabelas. Quando o resultado da ANOVA denotou
diferenga significativa (p < 0,05) entre as médias dos tratamentos, foi aplicado o
teste de separacdo de médias de Tukey HSD (p < 0,05) para estabelecer as

diferengas entre os tratamentos e/ou as interagoes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.2 AVALIAGAO DO CRESCIMENTO

5.1.1 Curvas de Crescimento

A determinagdo da densidade celular, em intervalos de 24 horas apds o inicio
das culturas, possibilitou o estabelecimento da curva de crescimento para cada
unidade experimental. Nas Figuras 5 e 6 sao apresentadas as curvas de crescimento,
sendo que, a representacao grafica das curvas se refere a densidade celular diaria (em
células por mililitro) da média das trés repeticbes para cada uma das quatro fontes de
carbono. Os pontos indicam os valores obtidos e a linha continua representa a curva
ajustada, segundo regressao néo linear aplicando o modelo logistico (y =a /(1 + b exp
“)). Conforme pode ser visualizado nas Figuras 5 e 6, o modelo empregado neste
estudo foi apropriado para representar o crescimento microalgal uma vez que, segundo
Olivera (1998), este € o modelo de regressdo que melhor se ajusta aos dados obtidos

em cultivos de microalgas (tipo estacionario).

Em cada curva sao apresentados os parametros (a e b) da curva e o coeficiente
de determinagao (r2). Observa-se que, para ambas as espécies e todas as fontes de
carbono, as curvas correspondem ao modelo proposto e que os coeficientes de
determinagao variaram entre 0,96 e 0,99, indicando que existe correspondéncia entre

os dados obtidos e aqueles da curva ajustada, segundo Costa Neto (1977).

Nas curvas, as setas indicam as fases exponencial e estacionaria, nas quais
foram retiradas as amostras para o desenvolvimento das analises bioquimicas da

biomassa microalgal.
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FIGURA 5 - Curvas de crescimento de C. muelleri (CMU) para cada fonte de
carbono. Cada curva representa a média de trés repeticbes, em
numero de células por mililitro. As setas indicam os pontos de
amostragem para as analises bioquimicas (fases exponencial e
estacionaria).
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FIGURA 6 - Curvas de crescimento de T. fluviatilis (TFL) para

Cada curva representa a média de trés repeticbes, em numero de células
por mililitro. As setas indicam os pontos de amostragem para as analises

bioquimicas (fases exponencial e estacionaria).
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As curvas apresentam desenho semelhante, ndo sendo portanto, muito
perceptiveis as diferengas entre os dados obtidos nas diferentes fontes de carbono,
sendo que, as possiveis diferencas entre os parametros de crescimento sdo analisadas

individualmente a seguir.

5.1.2 Valores do pH

Os valores médios do pH, medido a cada 24 horas apos o inicio dos cultivos,

sdo apresentados nas Figuras 7 e 8.
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FIGURA 7 — Variagao do pH durante o desenvolvimento das culturas de C. muelleri.
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FIGURA 8 — Variagédo do pH durante o desenvolvimento das culturas
de T. fluviatilis.
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O pH inicial das culturas apresentou um valor médio de 7,6 £ 2,0. As medidas do
pH nas fontes Controle, Glicose e Acetato apresentaram tendéncia de variagdes
discretas ao longo do desenvolvimento das culturas para ambas as espécies.
Entretanto, o emprego do CO, gerou uma suave acidificacdo do meio de cultura,
atingindo um valor minimo de 6,4 e se mantendo em torno de 6,6 para ambas as
espécies ao longo dos cultivos. E certo que estes valores de pH foram devidos ao
préprio uso do CO,, o qual é um gas que apresenta pH acido e, portanto, causou a

acidificagcao do meio de cultura.

Segundo Esteves (1988), em meio aquoso o carbono inorganico pode estar na
forma de CO,, H,CO; (&cido carbdnico), HCOs™ (bicarbonato) ou COs* (carbonato) e
suas proporcbes dependem do pH, sendo que, conforme o aumento do pH
(alcalinizagao) as proporgdes bicarbonato e carbonato aumentam no meio de cultura.
Assim, numa cultura com pH acido ocorre uma maior disponibilidade de CO,, sendo
esta (o CO;y) a fonte de carbono preferida pelas microalgas, uma vez que este
composto se difunde rapidamente (adsorgdo passiva) da agua para o interior das
células e é usado diretamente nos processos de fixacdo. Ja o bicarbonato, é
incorporado ativamente, gerando um gasto energético para suportar este processo
(RAVEN, 1988; FALKOWSKI; RAVEN, 1990).

Segundo Boyd (1990), as concentragdes (em percentual) de CO,, bicarbonato e
carbonato sdo: em pH 5, de 95,7, 4,3 ¢ 0,0; em pH 6, de 69,2, 30,8 € 0,0; em pH 7, de
18,3, 81,6 e 0,0; em pH 8, de 2,2, 974 ¢ 0,5 e, em pH 9, de 0,2, 95,3 e 4,5,

respectivamente.

Como neste experimento foi estudado o efeito do carbono no crescimento e na
composicao bioquimica da biomassa microalgal, podemos considerar muito importante
essa variagao do pH nas culturas com CO,. O emprego do CO, pode ter contribuido
significativamente em relagio ao aumento na produtividade das culturas
(especialmente quanto a densidade celular maxima alcangada e quanto a biomassa
obtida, parametros a serem discutidos a seguir) de maneiras distintas: como fonte
(preferida) de carbono disponivel para as células; por ter acidificado o meio de cultura,

aumentando a quantidade de CO, disponivel no meio em comparagdao com as demais
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formas possiveis de serem encontradas na agua; por disponibilizacdo de outros

nutrientes.

5.1.3 Densidade Celular Maxima (DCM)

Na Figura 9 sao apresentados os valores (média das trés repeticbes) da
densidade celular maxima (DCM), calculados para cada espécie de microalga e para

cada fonte de carbono.
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150,0
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CMU TFL

FIGURA 9 - Densidade celular maxima (DCM) para cada espécie e para cada fonte de
carbono. CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis.

Foi evidente a diferenga entre a densidade celular maxima alcangada nas
culturas de C. muelleri (de até 1.406 x 10* ou 14.063.000 células por mililitro) e de T.
fluviatilis (de até 104 x 10* ou 1.040.000 células por mililitro) com o emprego de CO,.
Isto pode ser explicado pela disparidade entre as dimensdes celulares das duas
espécies, gerando um volume celular extraordinariamente diferente. A microalga, T.
fluviatilis apresentou em média um volume celular de 480,66 pm?®, enquanto C. muelleri
apresentou em média um volume de 41,27 pm® (conforme a amostragem de 50 células
de cada espécie quando as culturas se encontravam em fase exponencial e 50 células
de cada espécie em fase estacionaria da curva de crescimento). Conforme Agusti
(1991), a densidade celular alcangada nos cultivo esta relacionada com o tamanho
(volume) das células algais, sendo que, quanto maior o volume celular menor a

densidade celular possivel de ser alcancada nas culturas.
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Esta variacao na DCM entre as espécies além de ser natural, fez com que neste
estudo nao fosse proposto o desenvolvimento de analise de variancia deste parametro
de crescimento entre as espécies, a qual certamente teria apontado diferencas
significativas e, estas poderiam ser erroneamente atribuidas as distintas fontes de
carbono. Pelo mesmo motivo ndo foi comparada a densidade celular entre as fases da

curva de crescimento.

A DCM obtida nas culturas de C. muelleri foi similar aquela verificada por Olivera
(1998) em cultivos experimentais de C. calcitrans, enquanto que, a densidade celular
maxima da espécie T. fluviatilis obtida neste estudo foi similar aquela obtida por
Guerra, Romero e Mauri, (2004). Estes autores reportam que em cultivos sob
condigdes controladas (luz artificial), esta microalga alcangou uma densidade celular

maxima de 90 x 10* cel/ml.

Na Tabela 6 é apresentada a ANOVA unifatorial (p < 0,05) para a densidade

celular maxima para a microalga C. muelleri.

TABELA 6 — Analise de variancia unifatorial para a densidade celular maxima para C.

muelleri.
Causa da Variagdo | GL SQ QM F NS
Blocos 2 46971 23486 0,5513 0,602825
Fontes de Carbono | 3 1163714 387905 9,1061 0,011878*
Residuo 6 255589 42598
Total 11 1466274

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F: calculado;
NS: nivel de significancia; *: diferenga significativa com p < 0,05.

Na ANOVA pode-se observar que nao existiram diferencgas significativas entre os
dados dos blocos, entretanto houve diferengas significativas (p < 0,05) entre os dados
referentes as fontes de carbono. Para estimar as diferencgas entre as fontes de carbono

foi desenvolvido o teste de comparagcdo de médias apresentado na Tabela 7.
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TABELA 7 — Teste de comparagao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para a
densidade celular maxima (DCM) para C. muelleri.

Fonte de carbono DCM Grupos homogéneos
CO; 1406,3 x 10* a

Controle 729,7 x 10* b
Acetato 690,0 x 10* b
Glicose 650,0 x 10* b

*: em células por mililitro. Diferenga Minima Significativa: 583,9 x 10*.

A utilizagcdo do CO; resultou numa DCM significativamente (p < 0,05) superior as
demais fontes de carbono, sendo que, este efeito também foi reportado por Castro

Araujo e Garcia (2005) em culturas de Chaetoceros cf. weighamii.

Comparando os valores do controle com aqueles empregando CO,, presume-se
que o carbono (na forma de CO,) foi o nutriente limitante neste tipo de cultivo (CHEN,
1996), uma vez que os demais nutrientes foram adicionados as unidades experimentais
em iguais concentragdes e, apropriadas para suportar o0 maximo crescimento. Isto
parece indicar que o CO, atmosférico, presente numa baixa concentragédo (controle),
nao foi suficiente para proporcionar um 6timo crescimento algal neste tipo de cultivo,
conforme relatado por Tsuzuki et al. (1990). Ainda, existe a possibilidade de que a
reducao do pH possa ter favorecido a disponibilidade de algum outro nutriente, nestas

condicdes de cultivo.

Para a espécie C. muelleri, o emprego do CO; resultou na obten¢do de quase o
dobro (92,7 % e significativamente diferente com p < 0,05) da densidade celular em
relacdo ao controle e mais do que o dobro das demais fontes de carbono. As culturas
com acetato e glicose apresentaram, mesmo sem diferenga significativa do controle
nem entre eles, as mais baixas densidades celulares. Este resultado parece indicar que
esta espécie ndo apresenta a habilidade de assimilar (de maneira heterotréfica) estas
fontes de carbono presentes no meio de cultura, ou que, o gasto energético para a sua
assimilagcado ndo traz vantagens para as células algais. Isto ja havia sido relatado por
Chojnacka e Marques-Rocha (2004) e por Ceron Garcia et al. (2005), uma vez que
nem todas as espécies de microalgas conseguem assimilar carbono por outro processo

gue nao seja através da fotossintese (cultivo fotoautotréfico).
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Como nao existiram diferengas significativas entre o controle, acetato e glicose,
pode-se afirmar que estas fontes de carbono também nao causaram inibicdo do

crescimento de C. muelleri.

Na Tabela 8 é apresentada a ANOVA unifatorial para a densidade celular

maxima para T. fluviatilis.

TABELA 8 — Analise de variancia unifatorial para a densidade celular maxima para

T.fluviatilis.
Causa da Variacdo | GL SQ QM F NS
Blocos 2 1105,31 552,65 3,1110 0,118312
Fonte de Carbono 3 2602,95 867,65 4,8842 0,047407*
Residuo 6 1065,87 177,64
Total 11 477412

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F: calculado;
NS: nivel de significancia; *: diferenga significativa com p < 0,05.

Na ANOVA pode-se observar que nao existiram diferengas significativas (p <
0,05) entre os blocos, entretanto houve diferengas significativas (p < 0,05) entre os
dados referentes as fontes de carbono. Para estimar as diferencas foi desenvolvido o

teste de comparacao de médias apresentado na Tabela 9.

TABELA 9 — Teste de comparagao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para a
densidade celular maxima (DCM) para T. fluviatilis.

Fonte de Carbono DCM * Grupos homogéneos
CO» 104,0 x 10" a

Acetato 99,6 x 10* a

Controle 86,4 x 10 a b
Glicose 66,1 x 10°

*: em células por mililitro. Diferenga Minima Significativa: 37,8 x 10°.

Semelhante aos resultados obtidos com C. muelleri, o emprego de CO; nas
culturas de T. fluviatilis resultou numa DCM significativamente superior (p < 0,05),
entretanto os resultados médios sdo semelhantes, exceto nas culturas com glicose, as
quais apresentaram uma redug¢ao na ordem de 23,5 % em relagdo ao controle, o que

pode ser considerado um efeito negativo, ou seja, limitante do crescimento.
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Se considerarmos todas as culturas exceto aquelas com glicose, os valores
obtidos resultaram em médias homogéneas indicando que para a espécie T. fluviatilis o
uso do CO,, avaliando-se somente a densidade celular maxima alcangada, nao refletiu
num resultado expressivo (acréscimo de 20,4 % em relagdo ao controle e sem
diferencga significativa). Como o emprego do CO; nos cultivos gera um acréscimo no
custo de producdo, pode-se supor que neste tipo de cultivo e em culturas de T.
fluviatilis tal fonte suplementar de carbono poderia ser evitada. Entretanto, é evidente
que para uma conclusao definitiva sobre o uso do CO, é necessario considerar a
discussao de outros parametros de crescimento, bem como, das analises bioquimicas

da biomassa microalgal.

5.1.4 Tempo de Cultivo (TEMPO)

Na Figura 10 sdo apresentados os valores (média das trés repeticbes) do tempo
de cultivo (TEMPO), calculados para cada espécie de microalga para cada fonte de

carbono.
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FIGURA 10 — Tempo de cultivo em dias (TEMPO), para cada espécie e para cada fonte
de carbono.

Quanto ao tempo de cultivo, a espécie C. muelleri apresentou valor médio entre
4,3 e 5,0 dias de cultivo até alcancar a densidade celular maxima. Estes valores sao

semelhantes aqueles obtidos por Rousch, Binghan e Sommerfeld, (2003) em condigdes
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de cultivo similares. Na Tabela 10 é apresentada a ANOVA unifatorial para o tempo de

cultivo para C. muelleri.

TABELA 10 — Andlise de variancia unifatorial para o tempo de cultivo (TEMPO) para C.

muelleri.
Causa da Variagdo | GL SQ QM F NS
Blocos 2 0,1667 0,0833 0,0857 0,525342
Fonte de Carbono 3 1,6667 0,5556 0,5714 0,156734
Residuo 6 5,8333 0,9722
Total 11 7,0000

A ANOVA demonstrou ndo haver diferengas significativas (p < 0,05) entre os
blocos e, apesar da variagdo entre as fontes de carbono apontada na Figura 10, ndo

foram observadas diferencas significativas (p < 0,05) no TEMPO para C. muelleri.

Na Tabela 11 é apresentada a ANOVA unifatorial para o tempo de cultivo para

T.fluviatilis.

TABELA 11 — Andlise de variancia unifatorial para o tempo de cultivo (TEMPO) para T.

fluviatilis.
Causa da Variacdo | GL SQ QM F NS
Blocos 2 0,5000 0,2500 0,5294 0,614125
Fonte de Carbono 3 3,6667 1,2222 2,5882 0,148359
Residuo 6 2,8333 0,4722
Total 11 7,0000

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F: calculado;
NS: nivel de significancia; *: diferenga significativa com p < 0,05.

Tal como para a espécie C. muelleri; a ANOVA demonstrou nado haver
diferencas significativas (p < 0,05) entre os blocos nem entre as fontes de carbono para
C. muelleri. Da mesma forma que C. muelleri os valores observados estdo em

concordéancia com aqueles obtidos por Guerra, Romero e Mauri (2004).
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5.2.51 Velocidade de Crescimento (k)

Na Figura 11 s&o apresentados os valores (média das trés repeticdes) da
velocidade de crescimento (k), calculados para cada espécie de microalga e para cada

fonte de carbono.
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FIGURA 11 — Velocidade de crescimento (k) em divisdes por dia, para cada espécie e
para cada fonte de carbono.

Para a velocidade de crescimento, os maiores valores obtidos foram 1,46
divisbes por dia (div/dia) e 1,66 div/dia, respectivamente para C. muelleri e para T.
fluviatilis, nas culturas com CO,. Os menores valores foram 1,23 div/dia para C.

muelleri com glicose e 1,32 div/dia para T. fluviatilis com acetato.

Da mesma forma que a densidade celular maxima, a velocidade de crescimento
obtida nas culturas de C. muelleri foi similar aquela reportada por Olivera (1998) em
cultivos de C. calcitrans. Conforme Mcginnis, Dempster e Sommerfeld, (1997), C.
muelleri cresceu em média a uma velocidade de crescimento de 1,6 divisbes por dia
numa temperatura semelhante a empregada neste estudo e entrou em fase

estacionaria a partir do quarto dia.

As analises de variancia (ANOVA com p < 0,05) e os testes de comparagao de

médias, para estes parametros de crescimento, sdo apresentados a seguir.
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Na Tabela 12 é apresentada a ANOVA (p < 0,05) para a velocidade de

crescimento para a microalga C. muelleri.

TABELA 12 — Analise de variancia unifatorial para a velocidade de crescimento para C.

muelleri.
Causa da Variagdo | GL SQ QM F NS
Blocos 2 0,03435 0,01717 0,2212 0,807830
Fonte de Carbono 3 0,09756 0,03252 0,04188 0,746252
Residuo 6 0,46592 0,07765
Total 11 0,59782

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F: calculado;
NS: nivel de significancia; *: diferenga significativa com p < 0,05.

Na ANOVA pode-se observar que nao houve diferengas significativas (p < 0,05)
entre os blocos nem entre as fontes de carbono para este pardametro de crescimento,
ou seja, as diferentes fontes de carbono repercutiram em meédias homogéneas quanto

a velocidade de crescimento.

Na Tabela 13 é apresentada a ANOVA unifatorial para a velocidade de

crescimento para T.fluviatilis.

TABELA 13 — Analise de variancia unifatorial para a velocidade de crescimento para T.

fluviatilis.
Causa da Variacdo | GL SQ QM F NS
Blocos 2 0,08847 0,04423 1,2064 0,362780
Fonte de Carbono 3 0,18323 0,06108 1,6657 0,272047
Residuo 6 0,22000 0,03667
Total 11 0,49169

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F: calculado;
NS: nivel de significancia; *: diferenga significativa com p < 0,05.

Semelhante ao observado com a espécie C. muelleri, a ANOVA apontou que
nao houve diferengas significativas (p < 0,05) entre os blocos nem entre as fontes de

carbono para a velocidade de crescimento nas culturas de T. fluviatilis.

Como este parametro de crescimento foi calculado empregando-se os dados da

densidade celular maxima e aqueles do tempo de cultivo, sendo que, este ultimo nao
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apresentou diferencas significativas, era de se esperar que a velocidade de
crescimento também nao denotasse diferenca significativa entre as fontes de carbono.
Este resultado é distinto daquele reportado por Banerjee et al. (2002), os quais
obtiveram maior velocidade de crescimento em culturas de Bofryococcus braunii
aeradas com ar atmosférico enriquecido com CO;, do que naquelas aeradas somente

com ar atmosférico.

Um pouco distinto do resultado obtido neste trabalho em relacdo a densidade
celular maxima alcangada, o emprego de fontes suplementares de carbono, inclusive
CO,, nao causou um efeito positivo quanto ao tempo de cultivo e a velocidade de
crescimento das culturas. Este resultado parece indicar que estas espécies de
microalgas ndo podem crescer de maneira mixotrofica, ou seja, ndo tém a habilidade
de assimilar carbono a ndo ser pelo processo fotossintético, visto que, se

apresentassem tal habilidade o crescimento seria favorecido (LEE, 2004).

5.2 ANALISE BIOQUIMICA DAS MICROALGAS
5.2.1 Biomassa Seca
Os dados da biomassa seca (em miligramas por litro de cultura microalgal) para

cada espécie, para cada fase da curva de crescimento e para cada fonte de carbono

sdo apresentados na Figura 12.
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FIGURA 12 — Biomassa seca em miligramas por litro de cultura, considerando cada
espécie, cada fase da curva de crescimento e cada fonte de carbono
(EX = fase exponencial e ES = fase estacionaria).

Aparentemente o emprego do CO, causou um aumento na biomassa nas

culturas de C. muelleri e, de maneira geral, as culturas apresentaram maior biomassa

na fase estacionaria. Os dados obtidos sdo analisados estatisticamente na Tabela 14,

na qual é apresentada a ANOVA (p < 0,05) para a biomassa seca.

TABELA 14 — Analise de variancia fatorial para a biomassa seca.

Causa da Variagao GL SQ QM F
Blocos 2 8474,30542 4237,15271 0,2287
Fator 1 (espécie) 1 218335,65187 218335,65187 11,7853**
Fator 2 (fase) 1 682133,92521 682133,92521 36,8202**
Fator 3 (fonte de carbono) 3 511667,87729 170555,95910 9,2063**
Interacdes

Fator 1 x Fator 2 1 39485,47688 39485,47688 2,1313
Fator 1 x Fator 3 3  276396,50729 92132,16910 4,9731**
Fator 2 x Fator 3 3 33993,02729 11331,00910 0,6116
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 3 144150,563229  48050,17743 2,5936
Residuo 30 555782,84125 18526,09471

Total 47 2470420,14479

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F: calculado;
*. diferencga significativa com p < 0,05; **: diferenga significativa com p < 0,01.
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Pela analise de varidncia pode-se observar que nao houve diferencas
significativas (p < 0,05) entre os blocos, entretanto existiram diferengas significativas (p
< 0,01) para este parametro de crescimento entre as espécies, entre as fases da curva,
entre as fontes de carbono e entre a interagdo espécie x fonte de carbono. Para
estimar as diferencas foram desenvolvidos os testes de comparagcdo de médias

apresentados a seguir.

O teste de comparacido de médias referente a biomassa seca entre as espécies

€ apresentado na Tabela 15.

TABELA 15 — Teste de comparacao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para a
biomassa seca entre as espécies.

Espécie Biomassa (mg/L) Grupos homogéneos

CMU 786,7 a

TFL 651,9 b

CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis. Diferenca Minima

Significativa: 80,3.

O Teste apontou que a microalga da espécie C. muelleri apresentou a maior
biomassa seca por litro de cultura, sendo este valor (786,7 mg/L) superior e
significantemente diferente (p < 0,05) daquele obtido nas culturas de T. fluviatilis em
aproximadamente 20,7 %. Apesar da espécie T. fluviatilis apresentar células com maior
volume, a biomassa seca obtida foi proporcional a densidade celular maxima alcancada

e isso gerou uma maior produtividade nas culturas de C. muelleri.

Na Tabela 16 € apresentado o teste de comparagao de média entre as fases da

curva de crescimento.

TABELA 16 — Teste de comparacao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para a
biomassa seca entre as fases da curva de crescimento, considerando
ambas as especies.

Fase Biomassa (mg/L) Grupos homogéneos
Estacionaria 838,5 a
Exponencial 600,1 b

Diferengca Minima significativa: 80,3.

Ao se comparar a biomassa seca entre as fases ocorreu o0 que era natural, a

biomassa é significativamente (p < 0,05) maior (39,7 %) na fase estacionaria da curva
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de crescimento. Este resultado esta de acordo com o esperado uma vez que a fase
estacionaria € caracterizada por apresentar uma maior densidade celular e,

consequentemente uma maior biomassa por volume de cultura.

Na Tabela 17 é apresentado o teste de comparagao de média para a biomassa

seca entre as fontes de carbono.

TABELA 17 — Teste de comparagao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para a
biomassa seca entre as fontes de carbono, considerando ambas as

especies.
Fonte de carbono Biomassa (mg/L) Grupos homogéneos
CO, 891,9 a
Controle 705,4
Acetato 643,5
Glicose 636,3

Diferenca Minima Significativa: 150,9.

Pode-se observar que o emprego do CO, gerou uma biomassa
significativamente (p < 0,05) superior as demais fontes de carbono, enquanto que,

controle, glicose e acetato apresentaram médias homogéneas entre si.

Em relagcédo ao controle, o emprego do CO, determinou um acréscimo de 26,4%
na biomassa seca. O fato de o emprego do CO, resultar numa maior biomassa
concorda com aquele discutido por Wen e Chen (2000a; b), os quais reportam que o
carbono foi o nutriente limitante do crescimento em culturas sob condi¢des fototroficas
de Nitzschia laevis e que, o emprego desta fonte de carbono implicou numa maior

biomassa nas culturas.

A biomassa seca obtida com o emprego do acetato foi semelhante aquela obtida
por Ceron Garcia et al. (2005) em culturas de Phaeodactylum tricornutum, entretanto,
foi menor do que os valores reportados por estes autores nas culturas desta espécie

com o emprego de glicose.

Mesmo tendo sido percebido este resultado positivo com o emprego do CO;
para ambas as espécies, ao compara-las individualmente na fase estacionaria (vide a
Figura 10 e a Tabela 2 do ANEXO 1), verificou-se uma grande diferenga indicando que

a biomassa seca de C. muelleri teve um aumento de 40,7 %, enquanto que em T.
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fluviatilis o emprego desta fonte representou um aumento de somente 4,8 % em

relagdo ao controle.

O teste de comparacao de médias referente a biomassa seca da interagao entre

espécie e fonte de carbono é apresentado na Tabela 18.

TABELA 18 — Teste de comparagdao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para
biomassa seca da interacao entre espécie e fonte de carbono.

Interagao Biomassa (mg/L) Grupos homogéneos
CMU x CO, 1065, 1 a

CMU x Controle 763,9 b

TFL x CO, 718,9 b

CMU x Glicose 715,0 b

TFL x Acetato 684,8 b

TFL x Controle 646,8 b

CMU x Acetato 602,9 b

TFL x Glicose 557,7 b

CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis. Diferenca Minima

Significativa: 186,9.

Observa-se que a interagdo CMU x CO, apresentou a maior biomassa, com
1065,1 mg/L de cultura, denotando diferenga significativa (p < 0,05) em comparagéao
com as demais interagdes e, aproximadamente 39,4 % superior aquela obtida no
controle para a mesma espécie. Pode-se observar também que, a interagdo TFL x
Glicose apontou no Teste a menor média, com 557,7 mg/L de cultura, entretanto,
apresentou média significativamente homogénea com aquelas obtidas nas demais
interacbes. Mesmo apresentando uma pequena diferenga, o emprego do CO; no
cultivo de T. fluviatilis gerou uma biomassa maior (11,1 %) do que aquela obtida no

controle.

Ficou evidente o efeito positivo que o emprego do CO; proporcionou a biomassa
da espécie C. muelleri. Isto, mais uma vez indica que o uso do CO; foi muito mais
importante em C. muelleri do que em T. fluviatilis em se tratando da obtengdo da maior
biomassa nas culturas microalgais. Igualmente, Castro Araujo e Garcia (2005),
verificaram maior biomassa em cultivos da microalga C. cf. weighamii com o emprego

de aeracédo enriquecida com CO..
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Mesmo sem diferencga significativa em relagcéo ao controle, o emprego do acetato
e da glicose resultou numa menor biomassa. Entretanto, era esperado um resultado
diferente, ou seja, que a densidade celular e a biomassa fossem maiores nas culturas
com estas fontes suplementares de carbono orgéanico (cultivo mixotréfico), uma vez
que, acetato e glicose sdo os substratos organicos mais empregados em culturas
mixotréficas de espécies microalgais de interesse econdmico (CHEN, 1996; YANG,;
HUA; SHIMIZU, 2000). Este resultado difere daquele apresentado por Chen, Chen e
GONG (1997), os quais verificaram que o emprego de acetato proporcionou um
aumento no crescimento de Haematococcus lacustris, bem como é distinto daqueles
resultados apresentados por Tripathi et al. (1999) em culturas de Haematococcus
pluvialis e, por Kitano, Matsukawa e Karube (1997), em culturas de Navicula
saprophila, Rhodomonas salina e Nitzschia sp., espécies potencialmente produtoras de

acidos graxos poliinsaturados.

Segundo Cerdon Garcia et al. (2005) como a glicose € o produto final da
fotossintese poderia ser assumido que qualquer microrganismo fotossintético teria
condigcdes de incorporar este composto diretamente no seu metabolismo. Estes
autores reportam que o crescimento de Phaeodactylum tricornutum foi favorecido com
o emprego de glicose numa concentracdo de 5,0 g/L, a mesma empregada neste

trabalho.

Segundo Lee et al. (1996) e Lee (2004), apesar de muitas espécies algais
apresentarem baixa afinidade por substratos organicos, e consequentemente baixa
produtividade, a taxa de crescimento em cultivo do tipo mixotréfico € o resultado
aproximado da soma da taxa verificada em condi¢des fotoautotroficas com a taxa de
crescimento em condi¢cdes heterotroficas. Desta forma, nas culturas com glicose e
acetato (cultivo mixotréfico) era esperada uma maior taxa de crescimento (ou
densidade celular maxima ou biomassa), quando comparados com o controle (cultivo
fotoautotréfico). Isto parece indicar que, estas duas fontes suplementares de carbono
nao foram assimiladas por ambas as espécies para o0 aumento da biomassa, uma vez
que nem todas as microalgas podem assimilar outra fonte de carbono além do CO,
através do processo fotossintético (CHOJNACKA; MARQUES-ROCHA, 2004).
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A baixa produtividade pode também ser atribuida ao fato do CO, ser absorvido
por difusdo simples (transporte passivo), por ser neutro e a molécula pequena,
enquanto a glicose e o acetato sdo moléculas grandes, havendo dispéndio energético

para a absorgéo destes compostos pela célula (TAIZ; ZEIGER, 2004).

5.2.2 Proteinas Hidrossollveis

Na Figura 13 sao apresentados os dados médios dos valores obtidos das trés
repeticbes para cada fonte de carbono quanto ao teor de proteinas hidrossoluveis, em

miligramas por grama (mg/g), da biomassa liofilizada.
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FIGURA 13 — Proteinas hidrossoluveis em miligramas por grama da biomassa seca,
considerando cada espécie, cada fase da curva de crescimento e cada
fonte de carbono (EX = fase exponencial e ES = fase estacionaria).

Aparentemente a utilizagdo do CO; causou um aumento no conteudo de
proteinas, especialmente culturas de T. fluviatilis. Os dados obtidos sdo analisados
estatisticamente a seguir. Na Tabela 19 é apresentada a ANOVA (p < 0,05) para o teor

de proteinas hidrossoluveis.
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Causa da Variagao GL SQ QM F
Blocos 2 797,34042 398,67021 0,2691
Fator 1 (espécie) 1 29008,33333  29008,33333 19,5810**
Fator 2 (fase) 1 369,63000 369,63000 0,2495
Fator 3 (fonte de carbono) 3 91600,97417  30533,65806 20,6106**
Interacdes

Fator 1 x Fator 2 1 9424,80750 9424,80750 6,3619*
Fator 1 x Fator 3 3 16870,69500 5623,56500 3,7960*
Fator 2 x Fator 3 3 6272,51833 2090,83944 1,4113
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 3 8265,12083 2755,04028 1,8597
Residuo 30 44443,65958 1481,45532

Total 47  207053,07917

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F: calculado;
*. diferenca significativa com p < 0,05; ** diferenga significativa com p < 0,01.

Pode-se observar que ndao houve diferengas significativas (p < 0,05) entre os

blocos, entretanto houve diferengas significativas (p < 0,01) entre as espécies e entre

as fontes de carbono. Da mesma forma, houve diferenca significativa (p < 0,05) na

interacao entre espécie e fase da curva e na interacédo espécie x fonte de carbono.

Apesar da ANOVA apontar que nao existiram diferengas significativas entre as

fases da curva de crescimento, € possivel observar na Figura 13 que para a espécie C.

muelleri o teor de proteinas decresceu na fase estacionaria exceto nas culturas com

CO,, enquanto foi maior do que o controle em todos as fontes de carbono para T.

fluviatilis.

Na Tabela 20 é apresentado o teste de comparagdo de médias referente ao

conteudo de proteinas hidrossoluveis entre as espécies.
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TABELA 20 — Teste de comparagao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para
proteinas hidrossoluveis (em mg/g da biomassa seca) entre as

especies.
Espécie Proteinas (mg/qg) Grupos homogéneos
TFL 338,2 a
CMU 289,0 b

CMU = Chaetoceros muelleri, TFL
Significativa: 22,7.

Thalassiosira fluviatilis. Diferenga Minima

Conforme o resultado do Teste a espécie T. fluviatilis apresentou maior conteudo
de proteinas hidrossoluveis, com 338,2 miligramas de proteinas por grama da
biomassa seca, denotando diferenga significativa (P < 0,05) do valor obtido com C.

muelleri.

A concentragdo de proteinas hidrossoluveis verificada nas culturas de C.
muelleri (33,8 %) foi similar aquela obtida por Olivera (1998) em culturas de C.
calcitrans (30,1 %). Entretanto foi inferior ao valor obtido por Renaud et al. (2002), os
quais reportaram que em culturas de Chaetoceros sp. a concentragao de proteinas

alcangou uma concentragéo de 57,3 % da biomassa seca.

A espécie T. fluviatilis apresentou maior conteudo de proteinas na biomassa
seca do que C. muelleri, sendo que este resultado confere com aquele obtido por Leal,
Diaz e Garcia, (1990).

Na Tabela 21 é apresentado o teste de comparacdo de médias referente ao

conteudo de proteinas hidrossoluveis entre as fontes de carbono.

TABELA 21 — Teste de comparagao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para
proteinas hidrossoluveis (em mg/g da biomassa seca) entre as fontes
de carbono, considerando ambas as espécies.

Fonte de carbono Proteinas (mg/g) Grupos homogéneos
CO; 378,4 a

Glicose 315,6

Acetato 304,7 b

Controle 255,7 C

Diferenca Minima Significativa: 32,1.
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A fonte de carbono causou diferenga significativa (p < 0,05) no conteudo de
proteinas hidrossoluveis e, mais uma vez, o emprego do CO, causou um acréscimo
significativamente diferente (p < 0,05). Em comparagdo com o controle, 0 emprego do
CO; causou um incremento de aproximadamente 48,0% no conteudo de proteinas.
Este resultado parece indicar que se o intuito é a obtengdo de biomassa com elevado
teor protéico é indispensavel o uso desta fonte suplementar de carbono neste tipo de

cultivo.

O emprego de glicose e de acetato igualmente gerou um aumento no teor de
proteinas hidrossoluveis de 23,4 % e de 19,2 %, respectivamente, em comparagao com
aquele obtido no controle. Esta comparacdo parece indicar que ambas as espécies
valeram-se de alguma maneira destas fontes suplementares de carbono para
incrementar o conteudo de proteinas na biomassa, visto que, quando uma quantidade
suficiente de nutrientes esta disponivel no meio sdo principalmente sintetizadas
proteinas pelas células algais (SUSENIK; WARHON, 1991).

Na Tabela 22 é apresentado o teste de comparacdo de médias referente ao
conteudo de proteinas hidrossoluveis da interagcdo entre as espécies e as fases da

curva de crescimento.

TABELA 22 — Teste de comparagdo de meédias (Tukey HSD com p < 0,05) para
proteinas hidrossoluveis (em mg/g da biomassa seca) da interagao
entre espécie e fase da curva de crescimento, considerando ambas as

especies.
Interagao Proteinas (mg/qg) Grupos homogéneos
TFL x Estacionaria 349,4 a
TFL x Exponencial 326,9 a b
CMU x Exponencial 305,7 b c
CMU x Estacionaria 272,2 (3
CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis. Diferenca Minima

Significativa: 32,1.

A interacdo TFL x Estacionaria, apresentou um conteudo de proteinas
hidrossoluveis (349,4 mg/g) significativamente superior (p < 0,05) as interagdbes CMU x
Exponencial e CMU x Estacionaria. Pode-se observar também que a espécie T.
fluviatilis ndo apresentou diferenga significativa (p < 0,05) na interagdo com a fase da

curva de crescimento. As interacbes TFL x Exponencial e CMU x Exponencial nao
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apresentaram diferengas significativas. A espécie CMU também nao apresentou
diferenca significativa na interagdo com a fase da curva de crescimento. A interacéo
CMU x Estacionaria apresentou significativamente o menor conteudo de proteinas

hidrossoluveis, com 272,2 miligramas de proteinas por grama da biomassa seca.

Na Tabela 23 é apresentado o teste de comparagdo de médias referente ao
conteudo de proteinas hidrossoluveis da interacdo entre as espécies e as fontes de

carbono.

TABELA 23 — Teste de comparagao de médias (Tukey com p < 0,05) para proteinas
hidrossoluveis (em mg/g da biomassa seca) da interagao entre espécie
e fonte de carbono.

Interagao Proteinas (mg/g) Grupos homogéneos
TFL x CO» 432,3 a

TFL x Acetato 330,9 b

CMU x CO, 3244 b

TFL x Glicose 319,0 b

CMU x Glicose 312,0 b

CMU x Acetato 278.,4 b c
TFL x Controle 270,3 b C
CMU x Controle 241,0 C

CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis. Diferenca Minima

Significativa: 45,3.

Como ja havia sido denotada diferenga individual entre as espécies e entre as
fontes de carbono, a interagcdo entre estes fatores também apresentou diferengas
significativas (p < 0,05). Observa-se que a interagdo TFL x CO, apresentou o maior
valor, com 432,3 mg/g de proteinas, o qual é 60,0 % superior aquele obtido na
interacao TFL x Controle e na comparacgao da interagcdo CMU x Controle com CMU x
CO,, esta ultima causou um acréscimo de 34,6% no teor de proteinas. Da mesma
forma, a interagcdo CMU x Controle apontou no Teste a menor média observada, com
diferencas significativas entre as demais interacbes. Todas a demais interagdes
apresentaram médias significativamente homogéneas. Como para ambas as espécies
as menores médias foram obtidas no controle, isto reforga o conceito de que a sintese

proteica foi favorecida com o emprego das fontes suplementares de carbono.
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5.2.3 Carboidratos Totais

Na Figura 14 sdo apresentados os dados médios dos valores obtidos das trés
repeticoes para cada fonte de carbono quanto ao teor de carboidratos totais, em

miligramas por grama (mg/g), da biomassa liofilizada.
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FIGURA 14 — Carboidratos totais em miligramas por grama da biomassa seca,
considerando cada espécie, para cada fase da curva de crescimento e
para cada fonte de carbono (EX = fase exponencial e ES = fase
estacionaria).

De maneira geral ndo foi possivel inferir muito acerca dos dados apresentados.

Para determinar as diferencas quanto ao teor de carboidratos na biomassa seca foi

desenvolvida a ANOVA (p < 0,05), apresentada Tabela 24.
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TABELA 24 — Analise de variancia fatorial para carboidratos totais.

Causa da Variagao GL SQ QM F
Blocos 2 894,53805 447,26903 1,2147
Fator 1 (espécie) 1 1866,75908 1866,75908 5,0699*
Fator 2 (fase) 1 1353,20041 1353,20041 3,6751
Fator 3 (fonte de carbono) 3 20612,95094 6870,98365 18,6608**
Interacdes

Fator 1 x Fator 2 1 2297,71687 2297,71687 6,2403*
Fator 1 x Fator 3 3 54256,7174 18085,57235 49,1184**
Fator 2 x Fator 3 3 7628,98717 2542,99572 6,9065**
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 3 4557,74468 1519,24823 4,1261*
Residuo 30 11046,10768 368,20359

Total 47 104514,72193

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado meédio; F: calculado;
*. diferenca significativa com p < 0,05; ** diferenga significativa com p < 0,01.

Pode-se observar que ndao houve diferengas significativas (p < 0,05) entre os
blocos, porém houve diferencas significativas (p < 0,05) entre as espécies, entre as
interagdes espécie x fase da curva e entre a interagao espécie x fase da curva x fonte
de carbono. Houve também diferencas significativas (p < 0,01) entre as fontes de
carbono e entre as interagdes espécie x fonte de carbono e fase da curva x fonte de
carbono. Para evidenciar as diferencas foram desenvolvidos os testes de comparagao
de médias apresentados a seguir. Na Tabela 25 é apresentado o teste de comparacgéao

de média entre as espécies.

TABELA 25 — Teste de comparagdo de meédias (Tukey HSD com p < 0,05) para
carboidratos totais (em mg/g da biomassa seca) entre as espécies.

Espécie Carboidratos (mg/g) Grupos homogéneos
CMU 178,5 a
TFL 166,1 b

CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis. Diferengca Minima
Significativa: 11,3.

O Teste demonstrou a existéncia de diferencas significativas (p < 0,05) no
conteudo de carboidratos entre as espécies, sendo que o maior valor foi obtido com C.

muelleri, com 178,5 mg de carboidratos por grama de biomassa seca e, apesar deste
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resultado, a diferenca (7,5 %) entre as médias pode ser considerada muito pequena. A
concentracdo de carboidratos verificada nas culturas de C. muelleri (17,8 %) foi um
pouco superior aquela obtida por Olivera (1998) em culturas de C. calcitrans (14,8 %) e
por Renaud et al. (2002) com 13,1 % em culturas de Chaetoceros sp. Na Tabela 26 &

apresentado o teste de comparagao de média entre as fontes de carbono.

TABELA 26 — Teste de comparagdo de meédias (Tukey HSD com p < 0,05) para
carboidratos totais (em mg/g da biomassa seca) entre as fontes de
carbono, considerando ambas as espécies.

Fonte de carbono Carboidratos (mg/g) Grupos homogéneos
Glicose 188,6 a

Controle 186,7 a

CO; 176,5 a

Acetato 137,3 b

Diferenga Minima Significativa: 16,0.

Na comparagao entre as fontes de carbono, o emprego de glicose e de CO; ndo
mostrou qualquer efeito na sintese de carboidratos em relagdo ao controle. Somente o
com o emprego do acetato foi verificada uma redugdo de 36,0 % em relagdo ao
controle (diferenga significativa com p < 0,05), indicando que o emprego dessa fonte
suplementar de carbono reduziu a sintese de carboidratos. Este resultado difere
daquele obtido por Castro Araujo e Garcia (2005), uma vez que segundo estes autores,
a concentragao de carboidratos foi menor com o emprego do CO; nas culturas de C. cf.
weighamii, bem como difere daquele reportado por Ishida et al. (2000) no qual o
emprego do CO, causou um aumento no conteudo de carboidratos na biomassa de T.

fluviatilis.

Na Tabela 27 €& apresentado o teste de comparacido de meédias para

carboidratos totais da interagao entre espécie e fase da curva de crescimento.
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TABELA 27 — Teste de comparagao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para
carboidratos totais (em mg/g da biomassa seca) da interagdo entre
espécie e fase da curva de crescimento.

Interagao Proteinas (mg/qg) Grupos homogéneos
CMU x Exponencial 180,1 a
TFL x Estacionaria 178,2 a
CMU x Estacionaria 176,9 a
TFL x Exponencial 153,8 b
CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis. Diferenca Minima

Significativa: 15,9.

Nao foram observadas diferencgas significativas (p < 0,05) entre as interagdes
CMU x Exponencial, TFL x Estacionaria e CMU x Estacionaria. A interagdo TFL x
Exponencial resultou no menor valor observado (153,8 mg/g) quando ao teor de
carboidratos, apresentando diferengas significativas (p < 0,05) em comparagao com as

demais interacoes.

Na Tabela 28 €& apresentado o teste de comparacido de meédias para

carboidratos totais da interagao entre espécie e fonte de carbono.

TABELA 28 — Teste de comparagao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para
carboidratos totais (em mg/g da biomassa seca) da interagdo entre
espécie e fonte de carbono.

Interagao Carboidratos (mg/g) Grupos homogéneos

CMU x CO, 239,3 a

TFL x Controle 206,9 a

CMU x Glicose 188,7 c

TFL x Glicose 188,6 C

CMU x Controle 166,5 c

TFL x Acetato 155,0 c

CMU x Acetato 119,5 d e

TFL x CO;, 113,6 e
CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis. Diferenca Minima

Significativa: 22,6.

A interacdo CMU x CO; resultou no maior valor do conteudo de carboidratos,
com diferencgas significativas (p < 0,05). O emprego do CO; nos cultivos de C. muelleri

gerou um acréscimo de 69,6 % no conteudo de carboidratos em relagdo ao Controle,
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indicando ser o CO, uma excelente fonte de carbono quando se trata de potencializar a
sintese de carboidratos em cultivos desta espécie de microalga. Este resultado
mostrou-se bastante distinto, uma vez que a biomassa obtida na interacido TFL x CO;
apresentou o menor conteudo de carboidratos e, nas analises anteriores isto ndo havia
sido percebido. Em relagao a interagao TFL x Controle, a interagdo TFL x CO resultou
numa reducao na ordem de 82,1% no conteudo de carboidratos. As interacbes espécie
x Acetato também apresentaram teores reduzidos de carboidratos, indicando que para
obteng¢ao de um elevado conteudo de carboidratos, no cultivo desta espécie o emprego

de CO, ou de acetato ndo é recomendado.

O fato da interagdo CMU x CO, apresentar o maior conteudo de carboidratos e a
interacdo TFL x CO, o menor conteudo, parece indicar que as culturas (destas duas
interagdes) se encontravam em situagcées ambientais (fisiolégicas) distintas. A primeira
deveria se encontrar em condi¢des ainda satisfatérias para o crescimento, enquanto a
segunda, poderia estar com alguma limitagdo do crescimento, uma vez que o0s
carboidratos sdo geralmente sintetizados enquanto existe quantidade suficiente de
nutrientes no meio (YONGMANITCHAI; WARD, 1991).

Na Tabela 29 ¢é apresentado o teste de comparacdo de meédias para
carboidratos totais da interacdo entre a fase da curva de crescimento e o fonte de

carbono.

TABELA 29 — Teste de comparagdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para
carboidratos totais (em mg/g da biomassa seca) da interagdo entre
fase da curva de crescimento e fonte de carbono.

Interagao Carboidratos (mg/g) Grupos homogéneos
Exponencial x CO; 193,0 a

Exponencial x Controle 189,1 a

Exponencial x Glicose 188,1 a

Estacionaria x Glicose 185,9 a

Estacionaria x Controle 180,4 a

Exponencial x Acetato 167,0 a

Estacionaria x Acetato 162,1 a

Estacionaria x CO, 112,4 b

Diferenca Minima Significativa: 22,6.
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O conteudo de carboidratos na biomassa foi praticamente o mesmo em todas as
interacdes fase x fonte de carbono, somente a interagao Estacionaria x CO, apresentou
um valor significativamente diferente (p < 0,05) e inferior as demais. Este resultado
indica que além do teor de carboidratos nao ter apresentado variacdo entre as fases
exponencial e estacionaria também nao gerou resultados distintos na interagdo com

qualquer fonte de carbono.

O teste de comparacao de médias para carboidratos totais das interacdes entre
a espécie, a fase da curva de crescimento e a fonte de carbono, sdo apresentados na
Tabela 30.

TABELA 30 — Teste de comparagao de meédias (Tukey HSD com p < 0,05) para
carboidratos totais (em mg/g da biomassa seca) da interagdo entre
espécie, fase da curva de crescimento e fonte de carbono.

Interagao Carboidratos (mg/g) Grupos homogéneos
CMU x Exponencial x CO> 247,6 a

TFL x Estacionaria x Controle 236,8 a b

CMU x Estacionaria x CO 231,2 a b c

CMU x Exponencial x Glicose 192,3 a b ¢ d

TFL x Estacionaria x Glicose 191,2 a b c d

TFL x Exponencial x Glicose 186,0 b c d e

CMU x Estacionaria x Glicose 185,1 b ¢c d e

CMU x Exponencial x Controle 183,8 b c d e

TFL x Estacionaria x Acetato 182,2 b ¢ d e f
TFL x Exponencial x Controle 177,1 c d e f
CMU x Estacionaria x Controle 149,3 d e f g
CMU x Estacionaria x Acetato 142,2 d e f g
TFL x Exponencial x Acetato 127,9 e f g
TFL x Exponencial x CO 124,3 f g
TFL x Estacionaria x CO, 103,0 g
CMU x Exponencial x Acetato 96,9 g

CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis. Diferengca Minima
Significativa: 22,1.

Conforme o Teste, a interagdo CMU x Exponencial x CO; resultou no maior

conteudo de carboidratos, confirmando os resultados discutidos nos paragrafos
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anteriores. Entretanto, este valor nao é significativamente diferente daquele verificado
em algumas das outras interagdes, porém é diferente e 34,7 % superior ao obtido na
combinagdo CMU x Exponencial x Controle. Comparando as intera¢gdes empregando
as outras fontes de carbono, pode-se considerar que o emprego do CO, apresentou
um acréscimo no teor de carboidratos para C. muelleri, independentemente da fase da
curva de crescimento. Fato este que ocorreu justamente ao contrario para a espécie T.
fluviatilis, com a qual o emprego desta fonte suplementar de carbono repercutiu

negativamente no conteudo de carboidratos em relagéo ao controle.

Pelo anteriormente discutido ficou evidente que objetivando alcangar um elevado
teor de carboidratos na biomassa destas espécies, o emprego de CO, gerou um
resultado positivo na biomassa de C. muelleri enquanto seu efeito foi notadamente

negativo na biomassa de T. fluviatilis.

5.2.4 Lipidios Totais

Na Figura 15 sao apresentados os dados médios dos valores obtidos das trés
repeticbes para cada fonte de carbono quanto ao teor de lipidios totais, em miligramas

por grama (mg/g), da biomassa liofilizada.

250+

200+

150+

LIPIDIOS TOTAIS
(mg/g - Peso Seco)

|

EX | ES EX‘ ES EX‘ ES EX‘ ES | EX| ES EX‘ ES EX‘ ES | EX ‘ ES
Controle | Glicose | Acetato c0O2 Controle | Glicose | Acetato cO02
CMU TFL

FIGURA 15 — Lipidios totais em miligramas por grama da biomassa seca, considerando
cada espécie, cada fase da curva de crescimento e cada fonte de
carbono (EX = fase exponencial e ES = fase estacionaria).
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Aparentemente o emprego do CO;, causou um aumento no conteudo de lipidios,
especialmente culturas de T. fluviatilis. Nitidamente o emprego de acetato causou uma
reducdo no conteudo de lipidios. Praticamente em todos as fontes, o conteudo de
lipidios totais foi maior na fase estacionaria da curva de crescimento. Os dados obtidos
sdo analisados a seguir. Na Tabela 31 é apresentada a ANOVA (p < 0,05) para o teor

de lipidios totais.

TABELA 31 — Analise de variancia fatorial para lipidios totais.

Causa da Variagao GL SQ QM F
Blocos 2 2495,04520 1247,52260 2,3870
Fator 1 (espécie) 1 2678,14441 2678,14441 5,1244*
Fator 2 (fase) 1 27839,37001 27839,37001 53,2685**
Fator 3 (fonte de carbono) 3 78456,77124  26152,25708 50,0403**
Interacdes

Fator 1 x Fator 2 1 3825.25521 3825.25521 7,3193*
Fator 1 x Fator 3 3 10072,33747 3357,44582 6,4242**
Fator 2 x Fator 3 3 7466,77068 2488,92356 4,7624**
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 3 1360,70604 453,56868 0,8679
Residuo 30 15678,71293 522,62376

Total 47  149873,11319

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F: calculado;
*: diferencga significativa com p < 0,05; ** diferenga significativa com p < 0,01.

Pode-se observar que nao existiram diferencgas significativas (p < 0,05) entre os
blocos. Observa-se também que houve diferengas significativas (p < 0,05) entre as
espéecies e entre as interagdes espécie x fase da curva. Houve também interacdes
significativas (p < 0,01) entre as fases da curva, as fontes de carbono, as interagbes
espécie x fonte de carbono e fase da curva x fonte de carbono. Para evidenciar as
diferencas foram desenvolvidos os testes de comparacdo de médias apresentados a
seguir. Na Tabela 32 é apresentado o teste de comparagdo de meédia entre as

especies.
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TABELA 32 — Teste de comparacao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para lipidios
totais (em mg/g da biomassa seca) entre as especies.

Espécie Lipidios (mg/g) Grupos homogéneos

TFL 126,9 a

CMU 112,0 b

CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis. Diferenca Minima

Significativa: 13,5.

A espécie T. fluviatilis apresentou um conteudo de lipidios totais na ordem de
13,3 % superior ao obtido com C. muelleri (significativamente diferente com p < 0,05).
Este resultado concorda com aquele reportado por Leal, Diaz e Garcia, (1990) na
comparagao entre estas duas espécies de microalgas. Ja, a concentragado de lipidios
verificada nas culturas de C. muelleri (11,2 %) neste trabalho foi um pouco inferior
aquela obtida por Olivera (1998) em culturas de C. calcitrans (16,8 %) e por Renaud et

al. (2002) com 17,4 % de lipidios na biomassa obtida de culturas de Chaetoceros sp.

Na Tabela 33 é apresentado o teste de comparagao de média entre as fases da

curva de crescimento.

TABELA 33 — Teste de comparagédo de medias (Tukey HSD com p < 0,05) para lipidios
totais (em mg/g da biomassa seca) entre as fases da curva de
crescimento, considerando ambas as espécies.

Fase Lipidios (mg/g) Grupos homogéneos
Estacionaria 143,5 a
Exponencial 95,4 b

Diferengca Minima Significativa: 13,5.

O conteudo de lipidios totais apresentou diferengas significativas (p < 0,05) com
um teor superior na fase estacionaria. Isto parece indicar que a sintese e a acumulacéao
desta classe de compostos ocorreu nesta fase, este resultado concorda com aquele
reportado por McGinnis, Dempster e Sommerfeld (1997), onde a maior concentragao

de lipidios foi igualmente verificada na fase estacionaria em culturas de C. muelleri.

Segundo Dunstan et al. (1993) a biomassa microalgal € rica em lipidios polares
na fase exponencial e acumula triacilgliceréis (reserva) na fase estacionaria e, segundo
Yongmanitchai e Ward (1991), as microalgas tendem a estocar sua fonte energética na

forma de lipidios conforme a cultura vai se tornando mais velha.
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O teste de comparagcdao de média entre as fontes de carbono é apresentado na
Tabela 34.

TABELA 34 — Teste de comparacao de médias (Tukey com p < 0,05) para lipidios
totais (em mg/g da biomassa seca) entre as fontes de carbono,
considerando ambas as espécies.

Fonte de carbono Lipidios (mg/g) Grupos homogéneos
CO, 176,0 a

Glicose 123,9

Controle 115,9 b

Acetato 61,9 c

Diferenca Minima Significativa: 25,3.

O emprego do CO, gerou um maior conteudo de lipidios totais na biomassa
seca, com diferencga significativa (p < 0,05) das demais fontes de carbono, sendo 51,9
% superior ao controle. Segundo Tsuzuki et al. (1990) o emprego do CO, favorece a
sintese de lipidios pelas microalgas. O resultado obtido no presente estudo concorda
com aquele apresentado por Castro Araujo e Garcia (2005), uma vez que, segundo
estes autores a concentracéo de lipidios foi maior com o emprego do CO; nas culturas

de Chaetoceros cf. wighamii.

Quanto ao emprego do acetato, foi verificado uma redugao de 53,4 % no teor de
lipidios em relacdo ao controle e isto parece indicar que o acetato ndo foi uma fonte
propicia para a sintese de lipidios por estas duas espécies de microalgas, sendo que,
um resultado similar foi reportado por Ceron Garcia et al. (2005) ao empregar esta

fonte suplementar de carbono em culturas de Phaeodactylum tricornutum.

Na Tabela 35 € apresentado o teste de comparagcédo de médias das interagdes

entre espécie e fase da curva de crescimento.
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TABELA 35 — Teste de comparacao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para lipidios
totais (em mg/g da biomassa seca) da interagao entre espécie e fase da
curva de crescimento.

Interagao Lipidios (mg/qg) Grupos homogéneos
TFL x Estacionaria 159,9 a
CMU x Estacionaria 127,1 b
CMU x Exponencial 96,8 C
TFL x Exponencial 93,9 C
CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis. Diferenca Minima

Significativa: 19,1.

O resultado do teste de comparacao de médias apontou que o maior valor para
do conteudo de lipidios foi obtido na interagdo TFL x Estacionaria, com 159,9 mg/g, e
que este valor apresenta diferengas significativas (p < 0,05) entre aqueles obtidos nas
demais interagdes. A interacdo CMU x Estacionaria também apresenta diferencas
significativas em relacao as interagcbes CMU x Exponencial e TFL x Exponencial. Estes
resultados reforcam o fato de a maior concentracdo de lipidios ter sido verificada na
fase estacionaria da curva de crescimento, independentemente da espécie de

microalga.

O teste para a comparacao das médias das interacdes entre espécie e fonte de

carbono é apresentado na Tabela 36.

TABELA 36 — Teste de comparagéao de meédias (Tukey HSD com p < 0,05) para lipidios
totais (em mg/g da biomassa seca) da interacdo entre espécie e fonte

de carbono.
Interagao Lipidios (mg/g) Grupos homogéneos
TFL x CO, 201,0 a
CMU x CO, 150,9 b
TFL x Controle 134,7 b c
CMU x Glicose 129,0 b c
CMU x Controle 118,9 b C
TFL x Glicose 97,5 C d
CMU x Acetato 70,4 d
TFL x Acetato 53,4 d

CMU = Chaetoceros muelleri, TFL
Significativa: 32,9.

Thalassiosira fluviatilis. Diferenga Minima
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Na interacao espécie x fonte de carbono, ficou evidente que o uso do CO;
resultou num conteudo de lipidios significativamente (p < 0,05) maior,
independentemente da espécie. Em relacdo a combinagcdo TFL x Controle, a
combinagdo TFL x CO, apresentou um conteudo de lipidios 49,2 % superior. Da
mesma forma, a combinagdo CMU x CO, apresentou um teor de lipidios 23,9 %
superior ao da interagdo CMU x Controle. O emprego de glicose n&o gerou qualquer
variagdo em comparagdo com o controle para ambas as espécies. Entretanto o
emprego do acetato causou uma reducgao de 59,2 % e 39,6 % em relagao ao controle,
respectivamente em C. muelleri e T. fluviatilis, indicando mais uma vez que, esta fonte
suplementar de carbono ou a dose empregada nos cultivos causou um efeito inibitorio

na sintese lipidica.

O teste de comparacdo de médias da interagdo entre as fases da curva de

crescimento e as fontes de carbono é apresentado na Tabela 37.

TABELA 37 — Teste de comparagédo de medias (Tukey HSD com p < 0,05) para lipidios
totais (em mg/g da biomassa seca) da interagéo entre fases da curva de
crescimento e as fontes de carbono.

Interagao Lipidios (mg/g) Grupos homogéneos
Estacionaria x CO> 204,9 a

Estacionaria x Glicose 162,7 a b
Exponencial x CO; 147 1

Estacionaria x Controle 140,1

Exponencial x Controle 91,6 c
Exponencial x Glicose 85,2 C
Estacionaria x Acetato 66,4 c
Exponencial x Acetato 57,4 C

CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis. Diferenca Minima
Significativa: 32,9.

Confirmando a discussdo dos paragrafos anteriores, a interagéo fase x fonte de
carbono indicou que a combinagdo Estacionaria x CO, gerou o maior conteudo de
lipidios totais, entretanto nao significativamente diferente (p < 0,05) daquele obtido com
a combinacdo Estacionaria x Glicose. Em relagdo a combinacdo Estacionaria x
Controle, a combinacao Estacionaria x CO; representou um acréscimo de 46,2 % no

teor de lipidios totais. Tal resultado concorda com aquele reportado por Leman (1997),
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no qual a maior concentracdo de lipidios ocorreu com o emprego de fontes

suplementares de carbono e na fase estacionaria.

O resultado obtido com o emprego do CO; e, em especial na fase estacionaria, é
tido como um acontecimento natural nos cultivos de microalgas, uma vez que, estes
microrganismos iniciam a acumulagao de lipidios quando existe uma super oferta de
carbono no meio e ao mesmo tempo o crescimento se encontra limitado por algum
outro nutriente (PERNET, 2003; SWAAF, 2003). Inclusive, e segundo Ratledge (2001),
o processo de producao de lipidios em cultivos do tipo estacionario pode ser dividido
em duas etapas: num primeiro momento ocorre a produgcédo da biomassa e em seguida

a acumulacgao dos lipidios pelas células microalgais.

Segundo Abalde et al. (1995), diferentes das plantas, as microalgas respondem
a fatores ambientais com variagdes na sintese de acidos graxos e, como as células
microalgais que acumulam lipidios estao realizando a fotossintese, isto significa que a
rota metabdlica desde a fixagdo do CO, até a sintese dos lipidios pode ser ajustada
pelas células. Por conta disto, a deficiéncia de algum nutriente ou estresse ambiental

(autossombreamento por exemplo) induz nas células a sintese de lipidios.

Ja o emprego do acetato gerou uma reducédo tanto na fase estacionaria quanto
na fase exponencial, de 47,4 % e de 62,7 % respectivamente. Uma vez mais, pode-se
presumir que o emprego do acetato, ou a dose empregada nos cultivos, foi inibitéria da

sintese de lipidios nas duas espécies de microalgas avaliadas.

5.2.5.1 Acidos Graxos

Nas Tabelas 38 e 39 sao apresentados os dados médios dos valores obtidos
das trés repeticbes para cada fonte de carbono quanto a concentracdo dos acidos
graxos em microgramas por miligrama (ug/mg) e o percentual relativo do total de

acidos graxos da biomassa liofilizada para as espécies C. muelleri e T. fluviatilis.

Conforme pode ser visualizado, na biomassa de C. muelleri foram identificados

25 acidos graxos (e/ou isbmeros), tanto saturados quanto mono e poliinsaturados.
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Os acidos graxos com maior representatividade na biomassa de C. muelleri
foram o acido tretadecandico (14:0, acido miristico) com um teor variando entre 6,6 e
8,3 %, o acido hexadecandico (16:0, acido palmitico) com 22,5 a 36,4 %, o acido
hexadecaenodico (16:1, acido palmitoléico) com 21,6 a 36,0 %, e o 4&cido
eicosapentaendico (20:5 n-3) com 7,5 a 19,0 % do total de acidos graxos. Estes quatro
compostos correspondem a aproximadamente 76,2 % do total de acidos graxos
identificados na biomassa desta espécie de microalga. Este resultado é semelhante
aquele apresentado por Rousch, Bingham e Sommerfeld (2003), entretanto estes

autores somente identificaram 11 diferentes acidos graxos na biomassa de C. muelleri.
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TABELA 38 — Valores médios da concentragao de acidos graxos da biomassa da biomassa seca e percentual relativo do total de

acidos graxos, para C. muelleri em cada fase da curva de crescimento e para cada fonte de carbono.

Espécie avJ

Fase EXPONENCIAL ESTACIONARIA

Tratamento Controle Glicose Acetato COo, Controle Glicose Acetato

Ac. Gaxo| ugmg % Hg/mg % pgmg % pgmg % pgmg % Hg/mg % pg/mg % Hg/mg %
14:0 50 81 4,1 83 36 6,9 43 72 4,1 87 5,1 6,6 58 6,8 54 6,8
150 04 06 04 07 02 04 03 05 03 07 07 09 04 05 07 05
16:.0 18,7 296 180 364 16,3 318 16,5 27,7 10,7 25 205 26,1 238 280 294 28,0
16:1n7 18,1 289 11,8 24 138 271 14,2 24 16,6 35,1 17,2 21 18,0 212 288 212
16:1n5 0,1 02 0,1 02 0,1 02 0,1 02 0,1 02 0,1 02 0,1 0,1 02 0,1
16:1n? 05 06 03 06 03 05 02 03 03 07 03 04 03 03 02 03
16:2n6 07 1,1 03 07 06 1,1 07 1,2 09 18 07 09 07 08 13 08
16:2 réd 05 09 04 09 05 09 09 15 08 16 08 1,0 07 08 15 08
17:0 00 0,1 0,1 02 0,1 0,1 0,1 0,1 00 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
16:3 1,2 1,8 07 14 09 1,8 1,5 25 1,7 35 1,7 22 1,6 1,8 26 1,8
180 07 1,2 11 22 1,0 20 1,1 18 09 20 14 1,8 1,7 20 1,6 20
181n9 1,1 1,7 15 29 1,1 20 1,0 1,7 04 08 1,6 21 1,8 22 15 22
181 n7 05 07 1,3 26 06 1,1 08 14 03 05 1,2 16 1,2 15 22 15
1826 0,1 0,1 0,1 02 0,1 02 0,1 0,1 0,1 0,1 02 02 0,1 0,1 0,1 0,1
182n3 1,1 1,7 1,2 24 08 15 1,3 21 05 1,0 1,8 23 1,6 1,9 1,6 1,9
18:3n6 14 23 1,3 25 1,9 38 1,8 3 04 09 20 26 36 43 29 43
183n3 0,0 0 0,0 0,1 0,0 00 0,0 0,1 0,0 00 0,1 0,1 00 0,0 0,1 0,0
1843 1,2 1,9 09 1,8 1,3 24 1,3 22 04 08 1,8 23 34 40 1,7 40
20.0 0,1 0,1 0,1 02 0,1 02 0,1 0,1 0,0 0,1 0,1 0.2 0,1 0,1 0,1 0,1
2036 0,0 0,1 00 0,1 00 0,1 0,1 02 04 07 0,1 0,1 0,1 0,1 03 0,1
2046 1,6 25 07 14 1,1 22 1,3 22 1,3 28 1,9 25 21 25 43 25
2053 84 136 38 75 54 104 98 16,5 6,0 127 14,8 190 137 16,1 16,5 16,1
20 03 05 04 08 03 06 03 06 02 05 05 07 06 07 04 07
240 03 05 04 08 03 06 03 05 02 05 05 07 04 05 05 05
263 08 13 05 1 1,0 20 1,3 22 09 1,9 27 35 28 33 22 33
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TABELA 39 — Valores médios da concentragao de acidos graxos da biomassa da biomassa seca e percentual relativo do total de
acidos graxos, para T. fluviatilis em cada fase da curva de crescimento e para cada fonte de carbono.

Espéde TR
Fase BEXPONENCIAL ESTACONARA

Tretanerto Contrde Qioose Acetato 60 Contrde Glioose Aoetato

AcGao | g | % || % [wmg| % |wm| % [wmg| % |wmw| % [wmg| % |wm| %
140 52 75 105 87 96 83 138 | 105 157 92 187 | 105 | 178 103 | 123 73
150 08 11 17 1,4 23 20 23 1,7 36 21 39 22 37 21 52 31
151 02 03 03 03 04 03 03 02 08 05 09 05 08 05 04 02
160 117 169 27 | 188 | 199 172 310 | 286 51 148 | 286 | 160 | 272 157 | 311 191
16:1 17 175 52 BA | 75| B0 26 X7 | 49 23 9 | 489 | 274 | 486 20 | B3 | 208
16115 04 06 07 05 05 04 06 04 08 04 08 05 1,2 07 05 03
16:117? 03 04 03 02 04 03 03 03 03 02 03 02 09 05 02 01
1626 10 14 08 07 09 08 08 06 11 07 08 05 1,2 07 06 04
1624 28 40 25 20 28 24 20 15 29 17 27 15 38 22 28 19
17:0 02 03 01 01 02 02 04 03 01 0,1 01 01 06 04 02 0,1
163 21 31 73 6,0 67 58 58 44 108 64 104 59 75 43 96 56
180 07 10 05 04 08 07 09 07 05 03 09 05 1,3 08 08 05
1810 04 06 09 08 07 06 16 1,2 15 09 16 09 1,3 08 12 07
18117 05 07 16 13 13 11 09 07 21 1,2 36 20 31 18 15 09
1828 01 01 01 01 02 02 02 01 04 02 02 01 03 01 00 00
1826 09 13 05 04 04 03 08 06 1,0 06 11 06 07 04 12 08
1833 14 20 01 01 05 04 03 02 03 02 04 02 05 03 10 06
1843 12 17 34 28 24 21 45 34 85 50 102 58 68 39 128 76
200 00 01 01 00 03 03 01 01 01 0,1 01 01 0,1 01 01 0,1
20:3r6 00 00 03 02 01 01 02 02 01 0,1 04 02 01 00 04 03
20416 08 11 05 04 13 111 17 1,3 02 0,1 07 04 07 04 20 12
2053 172 248 %2 | 209 | 274 2B7 198 | 151 R4 191 BR7 | B89 | B5 193 | B9 | 206
20 02 03 01 01 0,1 01 01 0,1 01 00 01 01 0,1 01 01 0,1
24:0 03 04 1,0 08 16 14 07 06 08 05 09 05 1,0 06 14 08
263 35 50 63 53 89 77 95 72 82 48 82 46 108 6.2 124 70
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Semelhante ao que ocorreu com C. muelleri, foram também identificados 25
acidos graxos (e/ou isbmeros) na biomassa de T. fluviatilis, tanto saturados quanto
mono e poliinsaturados. Os acidos graxos com maior representatividade nas
analises foram o acido graxo tretadecandico (14:0, acido miristico) com um teor
variando entre 7,3 e 10,5 %, o acido hexadecandico (16:0, acido palmitico) com 14,8
a 23,6 %, o acido hexadecaendico (16:1, palmitoléico) com 23,3 a 31,5 %, o acido
eicosapentaendico (20:5 n-3) com 15,1 a 24,8 % e o acido docosahexaendico (22:6
n-3) com um teor variando entre 4,6 e 7,7 % do total de acidos graxos acidos graxos
identificados na biomassa. Estes cinco compostos correspondem a
aproximadamente 79,7 % do total de acidos graxos identificados na biomassa desta

espécie de microalga.

O perfil dos acidos graxos qualificados no presente trabalho foi similar aquele
reportado por Zhukova e Aizdaicher (1995), num estudo com quinze diferentes

espécies de microalgas e por Renaud et al. (2002) em se tratando de diatomaceas.

Na Figura 16 podem ser visualizados os percentuais dos acidos graxos

saturados, monoinsaturados e poliinsaturados encontrados na biomassa microalgal.
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FIGURA 16 - Percentual do total de acidos graxos saturados, monoinsaturados e
poliinsaturados encontrados na biomassa microalgal seca.

Conforme o indice de insaturacdo pode-se considerar que a espécie C.
muelleri apresentou um percentual mais elevado de acidos graxos saturados (40,1
%) e, um percentual praticamente igual de &cidos graxos mono (29,5 %) e

poliinsaturados (30,4 %), enquanto a espécie T. fluviatilis apresentou um maior
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percentual de acidos graxos poliinsaturados (40,5 %) e quase os mesmos valores de
acidos graxos saturados (30,5 %) e monoinsaturados (29,0 %). Quanto a espécie C.
muelleri, o percentual de acidos graxos poliinsaturados é semelhante aquele obtido
por Guerra, Romero e Mauri, (2004) em culturas de C. calcitrans, entretanto o
percentual de acidos graxos poliinsaturados obtido da biomassa de T. fluviatilis neste

trabalho foi inferior aquele obtido pelos mesmos autores, com 52,6 % de PUFA.

5.2.5.1 Acidos graxos poliinsaturados

Dentre os acidos graxos poliinsaturados foram encontrados 13 diferentes
compostos, 0s quais sdo apresentados (em percentual individual relativo a

concentragao de acidos graxos poliinsaturados totais) na Figura 17.

PUFA (% do Total de PUFA)

22:6 n3 [N

20:5n3
20:5n3

FIGURA 17 - Percentual individual relativo do total de acidos graxos poliinsaturados
(PUFA) obtidos na biomassa seca de C. muelleri e T. fluviatilis.

Quanto ao percentual relativo do total de PUFA, os acidos graxos mais
abundantes na biomassa da microalga C. muelleri foram o acido hexadecatriendico
(16:3, com 6,9 %), o acido octadecatriendico (18:3 n-6, acido gama-linolénico com
9,7 %), o acido octadecatetraenoico (18:4 n-3, acido estearidénico, com 8,0 %), o
acido eicosatretaendico (20:4 n-6, acido araquidbénico, com 7,6 %), o acido
eicosapentaendico (20:5 n-3, EPA, com 46,0 %) e o acido docosahexaendico (22:6
n-3, DHA, com 7,6 %).
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Na biomassa de T. fluviatilis foram predominantes o acido hexadecatriendico
(16:3, com 12,8 %), o acido octadecatetraenoico (18:4 n-3, acido estearidénico, com
10,0 %), o acido eicosapentaendico (20:5 n-3, EPA, com 50,1 %) e o &acido
docosahexaendico (22:6 n-3, DHA, com 14,6 %), sendo este resultado semelhante

aquele obtido por Guerra, Romero e Mauri (2004).

Além daqueles anteriormente qualificados, foram também identificados na
biomassa outros acidos graxos poliinsaturados como o octadecadiendico (18:2 n-6
acido linoléico) e o acido octadecatriendico (18:3 n-3, acido alfa-linolénico) sendo
que estes sdo também considerados essenciais na dieta humana uma vez que os
mamiferos carecem das enzimas delta12 e delta15 desaturases, necessarias para a
sintese destes compostos (DOMERGUE et al., 2002).

A espécie C. muelleri nao apresentou o acido octadecadiendico (18:2 n-8),
enquanto a espécie T. fluviatilis ndo apresentou o acido octadecadiendico (18:2 n-3)

nem o acido octadecatriendico (18:3 n-6).

As ANOVA relativas ao conteudo de EPA e de DHA das comparacdes entre
as espécies, entre as fases da curva, entre as fontes de carbono e entre as
interacbes destes fatores sdo apresentadas individualmente a seguir. As ANOVA
para os demais acidos graxos poliinsaturados e os testes de comparagao de médias
entre as espécies, as fases da curva, as fontes de carbono e as respectivas

interacoes entre estes fatores sao apresentados no ANEXO 2.

5.25.2 Acido eicosapentaenéico (EPA)

Na Figura 18 sao apresentados os dados médios dos valores obtidos das trés
repeticbes para cada fonte de carbono quanto ao teor do acido eicosapentaendico,

em microgramas por miligramas (ug/mg), da biomassa liofilizada.
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FIGURA 18 — Valores médios do conteudo de EPA em microgramas por miligrama
da biomassa seca, considerando cada espécie, para cada fase da
curva de crescimento e para cada fonte de carbono (EX = fase

exponencial e ES = fase estacionaria).

Ficou evidente que a espécie T. fluviatilis apresentou um maior conteudo de
EPA em comparagao com C. muelleri. Praticamente em todos as fontes de carbono

o conteudo deste acido graxo foi maior na fase estacionaria da curva de

crescimento.

Na Tabela 40 é apresentada a ANOVA (p < 0,05) para o teor EPA. Conforme
o resultado da ANOVA nao houve diferengas significativas (p < 0,05) entre os

blocos, entretanto houve diferengas significativas (p < 0,01) entre as espécies, entre

as fases da curva, entre as fontes de carbono e entre algumas das interagdes.

Somente a interacado fase x fonte de carbono apresentou diferengas significativas

com p < 0,05.
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TABELA 40 — Analise de variancia fatorial para o conteudo de EPA na biomassa

seca.

Causa da Variagao GL SQ QM F
Blocos 2 7,80875 3,90438 0,9270
Fator 1 (espécie) 1 3956,70083 3956,70083 939,4527**
Fator 2 (fase) 1 870,40333 870,40333 206,6628**
Fator 3 (fonte de carbono) 3 136,33667 45,44556 10,7903**
Interacdes

Fator 1 x Fator 2 1 82,68750 82,68750 19,6328**
Fator 1 x Fator 3 3 89,18250 29,72750 7,0583**
Fator 2 x Fator 3 3 37,63000 12,54333 2,9782*
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 3 207,58917 69,19639 16,4295**
Residuo 30 126,35125 4,21171

Total 47 5514,69000

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F:
calculado; *: diferenga significativa com p < 0,05; ** diferenca significativa com p <
0,01.

Para evidenciar as diferengcas foram desenvolvidos os testes de comparacao

de médias apresentados a seguir.

Na Tabela 41 é apresentado o teste de comparacdo de média entre as

especies.

TABELA 41 — Teste de comparagdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o
conteudo de EPA (ug/mg da biomassa seca) entre as espécies.

Espécie EPA (ug/mg) Grupos homogéneos
TFL 27,9 a
CMU 9,8 b

CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis. Diferenga Minima
Significativa: 1,5.

O Teste demonstrou a existéncia de diferencas significativas (p < 0,05), sendo
que o maior valor foi obtido com a espécie T. fluviatilis, com 27,9 microgramas de

EPA por miligrama de biomassa seca.

Na Tabela 42 é apresentado o teste de comparagao de média entre as fases

da curva de crescimento.
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TABELA 42 — Teste de comparacao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para EPA
(Mg/mg da biomassa seca) entre as fases da curva de crescimento,
considerando ambas as espécies.

Fase EPA (ug/mg) Grupos homogéneos
Estacionaria 23,1 a
Exponencial 16,6 b

Diferengca Minima Significativa: 1,2.

Conforme o Teste, na fase estacionaria a biomassa microalgal registrou uma
quantidade de EPA 58,2 % maior e significativamente diferente (p < 0,05) daquela
encontrada na fase exponencial. Isto parece indicar que a acumulagao deste acido
graxo ocorreu neste momento da curva de crescimento, sendo que, este resultado
também foi verificado por Brown et al. (1997), por Ardo, Yamada e Kawaguchi,
(1987) e por Olivera (1998), apesar da quantidade deste acido graxo ter sido muito
superior no presente trabalho em relagcdo ao ultimo autor citado. Segundo Kile
(1986) e Zhukova e Aizdaicher (1995), de uma maneira geral os PUFA sdao mais

abundantes na fase estacionaria.

Na Tabela 43 é apresentado o teste de comparagcdo de médias entre as

fontes de carbono.

TABELA 43 — Teste de comparagao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o
conteudo de EPA (ug/mg da biomassa seca) entre as fontes de
carbono, considerando ambas as espécies.

Fonte de carbono EPA (ug/mg) Grupos homogéneos
CO; 20,1 a

Acetato 19,9 a

Glicose 19,4 a

Controle 16,0 b

Diferenca Minima Significativa: 1,7.

Pode-se observar que o emprego de qualquer uma das fontes suplementares
de carbono resultou num acréscimo, com diferengas significativas (p < 0,05), no teor
de EPA em relagdo ao controle. O emprego do CO; resultou no maior valor, com
uma diferengca de 25,6 % do controle, sugerindo o uso desta fonte, e das outras
também, no intuito de aumentar da sintese deste acido graxo na biomassa das
microalgas das espécies empregadas neste estudo. Tal resultado, parece indicar

que neste tipo de cultivo, a maior oferta de carbono resultou numa maior



92

acumulacdo de acidos graxos poliinsaturados pelas microalgas, sendo que,
resultado similar foi reportado por Wen e Chen (2000 b) em cultivos da diatomacea

Nitzschia laevis.

Na Tabela 44 é apresentado o teste de comparacdo de médias para o teor de

EPA da interacao entre espécie e fase da curva de crescimento.

TABELA 44 — Teste de comparagdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o
conteudo de EPA (ug/mg da biomassa seca) da interagdo entre
espécie e fase da curva de crescimento.

Interagao EPA (ug/mg) Grupos homogéneos
TFL x Estacionaria 33,5 a

TFL x Exponencial 22,4 b

CMU x Estacionaria 12,7 C

CMU x Exponencial 6,8 d

CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis. Diferenca Minima
Significativa: 1,7.

A interagdo TFL x Estacionaria resultou no maior conteudo de EPA, seguida
pela interagdo TFL x Exponencial, sendo que todas as interacbes mostraram-se
significativamente (p < 0,05) diferentes e, a interagio CMU x Exponencial
apresentou um teor de EPA quase cinco vezes menor do que aquele verificado na

interac&o citada no inicio deste paragrafo.

Na Tabela 45 é apresentado o teste de comparagdo de médias para o

conteudo de EPA da interacdo entre espécie e fonte de carbono.
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TABELA 45 — Teste de comparacdao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o
conteudo de EPA (ug/mg da biomassa seca) da interagcdo entre
espécie e fonte de carbono.

Interagao EPA (ug/mg) Grupos homogéneos
TFL x Acetato 30,4 a

TFL x Glicose 29,4 a

TFL x CO, 27 1 a b

TFL x Controle 24,8

CMU x CO, 13,2 c

CMU x Acetato 9,5 c d
CMU x Glicose 9,3 d
CMU x Controle 7,2 d

CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis. Diferengca Minima
Significativa: 2,8.

O Teste mostrou que todas as combinagcbes da espécie T. fluviatilis
resultaram em valores significativamente superiores (p < 0,05) aos obtidos com C.
muelleri para todas as fontes de carbono. O emprego das fontes suplementares de
carbono causou aumento da concentracdo de EPA para ambas as espécies. O
emprego do CO; resultou num aumento significativamente diferente (p < 0,05) de
83,3 % na concentracdo de EPA na biomassa de C. muelleri em relagao a interacao
CMU x Controle.

Na Tabela 46 é apresentado o teste de comparacdo de médias para o teor de

EPA da interacao entre a fase da curva de crescimento e fonte de carbono.
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TABELA 46 — Teste de comparacao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o
conteudo de EPA (ug/mg da biomassa seca) da interagéo entre fase
da curva de crescimento e fonte de carbono.

Interagao EPA (ug/mg) Grupos homogéneos
Estacionaria x CO, 255 a

Estacionaria x Glicose 24,2 a

Estacionaria x Acetato 23,6 a

Estacionaria x Controle 19,2 b
Exponencial x Acetato 16,4 b c
Exponencial x CO; 14,8 C
Exponencial x Glicose 14,5 C
Exponencial x Controle 12,8 c

Diferenca Minima Significativa: 2,8.

O Teste apontou a existéncia de diferengas significativas (p < 0,05) para o
conteudo de EPA entre as interacbes. As interacbes Estacionaria x CO,,
Estacionaria x Glicose e Estacionaria x Acetato apresentaram os maiores valores e
as médias foram homogéneas entre si e diferentes estatisticamente das demais. As
interacdes Estacionaria x Controle e Exponencial x Acetato apresentaram valores
intermediarios e médias homogéneas entre si. De uma maneira geral, na fase
exponencial foram observados os menores valores de EPA, independentemente da
fonte de carbono. A interagdo Exponencial x Controle resultou no menor valor para

o conteudo deste acido graxo, com 12,8 ug/mg na biomassa seca.

O teste de comparacdo de médias para o conteudo de EPA das interagdes
entre a espécie, a fase da curva de crescimento e fonte de carbono, é apresentado
na Tabela 47.
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TABELA 47 — Teste de comparacao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o
conteudo de EPA (ug/mg da biomassa seca) da interagcdo entre
espécie, fase da curva de crescimento e fonte de carbono.

Interagao EPA (ug/mg) Grupos homogéneos
TFL x Estacionaria x CO» 34,5 a

TFL x Estacionaria x Glicose 33,7 a

TFL x Estacionaria x Acetato 33,5 a b

TFL x Estacionaria x Controle 32,4 a b

TFL x Exponencial x Acetato 27,4 b ¢

TFL x Exponencial x Glicose 25,2 c d

TFL x Exponencial x CO, 19.8 d e

CMU x Estacionaria x CO 18,4 e

TFL x Exponencial x Controle 17,2 e

CMU x Estacionaria x Glicose 14,8 e f

CMU x Estacionaria x Acetato 13,7 e f g
CMU x Exponencial x CO> 9,8 f g h
CMU x Exponencial x Controle 8,4 g h
CMU x Estacionaria x Controle 6,0 h
CMU x Exponencial x Acetato 54 h
CMU x Exponencial x Glicose 3,8 h

CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis. Diferengca Minima
Significativa: 2,4.

O resultado do teste de comparagdao de médias apontou que os maiores
valores (com diferengas significativas para p < 0,05) quanto ao conteudo de EPA
foram obtidos nas interagcdes de TFL na fase estacionaria, independentemente da
fonte de carbono. Os maiores valores foram obtidos nas interacbes TFL x
Estacionaria x CO,, com 34,5 ug/mg e TFL x Estacionaria x Glicose com 33,7 ug/mg,
sem diferengas significativas entre as demais interagdes TFL x Estacionaria x fonte
de carbono. As interagdes TFL x exponencial apresentaram valores médios para
todas as fontes de carbono avaliadas, enquanto as interagdes CMU x fase x fonte de
carbono resultaram nos menores valores, sendo que a interagdo CMU x Exponencial

x Glicose apontou o menor valor, com 3,8 ug/mg de EPA na biomassa liofilizada.

Ficou portanto evidente que o a microalga T. fluviatilis apresentou o maior

conteudo de EPA entre as espécies, que na fase estacionaria ocorreu a maior
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acumulagao e que todas as fontes suplementares de carbono repercutiram num

acreéscimo no teor deste acido graxo na biomassa microalgal de ambas as espécies.

5.25.3 Acido docosahexaendico (DHA)

Na Figura 19 s&o apresentados os dados médios dos valores obtidos das trés
repeticbes para cada fonte de carbono quanto ao conteudo do acido

docosahexaendico, em microgramas por miligramas (ug/mg), da biomassa

liofilizada.
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FIGURA 19 — Valores médios do conteudo de DHA em microgramas por miligrama
da biomassa seca, considerando cada espécie, para cada fase da
curva de crescimento e para fonte de carbono (EX = fase exponencial
e ES = fase estacionaria).

Pode-se perceber que a espécie T. fluviatilis apresentou o maior teor do acido
graxo DHA e que também, o conteudo deste composto sempre foi mais elevado na

fase estacionaria da curva de crescimento.

Na Tabela 48 é apresentada a ANOVA (P < 0,05) para o conteudo de DHA. A
ANOVA apontou que nao houve diferengas significativas (p < 0,05) entre os blocos e
que o conteudo de DHA na biomassa apresentou diferengas significativas (p < 0,05
ou p < 0,01) entre as espécies, as fases da curva, entre as fontes de carbono e entre

algumas das interacoes.
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TABELA 48 — Analise de variancia fatorial para o conteudo de DHA na biomassa

seca.
Causa da Variagao GL SQ QM F
Blocos 2 3,04292 1,52146 1,2036
Fator 1 (espécie) 1 560,33333 560,33333 443,2579**
Fator 2 (fase) 1 45,63000 45,63000 36,0961**
Fator 3 (fonte de carbono) 3 61,90833 20,63611 16,3244
Interacdes

Fator 1 x Fator 2 1 6,453333 6,453333 5,1050*
Fator 1 x Fator 3 3 29,71167 9,90389 7,8346**
Fator 2 x Fator 3 3 1,24833 0,41611 8,3292
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 3 11,35500 3,78500 2,9942*
Residuo 30 37,92375 1,26413

Total 47 757,60667

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F:
calculado; *: diferenga significativa com p < 0,05; ** diferenca significativa com p <
0,01.

Para evidenciar as diferengcas foram desenvolvidos os testes de comparacao
de médias apresentados a seguir. Na Tabela 49 é apresentado o teste de

comparacgao de médias entre as espécies.

TABELA 49 — Teste de comparagao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para DHA
(Mg/mg da biomassa seca) entre as espécies.

Espécie DHA (ug/mg) Grupos homogéneos
TFL 8,4 a
CMU 1,6 b

CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis. Diferengca Minima
Significativa: 0,7.

O conteudo de DHA em T. fluviatilis foi significativamente diferente (p < 0,05)
e superior (mais de cinco vezes) ao encontrado na microalga C. muelleri, indicando
que, se objetivo é a obtengao deste acido graxo, o cultivo da espécie T. fluviatilis € o
mais indicado. Este resultado esta em concordancia com aqueles apresentados por
Brown et al. (1997) na comparacédo de C. muelleri com Thalassiosira pseudonana.
Segundo Volkman et al. (1989), a microalga T. pseudonana apresentou a maior

quantidade deste acido graxo quando comparada com outras diatomaceas, sendo



98

estes resultados similares aquele reportado por Ishida et al. (2000) com a espécie T.

weissflogii.

Na Tabela 50 é apresentado o teste de comparacdo de média entre as fases

da curva de crescimento

TABELA 50 — Teste de comparacdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o
conteudo de DHA (ug/mg da biomassa seca) entre as fases da curva
de crescimento, considerando ambas as espécies.

Fase DHA (ug/mg) Grupos homogéneos
Estacionaria 5,9 a
Exponencial 4,0 b

Diferengca Minima Significativa: 0,7.

Na fase estacionaria foi verificado o maior conteudo de DHA na biomassa,
com diferencga significativa (p < 0,05), provavelmente indicando ser esta a fase com
maior bioacumulagédo deste acido graxo, resultado que discorda daquele reportado
por Olivera (1998) em culturas de C. calcitrans. Entretanto, Fidalgo et al. (1998) e
Fidalgo et al. (1990), reportaram que a composi¢cao bioquimica da biomassa foi
bastante afetada pela fase da curva de crescimento em culturas de /Isochrysis
galbana e Phaeodactylum tricornutum, respectivamente. O maior conteudo de
proteinas foi verificado na fase exponencial, enquanto o maior conteudo de lipidios e
de PUFA foram obtidos na fase estacionaria. Este acontecimento pode ser
explicado, uma vez que geralmente a acumulagdo dos triacilglicerois tem sido
relacionada com o fim da divisdo celular, o qual ocorre no inicio da fase estacionaria
(HODGSON et al., 1991).

Na Tabela 51 é apresentado o teste de comparagao de média entre as fontes

de carbono.
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TABELA 51 — Teste de comparacdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o
conteudo DHA (ug/mg da biomassa seca) entre as fontes de
carbono, considerando ambas as espécies.

Fonte de carbono DHA (ug/mg) Grupos homogéneos
CO, 6,2 a

Acetato 59 a

Glicose 4,4 b
Controle 3,4

Diferenca Minima Significativa: 1,2.

O emprego de acetato e de CO; resultou em maior teor de DHA,
significativamente diferente (p < 0,05), daqueles obtidos com glicose e no controle.
Em relagéao ao controle, o CO, gerou uma quantidade 82 % superior, indicando que

este foi um a fonte de carbono eficiente na sintese deste acido graxo.

Na Tabela 52 é apresentado o teste de comparagdao de médias para o

conteudo de DHA da interagao entre espécie e fase da curva de crescimento.

TABELA 52 — Teste de comparacdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o
conteudo de DHA (ug/mg da biomassa seca) da interagdo entre
espécie e fase da curva de crescimento.

Interagao DHA (nug/mg) Grupos homogéneos
TFL x Estacionaria 9,7 a

TFL x Exponencial 7,0 b

CMU x Estacionaria 2,1 C
CMU x Exponencial 0,9 c

CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis. Diferengca Minima
Significativa: 0,9.

Pode-se verificar que a interacdo TFL x Estacionaria apresentou o maior
conteudo de EPA, sendo este significativamente diferente (p < 0,05) e muito superior
aqueles obtidos nas demais interagcbes. As interagdes TFL x fase, igualmente
apontaram significativas diferengas na concentragcdo deste acido graxo em
comparagao com aquelas verificadas na biomassa de C. muelleri, a qual apresentou

valores muito inferiores.

Na Tabela 53 é apresentado o teste de comparagdao de médias para o

conteudo de DHA da interagao entre espécie e fonte de carbono.
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TABELA 53 — Teste de comparagao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para DHA
(vg/mg da biomassa seca) da interacdo entre espécie e fonte de

carbono.

Interagao DHA (nug/mg) Grupos homogéneos
TFL x CO, 10,6 a

TFL x Acetato 9,8 a

TFL x Glicose 7,3

TFL x Controle 5,8

CMU x Acetato 1,9 c
CMU x CO» 1,8 c
CMU x Glicose 1,6 c
CMU x Controle 0,9 C

CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis. Diferengca Minima
Significativa: 1,5.

Todas as interagbes com a espécie TFL apresentaram diferengas
significativas (p < 0,05) em comparagdo com aquelas da microalga CMU,
independentemente da fonte de carbono. A interagdo TFL x CO; resultou no maior
valor observado (10,6 ug/mg) para o teor de DHA na biomassa seca, resultado que
nao difere significativamente da interagdo TFL x Acetato, entretanto estas duas
interacdes diferem das demais interagdes. As interacbes TFL x Glicose e TFL x
Controle apresentaram valores médios, enquanto todas as interagdes da espécie
CMU apresentaram médias significativamente diferentes e valores muito reduzidos
quanto ao conteudo de DHA. O emprego do CO, gerou um acréscimo no teor de

DHA na ordem de 82,8 % na biomassa de T. fluviatilis e de 100 % em C. muelleri.

O teste de comparacao de médias para DHA das interagdes entre a espécie,

a fase da curva de crescimento e a fonte de carbono é apresentado na Tabela 54.
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TABELA 54 — Teste de comparacdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o
conteudo de DHA (ug/mg da biomassa seca) da interagdo entre
espécie, fase da curva de crescimento e fonte de carbono.

Interagao DHA (nug/mg) Grupos homogéneos
TFL x Estacionaria x CO» 11,7 a

TFL x Estacionaria x Acetato 10,8 a b

TFL x Exponencial x CO, 9,5 a b C

TFL x Exponencial x Acetato 8,9 a b c

TFL x Estacionaria x Controle 8,2 b c

TFL x Estacionaria x Glicose 8,2 b C

TFL x Exponencial x Glicose 6,3 C d

TFL x Exponencial x Controle 3,5 e
CMU x Estacionaria x Acetato 2,8 e
CMU x Estacionaria x Glicose 2,7 e
CMU x Estacionaria x CO 2,2 e
CMU x Exponencial x CO5 1,3 e
CMU x Exponencial x Acetato 1,0 e
CMU x Estacionaria x Controle 0,9 e
CMU x Exponencial x Controle 0,8 e
CMU x Exponencial x Glicose 0,6 e

CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis. Diferengca Minima
Significativa: 3,4.

Na interacdo espécie x fase x fonte de carbono ficou evidente que o teor de
DHA foi maior em todas as interagdes de T. fluviatilis independentemente da fonte,
entretanto, esta espécie quando na fase estacionaria e com o emprego do CO,
apresentou uma biomassa mais rica em DHA. De uma maneira geral, todas as
espécies apresentaram menor conteudo deste acido graxo na fase exponencial e,

com o emprego de qualquer fonte de carbono.

Na Tabela 55 sdo apresentados dados reportados na literatura sobre a
composi¢ao bioquimica (biomassa seca) das microalgas dos géneros Chaetoceros e

Thalassiosira e aqueles obtidos neste trabalho.
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TABELA 55 — Composi¢cao bioquimica (em percentual da biomassa seca) de
microalgas dos géneros Chaetoceros e Thalassiosira.

Espécie Proteinas Carboidratos Lipidios Fonte
Chaetoceros calcitrans 33 17 10 1
C. cf. wighamii 35-45 14 - 16 14 - 22 2
Chaetoceros sp (CS256) 57,3 13,1 16,8 3
Chaetoceros sp. 31,9 9,4 22,2 4
C. ceratosporum - - 12,9 5
C. muelleri 21,1-449 58-11,0 6,9-13,6 7
C. muelleri (neste trabalho) 20,8 -34 1 9,7 -23,1 74-179

(média = 28,9*) (média=17,9*) (média = 11,2%)
Thalassiosira fluviatilis - - 27,7 5
T. pseudonana 29 17 10 1
T. weisflogii - - 22 -24 6
T. fluviatilis (neste trabalho) | 23,9 —44,3 10,3 — 23,7 4,0-23,0

(média = 33,8*) (média = 16,6*) (média = 12,7%)

1 — BECKER, 1988; 2 - CASTRO ARAUJO; GARCIA, 2005; 3 — RENAUD et al.,
2002; 4 — SANCHEZ-SAAVEDRA; VOLTOLINA, 1994; 5 — LEAL; DIAZ; GARCIA,
1990; 6 — BOROWITZKA, 1988b; CUEVAS-ROCHA, 2001. * média geral, nao
considerando a fase da curva nem a fonte de carbono.

Os valores obtidos quanto a composicao bioquimica da biomassa microalgal
(seca) estdo em concordancia com aqueles verificados em outros experimentos.
Pode-se perceber que, tanto os dados (médios) obtidos neste trabalho quanto
aqueles literatura,

reportados na apresentam grandes variagbes quanto a

concentracao dos diferentes constituintes da biomassa microalgal.

Segundo Fernandez-Reiriz et al., (1989) as especificidades dos estudos com
microalgas tém gerado dificuldades analiticas. O dados acumulados nos diversos
trabalhos vém permitindo o Estabelecimento de padrées na composi¢cao bioquimica
de diversas espécies e mesmo de grupos taxondmicos. Entretanto, a interpretagao
destes dados deve ser efetuada com algumas ressalvas, uma vez que, a maioria dos
trabalhos apresenta descricbes do conteudo da biomassa em um unico momento,
situagcdo que pode conduzir a generalizagbes errbneas a cerca da composi¢cao
bioquimica das microalgas. Além disso, as condi¢gdes de experimentais sao
frequentemente muito distintas, introduzindo diversas variaveis que dificultam a
comparacao dos resultados. Sendo entdo necessario interpretar as informacdes nao

simplesmente como valores absolutos referentes a natureza das espécies, mas
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também como resposta relativa das condigdes empregadas nos cultivos (sistema de

cultivo, estado fisioldgico da cultura etc).

Quanto a fase da curva de crescimento, foi verificado que a maior
concentracido de lipidios, EPA e DHA ocorreu na fase estacionaria para ambas as
espécies. O conteudo de carboidratos foi praticamente igual e o conteudo de
proteinas hidrossoluveis foi maior na fase exponencial na biomassa de C. muelleri e
na fase estacionaria na biomassa de T. fluviatilis. Este resultado concorda com
aquele reportado por Brown, Jeffrey e Garland (1989), os quais afirmam que, de
maneira geral, o conteudo de lipidios e/ou de carboidratos aumenta na fase
estacionaria enquanto o conteudo de proteinas se torna reduzido, devido a limitagao

de nutrientes especialmente de nitrogénio.

Quando os nutrientes estdo disponiveis em abundancia sao sintetizadas
proteinas, entretanto, quando os nutrientes estdo limitados a divisdo celular é
suspensa e uma grande quantidade de carbono € disponibilizada para a estocagem
de lipidios (SUSENIK; WAHNON, 1991; McGINNIS; DEMPSTER; SOMMERFELD,
1997).

Quando ao rendimento das culturas, expresso como biomassa seca por litro,
para ambas as espécies e para todas as fontes de carbono, os dados mostraram
valores considerados adequados em se tratando destas espécies em cultivos
fotoautotréficos. Entretanto, era esperado que naquelas culturas com fontes
suplementares de carbono tivessem ocorrido maiores rendimentos. Isto parece
indicar que estas cepas n&o crescem (ou nao assimilam carbono orgéanico de

maneira energeticamente viavel) de forma heterotrofica e/ou mixotrofica.

O rendimento (biomassa seca) obtido, entre 0,5 e 1,1 g/L, segundo Harel e
Place (2004), é considerado normal nestas condi¢gdes de cultivo, entretanto pode ser
considerado baixo visando a aplicacdo comercial destas microalgas. Os mesmos
autores relatam rendimentos maiores do que 75 g/L em condigbes heterotroficas. O
baixo rendimento & caracteristico de cultivos fotoautotréficos do tipo estacionario,
nos quais o autossombreamento limita o crescimento da populagdo microalgal
(GLADUE; MAXEY, 1994).
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Uma das possibilidades para aumentar a eficiéncia em cultivos
fotoautotréficos pode ser a aplicacdo de diluicdo da cultura a cada intervalo de
tempo (cultivo semicontinuo) ou a retirada de parte da biomassa da cultura a cada
intervalo de tempo. Estes métodos, por certo geram um ganho no rendimento das
culturas, entretanto ha necessidade de equipamento adequado e da aplicagdo de

técnicas que podem elevar os custos de produgédo (RICHMOND, 2004).

A determinagédo dos custos de producdo ndo foi objeto deste estudo, além
disso, €& praticamente impossivel extrapolar os dados de produgcdo em escala
experimental para escala comercial, ja que, isto feito, poderiam ser gerados dados
equivocados (TREDICI, 2004).

Mesmo sendo ambas as espécies cultivadas eficientemente em escala
comercial, para a utilizagdo na alimentacdo de organismos cultivados
comercialmente (como crustaceos e moluscos), pelos dados obtidos revelando a
baixa produtividade alcangada nos cultivos, estas microalgas necessitam mais
estudos (especialmente em outros sistemas de cultivo) para que sejam empregadas

como fontes economicamente viaveis de acidos graxos poliinsaturados.
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6. CONCLUSOES

O emprego do CO;, promoveu uma maior densidade celular nas culturas de
Chaetoceros muelleri. A utilizagdo de glicose e acetato ndo causou diferencas em

relagdo ao controle.

Nenhuma das fontes suplementares de carbono causou variagdo na

densidade celular para a espécie Thalassiosira fluviatilis.

Nenhuma das fontes suplementares de carbono causou variacdo no tempo de

cultivo e na velocidade de crescimento de ambas as espécies.

C. muelleri apresentou maior biomassa e maior conteudo de carboidratos,
enquanto T. fluviatilis apresentou maior conteudo de proteinas hidrossoluveis, de

lipidios e dos acidos graxos EPA e DHA.

A maior biomassa, o maior conteudo de lipidios e de EPA e DHA foram

verificados na fase estacionaria para ambas as espécies.
O conteudo de carboidratos ndo apresentou variagao entre as fases da curva.

O conteudo de proteinas hidrossoluveis foi maior na fase exponencial nas

culturas de C. muelleri e na fase estacionaria nas culturas de T. fluviatilis.

O emprego do CO; resultou numa maior biomassa, hum maior conteudo de

proteinas hidrossoluveis e de lipidios para ambas as espécies.
O emprego do acetato resultou num menor conteudo de carboidratos.

O conteudo de EPA foi maior com o emprego de qualquer uma das fontes
suplementares de carbono e o conteudo de DHA foi maior com o emprego de CO; e

acetato.
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TABELA 1 — Valores médios e desvio padrao da densidade celular maxima (DCM), do
tempo de cultivo (TEMPO) e da velocidade de crescimento (k) para cada
fonte de carbono e para cada espécie.

Espécie Fonte de DCM TEMPO N ~k .
carbono (cel/mL) (dias) (divisbes/dia)

CcMU Controle 729,7 x 10* + 140,1 53+0,6 1,27 + 0,31
CMU Glicose 650,0 x 10* + 50,5 47 +1,2 1,23+ 0,23
CMU Acetato 690,7 x 10* + 122,5 50+1,0 1,25+ 0,20
CMU CO; 1406,3 x 10* + 337,8 4,3+0,6 1,46 + 0,24
TFL Controle 86,4 x 10* + 16,9 47 +1,2 1,43 + 0,37
TFL Glicose 66,1 x 10+ 10,1 43+0,6 1,51+0,10
TFL Acetato 99,6 x 10*+ 8,7 43+0,6 1,32 + 0,14
TFL CO, 104,0 x 10* + 26,9 4,0+0,0 1,66 + 0,03

CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis.

TABELA 2 — Valores médios e desvio padrdao da biomassa seca (em mg/L de cultura)

para cada espécie, para cada fase da curva de crescimento e para cada
fonte de carbono.

Espécie Fase Fonte de carbono Biomassa (mg/L)
Exponencial Controle 7159+ 35,0
Estacionaria 811,9+914
Exponencial Glicose 507,7 + 87,5

CMU Estacionaria 922,4 +120,5
Exponencial Acetato 573,5 £45,2
Estacionaria 632,3+ 21,7
Exponencial cO, 987,7 + 96,8
Estacionaria 1142,5 + 131,1
Exponencial Controle 436,0 + 53,1
Estacionaria 857,7 +125,4
Exponencial Glicose 476,7 + 93,3

TEL Estacionaria 638,6 £86,3
Exponencial Acetato 564,7 + 27,2
Estacionaria 803,5+ 150,5
Exponencial co, 538,5 + 87,3
Estacionaria 899,3 + 140,4

CMU = Chaetoceros muelleri, TFL = Thalassiosira fluviatilis.
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TABELA 3 — Valores médios e desvio padrao de proteinas hidrossoluveis (em mg/g da
biomassa seca) para cada espécie, para cada fase da curva de
crescimento e para cada fonte de carbono.

Espécie Fase Fonte de carbono Proteinas (mg/g)
Exponencial Controle 274,1 + 38,8
Estacionaria 208,0 + 22,8
Exponencial Glicose 325,0+ 54,1
Estacionaria 299,0 + 50,0

CMU -
Exponencial Acetato 316,3+47,0
Estacionaria 240,5 + 53,5
Exponencial co, 307,7+ 37,0
Estacionaria 341,3 + 35,2
Exponencial Controle 239,4 + 29,3
Estacionaria 301,2 +46,0
Exponencial Glicose 317,4 + 35,8
Estacionaria 320,7 +10,4

TFL -
Exponencial Acetato 329,3+9,9
Estacionaria 3326+11,4
Exponencial cO, 421,4+99
Estacionaria 4431+ 52,9

CMU = Chaetoceros muelleri, TEL = Thalassiosira fluviatilis.

TABELA 4 — Valores médios e desvio padrdao de carboidratos totais (em mg/g da
biomassa seca) para cada espécie, para cada fase da curva de
crescimento e para cada fonte de carbono.

Espécie Fase Fonte de carbono Carboidratos (mg/g)
Exponencial Controle 183,8 £ 31,3
Estacionaria 1493+ 16,4
Exponencial Glicose 192,3+ 17,7

CMU Estacionaria 185,1 + 26,3
Exponencial Acetato 96,9+54
Estacionaria 142,2 + 19,1
Exponencial CcO, 2476 +84
Estacionaria 231,0 £ 20,6
Exponencial Controle 177,1£4,4
Estacionaria 236,8 + 18,1
Exponencial Glicose 186,0 £ 22,5

TFL Estacionaria 191,2+£8,7
Exponencial Acetato 127,9£9,6
Estacionaria 182,2 + 14,7
Exponencial CcO, 124,3 £25,5
Estacionaria 103,0+5,3

CMU = Chaetoceros muelleri, TEL = Thalassiosira fluviatilis.
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TABELA 5 — Valores médios e desvio padrao de lipidios totais (em mg/g da biomassa
seca para cada espécie, para cada fase da curva de crescimento e para

cada fonte de carbono.

Espécie Fase Fonte de carbono Lipidios (mg/g)
Exponencial Controle 88,3+17,8
Estacionaria 106,6 + 12,2
Exponencial Glicose 101,5 + 18,1
Estacionaria 156,5 + 18,5

CMU .
Exponencial Acetato 748+7,2
Estacionaria 66,1+ 8,0
Exponencial co, 122,6 + 10,4
Estacionaria 179,3 + 26,0
Exponencial Controle 95,0+ 10,7
Estacionaria 173,6 + 28,5
Exponencial Glicose 69,0+7,2
Estacionaria 169,0 + 14,5

TFL .
Exponencial Acetato 40,1+5,9
Estacionaria 66,7 + 9,7
Exponencial cO, 171,6 + 21,9
Estacionaria 230,5+78

CMU = Chaetoceros muelleri, TEL = Thalassiosira fluviatilis.

TABELA 6 — Valores médios de EPA (em ug/mg da biomassa seca) para cada espécie,
para cada fase da curva de crescimento e para cada fonte de carbono.

Espécie Fase Fonte de carbono EPA (ug/mg)
Exponencial Controle 8,4+0,1
Estacionaria 6,0+0,5
Exponencial Glicose 3,8+0,2
Estacionaria 14,8+ 25

CcMuU .
Exponencial Acetato 5,4+0,6
Estacionaria 13,7+ 1,6
Exponencial 9,8+0,6

o, CO,

Estacionaria 16,4 + 2,0
Exponencial Controle 172+ 21
Estacionaria 32,4+1,2
Exponencial Glicose 252+25
Estacionaria 33,7+2,0

TFL "
Exponencial Acetato 27,4 +0,7
Estacionaria 33,5+34
Exponencial co 19,8+ 0,4
Estacionaria 2 359+25

CMU = Chaetoceros muelleri, TEL = Thalassiosira fluviatilis.
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TABELA 7 — Valores médios e desvio padrao de DHA (ug/mg da biomassa seca) para
cada espécie, para cada fase da curva de crescimento e para cada fonte

de carbono.

Espécie Fase Fonte de carbono DHA (ug/mg)
Exponencial Controle 0,8 £0,1
Estacionaria 0,9+0,1
Exponencial Glicose 0,5+0,1
Estacionaria 2,7+0,6

CMU -
Exponencial Acetato 1,0£0,2
Estacionaria 2,8+0,1
Exponencial co, 1,3+ 0,1
Estacionaria 2,2+0,2
Exponencial Controle 3,5+0,8
Estacionaria 82+15
Exponencial Glicose 6,3+1,0
Estacionaria 8,2+1,6

TFL -
Exponencial Acetato 8,9+1,1
Estacionaria 10,8 + 1,8
Exponencial cO, 95+1,2
Estacionaria 124+14

CMU = Chaetoceros muelleri, TEL = Thalassiosira fluviatilis.



126

8.2 ANEXO 2 - ANOVA DOS DEMAIS ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS

8.2.1 Acido 16:2 n-6

Tabela 1 — ANOVA fatorial para o conteudo do acido 16:2 n-6 na biomassa seca.

Causa da Variagao GL SQ QM F
Blocos 2 0,16125 0,08063 1,2920
Fator 1 (espécie) 1 0,38521 0,38521 6,1729*
Fator 2 (fase) 1 0,42188 0,42188 6,7605*
Fator 3 (fonte de carbono) 3 0,50063 0,16688 2,6742
Interacdes

Fator 1 x Fator 2 1 0,22688 0,22688 3,6357
Fator 1 x Fator 3 3 0,95896 0,31965 5,1224**
Fator 2 x Fator 3 3 0,01229 0,00410 0,0657*
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 3 0,29396 0,09799 1,5702
Residuo 30 1,87208 0,06240

Total 47 4,83313

Tabela 2 — Teste de comparagcdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido

16:2 n-6 (ug/mg da biomassa seca) entre as espécies.

Espécie 16:2 n-6 (ug/mgq) Grupos homogéneos
CMU 0,91 a
TFL 0,73 b

Diferenca Minima Significativa: 0,15.

Tabela 3 — Teste de comparagcdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
16:2 n-6 (ug/mg da biomassa seca) entre as fases da curva de

crescimento.

Fase 16:2 n-6 (ug/mgq) Grupos homogéneos
Exponencial 0,73 a
Estacionaria 0,91 b

Diferengca Minima Significativa: 0,15.

Tabela 4 — Teste de comparagao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
16:2 n-6 (ug/mg da biomassa seca) da interacdo entre espécie e fonte de

carbono.

Interacéo 16:2 n-6 (ug/mg) Grupos homogéneos
TFL x Controle 1,07 a

TFL x Acetato 1,07 a

CMU x CO; 1,00 a b
TFL x Glicose 0,80 a b
CMU x Controle 0,78 a b
TFL x CO, 0,70 b
CMU x Acetato 0,63 b
CMU x Glicose 0,50 b

Diferenca Minima Significativa: 0,34.
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Tabela 5 — Teste de comparacao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
16:2 n-6 (pug/mg da biomassa seca) da interacdo entre fase e fonte de

carbono.

Interacéo 16:2 n-6 (ug/mg) Grupos homogéneos
Estacionaria x Controle 1,00 a

Estacionaria x CO; 0,97 a

Estacionaria x Acetato 0,95 a

Exponencial x Controle 0,85 a b
Exponencial x Acetato 0,75 a b
Exponencial x CO; 0,73 a b
Estacionaria x Glicose 0,73 a b
Exponencial x Glicose 0,57 b

Diferenga Minima Significativa: 0,34.

8.1.2 Acido 16:2 n-4

Tabela 1 — ANOVA fatorial para o conteudo do acido 16:2 n-4 na biomassa seca.

Causa da Variagao GL SQ QM F
Blocos 2 0,16125 0,08062 0,4937
Fator 1 (espécie) 1 50,63521 50,63521 310,0906**
Fator 2 (fase) 1 3,05021 3,05021 18,6795
Fator 3 (fonte de carbono) 3 0,85563 0,28521 1,7466
Interacdes

Fator 1 x Fator 2 1 0,28521 0,28521 1,7466
Fator 1 x Fator 3 3 2,99562 0,99854 6,1151**
Fator 2 x Fator 3 3 0,92062 0,30687 1,8793
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 3 0,50563 0,16854 1,0322
Residuo 30 4,89875 0,16329

Total 47 64,30813

Tabela 2 — Teste de comparacao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
16:2 n-4 (ug/mg da biomassa seca) entre as espécies.

Espécie 16:2 n-4 (ug/mgq) Grupos homogéneos
TFL 2,82 a
CMU 0,77 b

Diferengca Minima Significativa: 0,24.

Tabela 3 — Teste de comparagcdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
16:2 n-4 (ug/mg da biomassa seca) entre as fases da curva de

crescimento.

Fase 16:2 n-4 (ug/mgq) Grupos homogéneos
Estacionaria 2,05 a
Exponencial 1,54 b

Diferengca Minima Significativa: 0,24.
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Tabela 4 — Teste de comparacao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
16:2 n-4 (ug/mg da biomassa seca) da interacdo entre espécie e fonte de

carbono.
Interacéo 16:2 n-4 (ug/mg) Grupos homogéneos
TFL x Acetato 3,32 a
TFL x Controle 2,85 a b
TFL x Glicose 2,58 b
TFL x CO; 2,53 b
CMU x CO, 1,20 c
CMU x Controle 0,68 c d
CMU x Glicose 0,60 d
CMU x Acetato 0,58 b d
Diferenga Minima Significativa: 0,56.
8.1.3 Acido 16:3
Tabela 1 — ANOVA fatorial para o conteudo do acido 16:3 na biomassa seca.
Causa da Variagao GL SQ QM F
Blocos 2 4,61167 2,30583 2,6175
Fator 1 (espécie) 1 433,20083 433,20083 491,7459**
Fator 2 (fase) 1 70,08333 70,08333 79,5548
Fator 3 (fonte de carbono) 3 9,70917 3,23639 3,6738*
Interacdes
Fator 1 x Fator 2 1 30,72000 30,72000 34,8717*
Fator 1 x Fator 3 3 11,90917 3,96972 4,5062*
Fator 2 x Fator 3 3 23,15667 7,71889 8,7621**
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 3 26,64000 8,88000 10,0801**
Residuo 30 26,42833 0,88094

Total

47 636,45917

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F: calculado;
*: diferencga significativa com p < 0,05; **: diferenga significativa com p < 0,01.

Tabela 2 — Teste de comparacao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
16:3 (ug/mg da biomassa seca) entre as espécies.

Espécie 16:3 (ug/mgq) Grupos homogéneos
TFL 7,48 a
CMU 1,47 b

Diferengca Minima Significativa: 0,55.

Tabela 3 — Teste de comparagcdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
16:3 (ug/mg da biomassa seca) entre as fases da curva de crescimento.

Fase 16:3 (ug/mQ) Grupos homogéneos
Estacionaria 5,69 a
Exponencial 3,27 b

Diferenca Minima Significativa: 0,55.
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Tabela 4 — Teste de comparacao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
16:3 (ug/mg da biomassa seca) entre as fontes de carbono.

Fonte de carbono 16:3 (ug/mg) Grupos homogéneos
Glicose 5,02 a

CO2 4,82 a b
Acetato 4,15 a b
Controle 3,93 b

Diferengca Minima Significativa: 1,04.

Tabela 5 — Teste de comparagcdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
16:3 (ug/mg da biomassa seca) da interagdo entre espécie e fase.

Interagao 16:3 (ug/mQ) Grupos homogéneos
TFL x Estacionaria 9,49 a

CMU x Estacionaria 5,47 b

CMU x Exponencial 1,88 c

TFL x Exponencial 1,07 d

Diferenca Minima Significativa: 0,78.

Tabela 6 — Teste de comparagcdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
16:3 (ug/mg da biomassa seca) da interagdo entre espécie e fonte de

carbono.

Interagao 16:3 (ug/mQ) Grupos homogéneos
TFL x Glicose 8,85 a

TFL x CO, 7,58 a b

TFL x Acetato 7,05 b

TFL x Controle 6,45 b

CMU x CO; 2,05 C
CMU x Controle 1,42 C
CMU x Acetato 1,25 c
CMU x Glicose 1,18 C

Diferengca Minima Significativa: 1,29.

Tabela 7 — Teste de comparagcdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
16:3 (ug/mg da biomassa seca) da interacéo entre fase e fonte de carbono.

Interacao

16:3 (ug/mg)

Grupos homogéneos

Estacionaria x Controle
Estacionaria x Glicose
Estacionaria x CO,
Estacionaria x Acetato
Exponencial x Glicose
Exponencial x Acetato
Exponencial x CO»
Exponencial x Controle

6,22
6,03
6,00
4,50
4,00
3,80
3,63
1,65

a
a
a

O T UTUCT

Diferenca Minima Significativa: 1,29.
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Tabela 1 — ANOVA fatorial para o conteudo do acido 18:2 n-8 na biomassa seca.

Causa da Variagao GL SQ QM F
Blocos 2 0,04500 0,02250 1,8000
Fator 1 (espécie) 1 0,36750 0,36750 29,4000**
Fator 2 (fase) 1 0,04083 0,04083 3,2667
Fator 3 (fonte de carbono) 3 0,01417 0,00472 0,3778
Interacbes

Fator 1 x Fator 2 1 0,04083 0,04083 3,2667
Fator 1 x Fator 3 3 0,01417 0,00472 0,3778
Fator 2 x Fator 3 3 0,09750 0,03250 2,6000
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 3 0,09750 0,03250 2,6000
Residuo 30 0,3750 0,01250

Total 47 1,09250

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F: calculado;
*. diferencga significativa com p < 0,05; **: diferenga significativa com p < 0,01.

Tabela 2 — Teste de comparagdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:2 n-8 (ug/mg da biomassa seca) entre as espécies.

Espécie 18:2 n-8 (ug/mg) Grupos homogéneos
TFL 7,48 a
CMU 0,00 b

Acido graxo poliinsaturado presente somente em T. fluviatilis.

8.1.3 Acido 18:2 n-6

Tabela 1 — ANOVA fatorial para o conteudo do acido 18:2 n-6 na biomassa seca.

Causa da Variagao GL SQ QM F
Blocos 2 0,34125 0,17063 2,7838
Fator 1 (espécie) 1 6,16333 6,16333 100,5574**
Fator 2 (fase) 1 0,52083 0,52083 8,4976*
Fator 3 (fonte de carbono) 3 0,40500 0,13500 2,2026
Interacdes

Fator 1 x Fator 2 1 0,36750 0,36750 5,9959*
Fator 1 x Fator 3 3 0,54500 0,18167 2,9640*
Fator 2 x Fator 3 3 0,15750 0,05250 0,8566
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 3 0,13083 0,04361 0,7115
Residuo 30 1,83875 0,06129

Total 47 10,47000

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F: calculado;
*: diferencga significativa com p < 0,05; **: diferenga significativa com p < 0,01.
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Tabela 2 — Teste de comparagcao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:2 n-6 (ug/mg da biomassa seca) entre as espécies.

Espécie 18:2 n-6 (ug/mg) Grupos homogéneos
TFL 0,83 a
CMU 0,12 b

Diferengca Minima Significativa: 0,15.

Tabela 3 — Teste de comparagcdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:2 n-6 (ug/mg da biomassa seca) entre as fases da curva de
crescimento.

Fase 18:2 n-6 (ug/mg) Grupos homogéneos
Estacionaria 0,58 a
Exponencial 0,37 b

Diferenca Minima Significativa: 0,15.

Tabela 4 — Teste de comparagcao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido

18:2 n-6 (ug/mg da biomassa seca) da interacdo entre espécie e fase.

Interagao 18:2 n-6 (ug/mg) Grupos homogéneos
TFL x Estacionaria 1,02 a

TFL x Exponencial 0,64 b

CMU x Estacionaria 0,13 C
CMU x Exponencial 0,10 C

Diferengca Minima Significativa: 0,21.

Tabela 5 — Teste de comparagcdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:2 n-6 (Ng/mg da biomassa seca) da interagdo entre espécie e fonte de

carbono.

Interagao 18:2 n-6 (ug/mg) Grupos homogéneos
TFL x CO, 1,08 a

TFL x Controle 0,93 a

TFL x Glicose 0,77 a b

TFL x Acetato 0,55 b

CMU x Acetato 0,13 c
CMU x CO; 0,13 C
CMU x Controle 0,10 c
CMU x Glicose 0,10 c

Diferenca Minima Significativa: 0,34.
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8.1.3 Acido 18:2 n-3

Tabela 1 — ANOVA fatorial para o conteudo do acido 18:2 n-3 na biomassa seca.

Causa da Variagao GL SQ QM F
Blocos 2 0,25542 0,12771 1,3925
Fator 1 (espécie) 1 18,25333 18,25333 199,0368**
Fator 2 (fase) 1 0,27000 0,27000 2,9441
Fator 3 (fonte de carbono) 3 0,91500 0,30500 3,3258"*
Interacbes

Fator 1 x Fator 2 1 0,27000 0,27000 2,9441
Fator 1 x Fator 3 3 0,91500 0,30500 3,3258
Fator 2 x Fator 3 3 0,97833 0,32611 3,5560*
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 3 0,97833 0,32611 3,5560
Residuo 30 2,75125 0,09171

Total 47 25,58667

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F: calculado;
*. diferencga significativa com p < 0,05; **: diferenga significativa com p < 0,01.

Tabela 2 — Teste de comparagdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:2 n-3 (ug/mg da biomassa seca) entre as espécies.

Espécie 18:2 n-3 (ug/mg) Grupos homogéneos
CMU 1,23 a
TFL 0,00 b

Acido graxo poliinsaturado presente somente em C. muelleri.

Tabela 3 — Teste de comparacdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:2 n-3 (ug/mg da biomassa seca) entre as fontes de carbono.

Fonte de carbono 18:2 n-3 (ug/mg) Grupos homogéneos
Glicose 0,74 a

CO; 0,71 a b
Acetato 0,62 a b
Controle 0,39 b

Diferenga Minima Significativa: 0,34.
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Tabela 4 — Teste de comparacao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:2 n-3 (ug/mg da biomassa seca) da interacdo entre espécie e fonte de carbono.

Interagao 18:2 n-3 (ug/mg) Grupos homogéneos
CMU x Glicose 1,48 a

CMU x CO, 1,43 a

CMU x Acetato 1,23 a

CMU x Controle 0,78 b

TFL x Controle 0,00 C
TFL x Glicose 0,00 C
TFL x Acetato 0,00 C
TFL x CO, 0,00 C

Diferengca Minima Significativa: 0,42.

Tabela 5 — Teste de comparagdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:2 n-3 (ug/mg da biomassa seca) da interagdo entre fase e fonte de

carbono.

Interacao

18:2 n-3 (ug/mgq)

Grupos homogéneos

Estacionaria x CO,
Estacionaria x Glicose
Exponencial x CO;
Estacionaria x Controle
Exponencial x Controle
Exponencial x Glicose
Estacionaria x Acetato
Exponencial x Acetato

0,90
0,83
0,80
0,63
0,58
0,55
0,40
0,23

(ORI GRRGRO RG]
OO UTUTOT
OO0 000

Diferengca Minima Significativa: 0,42.

8.1.3 Acido 18:3 n-6

Tabela 1 — ANOVA fatorial para o conteudo do acido 18:3 n-6 na biomassa seca.

Causa da Variagao GL SQ QM F
Blocos 2 0,18042 0,09021 0,5816
Fator 1 (espécie) 1 44,08333 44,08333 284,2303**
Fator 2 (fase) 1 1,20333 1,20333 7,7586
Fator 3 (fonte de carbono) 3 5,97167 1,99056 12,8342**
Interacbes

Fator 1 x Fator 2 1 1,20333 1,20333 7,7586**
Fator 1 x Fator 3 3 5,97167 1,99056 12,8342**
Fator 2 x Fator 3 3 3,10500 1,03500 6,6732**
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 3 3,10500 1,03500 6,6732
Residuo 30 4,65292 0,15510

Total 47 69,47667

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F: calculado;
*. diferencga significativa com p < 0,05; **: diferenga significativa com p < 0,01.



134

Tabela 2 — Teste de comparagcao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:3 n-6 (ug/mg da biomassa seca) entre as especies.

Espécie 18:3 n-6 (ug/mg) Grupos homogéneos
CMU 1,92 a
TFL 0,00 b

Acido graxo poliinsaturado presente somente em C. muelleri.

Tabela 3 — Teste de comparagcdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido

18:3 n-6 (ug/mg da biomassa seca) entre as fases da curva de

crescimento.

Fase 18:3 n-6 (ug/mg) Grupos homogéneos
Estacionaria 1,12 a
Exponencial 0,80 b

Diferenca Minima Significativa: 0,23.

Tabela 4 — Teste de comparagcao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:3 n-6 (ug/mg da biomassa seca) entre as fontes de carbono.

Fonte de carbono 18:3 n-6 (ug/mg) Grupos homogéneos
Acetato 1,38 a

CO2 1,17 a b

Glicose 0,82 b c
Controle 0,46 c

Diferengca Minima Significativa: 0,44.

Tabela 5 — Teste de comparagcdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:3 n-6 (ug/mg da biomassa seca) da interagcao entre espécie e fase.

Interacéo 18:3 n-6 (ug/mg) Grupos homogéneos
CMU x Estacionaria 2,23 a

CMU x Exponencial 1,60 b

TFL x Exponencial 0,00 c
TFL x Estacionaria 0,00 C

Diferenca Minima Significativa: 0,33.

Tabela 6 — Teste de comparacao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:3 n-6 (ug/mg da biomassa seca) da interacdo entre espécie e fonte de

carbono.

Interagao 18:3 n-6 (ug/mgq) Grupos homogéneos
CMU x Acetato 2,77 a

CMU x CO; 2,35 a

CMU x Glicose 1,63 b

CMU x Controle 0,92 b

TFL x Controle 0,00 C
TFL x Glicose 0,00 c
TFL x Acetato 0,00 C
TFL x CO, 0,00 C

Diferenga Minima Significativa: 0,54.
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Tabela 7 — Teste de comparacao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:3 n-6 (pug/mg da biomassa seca) da interacdo entre fase e fonte de

carbono.

Interacao

18:3 n-6 (ug/mgq)

Grupos homogéneos

Estacionaria x CO»
Estacionaria x Glicose
Exponencial x CO;
Estacionaria x Controle
Exponencial x Controle
Exponencial x Glicose
Estacionaria x Acetato
Exponencial x Acetato

1,80
1,47
1,00
0,97
0,88
0,72
0,63
0,20

a
a b
b
b

OO0 000

o o

Diferenga Minima Significativa: 0,54.

8.1.3 Acido 18:3 n-3

Tabela 1 — ANOVA fatorial para o conteudo do acido 18:3 n-3 na biomassa seca.

Causa da Variacao GL SQ QM F
Blocos 2 0,07125 0,03563 0,6304
Fator 1 (espécie) 1 3,15188 3,15188 55,7717**
Fator 2 (fase) 1 0,00188 0,00188 0,0332
Fator 3 (fonte de carbono) 3 0,61229 0,20410 3,6115*
Interacdes

Fator 1 x Fator 2 1 0,01021 0,01021 0,1806
Fator 1 x Fator 3 3 0,70896 0,23632 4,1816*
Fator 2 x Fator 3 3 1,565229 0,51743 9,1558**
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 3 1,18396 0,39465 6,9833**
Residuo 30 1,69542 0,05651

Total 47 8,98813

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F: calculado;
*: diferenca significativa com p < 0,05; **: diferenca significativa com p < 0,01.

Tabela 2 — Teste de comparagcdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:3 n-3 (ug/mg da biomassa seca) entre as espécies.

Espécie 18:3 n-3 (ug/mg) Grupos homogéneos
TFL 0,55 a
CMU 0,04 b

Diferengca Minima Significativa: 0,14.
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Tabela 3 — Teste de comparacao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:3 n-3 (ug/mg da biomassa seca) entre as fontes de carbono.

Fonte de carbono

18:3 n-3 (ug/mg)

Grupos homogéneos

Controle
CO,
Acetato
Glicose

0,45
0,33
0,25
0,14

a
a b
a b

b

Diferengca Minima Significativa: 0,14.

Tabela 4 — Teste de comparagdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:3 n-3 (ug/mg da biomassa seca) da interagao entre espécie e fonte de

carbono.
Interagao 18:3 n-3 (ug/mg) Grupos homogéneos
TFL x Controle 0,88 a
TFL x CO;, 0,60 a b
TFL x Acetato 0,48 b C
TFL x Glicose 0,23 c d
CMU x CO, 0,07 d
CMU x Glicose 0,05 d
CMU x Controle 0,02 d
CMU x Acetato 0,02 d

Diferenca Minima Significativa: 0,26.

Tabela 5 — Teste de comparagcdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:3 n-3 (ug/mg da biomassa seca) da interagdao entre fase e fonte de

carbono.

Interagao

18:3 n-3 (ug/mgQ)

Grupos homogéneos

Exponencial x Controle
Estacionaria x CO,
Estacionaria x Glicose
Estacionaria x Controle
Estacionaria x Acetato
Exponencial x Glicose
Exponencial x CO;
Exponencial x Acetato

0,73
0,52
0,27
0,25
0,25
0,17
0,15
0,02

a
a

O O UTUT

OO0 00 O0O0

Diferengca Minima Significativa: 0,33.
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8.1.3 Acido 18:4 n-3

Tabela 1 — ANOVA fatorial para o conteudo do acido 18:4 n-3 na biomassa seca.

Causa da Variagao GL SQ QM F
Blocos 2 1,22792 0,61396 0,7214
Fator 1 (espécie) 1 268,85333 268,85333 315,9006**
Fator 2 (fase) 1 161,33333 161,33333 189,5654**
Fator 3 (fonte de carbono) 3 33,21417 11,07139 13,0088**
Interacbes

Fator 1 x Fator 2 1 111,02083 111,02083 130,4486
Fator 1 x Fator 3 3 38,99500 12,99833 15,2729**
Fator 2 x Fator 3 3 2,33833 0,77944 0,9158
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 3 16,18417 5,39472 6,3388**
Residuo 30 25,53208 0,85107

Total 47 658,69917

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F: calculado;
*. diferencga significativa com p < 0,05; **: diferenga significativa com p < 0,01.

Tabela 2 — Teste de comparagdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:4 n-3 (ug/mg da biomassa seca) entre as espécies.

Espécie 18:4 n-3 (ug/mg) Grupos homogéneos
TFL 6,22 a
CMU 1,49 b

Diferenca Minima Significativa: 0,54.

Tabela 3 — Teste de comparagcdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:4 n-3 (ug/mg da biomassa seca) entre as fases da curva de
crescimento.

Fase 18:4 n-3 (ug/mg) Grupos homogéneos
Estacionaria 5,69 a
Exponencial 2,02 b

Diferengca Minima Significativa: 0,54.

Tabela 4 — Teste de comparagdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:4 n-3 (ug/mg da biomassa seca) entre as fontes de carbono.

Fonte de carbono 18:4 n-3 (ug/mg) Grupos homogéneos
CO2 5,06 a

Glicose 4,09 a b

Acetato 3,47 b d
Controle 2,80 d

Diferenca Minima Significativa: 1,02.
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Tabela 5 — Teste de comparacao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:4 n-3 (ug/mg da biomassa seca) da interacdo entre espécie e fase.

Interagao

18:4 n-3 (ug/mg)

Grupos homogéneos

TFL x Estacionaria
TFL x Exponencial
CMU x Estacionaria
CMU x Exponencial

9,57
2,87
1,80
1,17

a

(@)
[eRN X

Diferengca Minima Significativa: 0,77.

Tabela 6 — Teste de comparagcdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
18:4 n-3 (ug/mg da biomassa seca) da interagao entre espécie e fonte de

carbono.
Interagao 18:4 n-3 (ug/mg) Grupos homogéneos
TFL x CO, 8,65 a
TFL x Glicose 6,80 b
TFL x Controle 4,83 C
TFL x Acetato 4,60 c
CMU x Acetato 2,33 d
CMU x CO» 1,47 d e
CMU x Glicose 1,38 d e
CMU x Controle 0,77 e

Diferengca Minima Significativa: 1,27.

8.1.3 Acido 20:3 n-6

Tabela 1 — ANOVA fatorial para o conteudo do acido 20:3 n-6 na biomassa seca.

Causa da Variagao GL SQ QM F
Blocos 2 0,03042 0,01521 0,4112
Fator 1 (espécie) 1 0,04083 0,04083 1,1040
Fator 2 (fase) 1 0,21333 0,21333 5,7679*
Fator 3 (fonte de carbono) 3 0,26750 0,08917 2,4108
Interacbes

Fator 1 x Fator 2 1 0,01333 0,01333 0,3605
Fator 1 x Fator 3 3 0,26750 0,08917 2,4108
Fator 2 x Fator 3 3 0,04500 0,01500 0,4056
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 3 0,05167 0,01722 0,4656
Residuo 30 1,10958 0,03699

Total 47 2,03917

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F: calculado;
*. diferencga significativa com p < 0,05; **: diferenga significativa com p < 0,01.
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Tabela 2 — Teste de comparagcao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
20:3 n-6 (ug/mg da biomassa seca) entre as fases da curva de

crescimento.

Fase 20:3 n-6 (ug/mQ) Grupos homogéneos
Estacionaria 0,24 a
Exponencial 0,10 b

Diferengca Minima Significativa: 0,11.

8.1.3 Acido 20:4 n-6

Tabela 1 — ANOVA fatorial para o conteudo do acido 20:4 n-6 na biomassa seca.

Causa da Variagao GL SQ QM F
Blocos 2 0,59542 0,29771 1,7204
Fator 1 (espécie) 1 8,67000 8,67000 50,1035**
Fator 2 (fase) 1 3,96750 3,96750 22,9280**
Fator 3 (fonte de carbono) 3 14,13750 4,71250 27,2333**
Interacbes

Fator 1 x Fator 2 1 6,75000 6,75000 39,0079**
Fator 1 x Fator 3 3 0,18833 0,06278 0,3628
Fator 2 x Fator 3 3 6,48417 2,16139 12,4906**
Fator 1 x Fator 2 x Fator 3 3 2,1750 0,72500 4,1897
Residuo 30 5,19125 0,17304

Total 47 48,15917

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio; F: calculado;
*: diferencga significativa com p < 0,05; **: diferenga significativa com p < 0,01.

Tabela 2 — Teste de comparacao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
20:4 n-6 (ug/mg da biomassa seca) entre as espécies.

Espécie 20:4 n-6 (ug/mgq) Grupos homogéneos
CMU 1,83 a
TFL 0,98 b

Diferengca Minima Significativa: 0,24.

Tabela 3 — Teste de comparagdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
20:4 n-6 (ug/mg da biomassa seca) entre as fases da curva de

crescimento.

Fase 20:4 n-6 (ug/mgq) Grupos homogéneos
Estacionaria 1,69 a
Exponencial 1,12 b

Diferengca Minima Significativa: 0,24.
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Tabela 4 — Teste de comparacao de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
20:4 n-6 (ug/mg da biomassa seca) entre as fontes de carbono.

Fonte de carbono

20:4 n-6 (ug/mgq)

Grupos homogéneos

CO,
Acetato
Glicose
Controle

2,29 a

1,40 b
0,97 b
0,95 b

Diferengca Minima Significativa: 0,46.

Tabela 5 — Teste de comparagcdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
20:4 n-6 (ug/mg da biomassa seca) da interagao entre espécie e fase.

Interacao

20:4 n-6 (ug/mg)

Grupos homogéneos

TFL x Estacionaria
CMU x Estacionaria
CMU x Exponencial
TFL x Exponencial

2,49 a

1,17 b
1,07 b
0,89 b

Diferenca Minima Significativa: 0,34.

Tabela 6 — Teste de comparagcdo de médias (Tukey HSD com p < 0,05) para o acido
20:4 n-6 (ug/mg da biomassa seca) da interacdo entre fase e fonte de

carbono.

Interagao

20:4 n-6 (ug/mgq)

Grupos homogéneos

Estacionaria x CO,
Estacionaria x Acetato
Exponencial x CO;
Estacionaria x Glicose
Exponencial x Acetato
Exponencial x Controle
Estacionaria x Controle
Exponencial x Glicose

3,12 a
1,58
1,47
1,32
1,22
1,15
0,75 c
0,63 c

OO TUTUT

(@)

Diferengca Minima Significativa: 0,57.



