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Resumo. Apenas um numero relativamente modesto de
microalgas tem sido investigado a respeito da sua capacidade de Recebido
producdo de 6leo e outros produtos de interesse biotecnolégico. 26/12/2019
Foram avaliadas diferentes espécies de microalgas dulcicolas
isoladas de diferentes tipos de ambientes aquéaticos da regido
Nordeste do Brasil, quanto a sua capacidade de crescimento,
producdo de biomassa e composicdo bioquimica. As espécies
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foram cultivadas em meio sintético e seu desenvolvimento foi 22/08/2020
acompanhado por contagem de células e por andlises de

fluorescéncia in vivo, mantidas sob condigdes controladas de luz e Publicado
temperatura até a fase estaciondria, quando os experimentos 31/08/2020

foram interrompidos e a biomassa seca foi obtida por liofilizacao.
Os resultados mostraram diferentes resultados no crescimento e
composicao bioquimica das espécies, com altos teores de Acesso aberto
carboidrato e produtividade em Scenedesmus obtusus (D209WC),
Selenastrum gracilis (D458WC) e Xanthonema sp. (D464WC), com
valores em 35,93%, 35,79% e 47,16%, respectivamente. Quanto
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ao perfil lipidico, Actinastrum hantzschii (D467WC) e Pediastrum
duplex (D511WC) apresentaram um teor elevado de Aacidos
graxos saturados (48,04%, 48,03%), e Scenedesmus quadricauda
(D125WC) destacou-se pelo alto perfil de acidos graxos saturados
(51,26%) e monoinsaturados (27,08%). Os melhores teores de
produtividade lipidica foram registrados para Selenastrum
gracilis (D458WC) (23,65%), Pediastrum boryanum (D231WC(C)
(23,07%), Coelastrum sp. (D193WC) (22,20%) e Synechocystis sp.
(D331WC) (21,35%). As microalgas também foram avaliadas
quanto a extracdo e quantificagio de compostos fendlicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, como também,
determinagdo da atividade antioxidante através do sequestro dos
radicais DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e ABTS+(2,2’-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)), concluindo que
as dez cepas possuem uma boa atividade antioxidante frente aos
métodos utilizados, com destaque para Scenedesmus quadricauda
(D125WC), que apresentou valores maximos em relacdo as
demais espécies. Considerando-se o rapido crescimento,
produtividade, consideravel teor lipidico e de carboidratos,
melhor perfil em acidos graxos saturados e monoinsaturados e
demais andlises Scenedesmus  quadricauda (D125WC),
Selenastrum gracilis (D458WC), Coelastrum sp. (D193W()
apresentam-se como possiveis fontes de matéria-prima para
producido de biodiesel.

Biodiesel; Organismos

Palavras-chave: Antioxidantes;

fotossintetizantes.

Abstract. Bioprospecting of species of regional microalgae
from the Northeast of Brazil for application in the production
of biofuels. Only a relatively modest number of microalgae have
been investigated regarding their capacity to produce oil and
other products of biotechnological interest. Different species of
freshwater microalgae isolated from different types of aquatic
environments in the Northeast Region of Brazil were evaluated in
terms of their growth capacity, biomass production and
biochemical composition. The species were grown in synthetic
media and their development was accompanied by cell counting
and fluorescence analysis in vivo, Kkept under controlled
conditions of light and temperature until the stationary phase,
when the experiments were interrupted and the dry biomass was
obtained by freeze-drying. The results showed different results in
the growth and biochemical composition of the species, with high
levels of carbohydrate and productivity in Scenedesmus obtusus
(D209WCQ), Selenastrum gracilis (D458WC) and Xanthonema sp.
(D464WC), with values of 35.93%, 35.79% and 47.16%,
respectively. As for the lipid profile, Actinastrum hantzschii
(D467WC) and Pediastrum duplex (D511WC) presented a high
content of saturated fatty acids (48.04%, 48.03%), and
Scenedesmus quadricauda (D125WC) stood out for the high
profile of acids saturated (51.26%) and monounsaturated
(27.08%). The best levels of lipid productivity were recorded for
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Selenastrum gracilis (D458WC) (23.65%), Pediastrum boryanum
(D231WCQC) (23.07%), Coelastrum sp. (D193WC) (22.20%) and
Synechocystis sp. (D331WC) (21.35%). Microalgae were also
evaluated for the extraction and quantification of phenolic
compounds by high performance liquid chromatography, as well
as the determination of antioxidant activity by sequestering the
radicals DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl) and ABTS + (2,2’-
azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)), concluding
that the ten strains have a good antioxidant activity compared to
the methods used, with emphasis on Scenedesmus quadricauda
(D125WC), which presented maximum values in relation to other
species. Considering the rapid growth, productivity, considerable
lipid and carbohydrate content, better profile in saturated and
monounsaturated fatty acids, and other Scenedesmus quadricauda
(D125WC), Selenastrum gracilis (D458WC), Coelastrum sp.
(D193WC) are possible sources of raw material for the
production of biodiesel.

Keywords: Antioxidants; Biodiesel; Photosynthetic organisms.

Introducgao

Trabalhos sobre bioprospeccdo de microalgas sdo essenciais para a exploracdo de
novas espécies que possam ter aplicacdes biotecnolégicas, dentre as existentes na
natureza. O isolamento e a obtencao de culturas de espécies nativas, e a pesquisa posterior
de compostos de interesse traz novas perspectivas no tocante a exploragdo de diversos
metabolitos sintetizados por esses organismos, que cada vez mais ganham espacos em
aplicag¢des farmacolégicas, quimicas, na industria de alimentos e energética.

Apontadas como uma das mais promissoras fontes de matérias-primas para a
producdo de biocombustiveis, as microalgas possuem grande potencial de producio de
6leos em areas reduzidas e nao sdo utilizadas como insumos alimenticios. Elas utilizam a
energia solar para converter o CO; e agua em biomassa, pois sdo organismos
fotossintéticos que se desenvolvem em ambientes aquaticos, diferentemente do biodiesel
tradicional, que é produzido através de plantas cultivadas na terra, como a cana-de-ag¢ucar,
a soja e o milho, que precisam de grandes areas cultivaveis e podem comprometer a
disponibilidade de alimento (Carneiro et al, 2018).

A pouca ou nenhuma dependéncia de variacdes sazonais nos cultivos em massa
desses organismos, e a relativa estabilidade nos constituintes metabdlicos por elas
produzidos, acoplado ao alto rendimento de biomassa e de 6leo em muitas espécies fazem
das microalgas uma excelente fonte alternativa para a producao de bioenergia, incluindo o
biodiesel, bioetanol, bioquerosene e biogas (Chisti, 2008; Lehr et al., 2009; Calixto, 2016).

Produzidos a partir de fontes de energia renovaveis de forma a contribuir para a
reducdo da emissdo de gases nocivos ao ambiente, os biocombustiveis mais comumente
utilizados sdo o biodiesel e bioetanol. Alguns autores, como Lobo et al. (2009) e Borges-
Campos et al. (2010), definem o biodiesel como uma mistura de alquil ésteres de cadeia
linear, obtido por meio da reacdo de transesterificacdo dos triglicerideos de odleos e
gorduras com alcoois de cadeia curta, o qual pode ser utilizado puro ou em misturas com o
diesel de petroleo em diferentes proporcdes. Estima-se que, sob condi¢des favoraveis de
cultivo a producdo de biodiesel a partir de 6leos de microalgas poderia se situar entre 7,7
mil e 23 mil litros por hectare (Cardoso, 2012), valores estes que tendem a aumentar a
medida que os estudos avangam.
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Em 2015, representantes de diversos ministérios do Governo Federal brasileiro
assinaram a Resolucdo do Conselho Interministerial do Actcar e do Alcool (CIMA) que
ampliou o percentual obrigatoério de adi¢do de etanol anidro de 25% para 27% na gasolina
comum (Brasil, 2014). E de acordo com a Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP), a Lei n? 13.263/2016 (Brasil, 2016) alterou a Lei n? 13.033/2014
(Brasil, 2014), estabelecendo um cronograma de aumento do teor do biodiesel, a partir de
2017, sendo que o incremento até marco de 2017 seria de 8%, até marco de 2018, 9% e
até margo de 2019, 10% (Brasil, 2016).

Admite-se que a energia do futuro que possa atender grande parte das atividades
humanas deverd ser dependente em grande parte do cultivo e processamento das
microalgas (Meng et al,, 2009; Gong e Jiang, 2011; Montero et al,, 2011), razdo pela qual
esses organismos tem sido cada vez mais investigados a esse respeito. Desse modo, o
estudo das microalgas na biotecnologia surge como um dos modernos processos
microbiolégicos que tem alavancado inimeros trabalhos e frentes de pesquisa nas ultimas
décadas (Nagarajan et al., 2012).

Dentre esses estudos destacam-se o desenvolvimento de métodos de cultivo e
engenharia de sistemas de cultivo, a engenharia metabélica, a fim de aumentar a produgio
lipidica, a tecnologia de colheita de biomassa, a tecnologia de conversdo de
biocombustiveis, a avaliacdo de custo-eficacia, bem como as implica¢cdes politicas (Ghosh
etal, 2016).

O presente estudo teve o propdsito de avaliar algumas cepas de microalgas
isoladas da regido Nordeste do Brasil quanto ao seu potencial para producdo de
biocombustiveis, quantificando suas taxas de crescimento celular e sua composicao
bioquimica.

Materiais e métodos

Espécies estudadas e condicdes de cultivo

Um total de dez espécies de microalgas dulcicolas, isoladas de diferentes tipos de
ambientes aquaticos dos Estados da Paraiba (5), Bahia (1), Rio Grande do Norte (2) e Piaui
(2), pertencentes a Colecdo de Microalgas do Laboratério de Ambientes Recifais e
Biotecnologia de Microalgas, da Universidade Federal da Paraiba, foram selecionadas para
o estudo, nove das quais sdo cloroficeas e uma é cianobactéria (Tabela 1).

As espécies foram identificadas usando critérios diacriticos (Hindak, 1990), de
acordo com suas caracteristicas morfolégicas, seguindo os procedimentos classicos usados
em ficologia e disponiveis em obras de referéncia (Rabenhorst e Geitler, 1932; Komarék e
Anagnostidis, 2005; Bellinger e Sigee, 2013), dados publicados em artigos cientificos e
sites especificos como o Algaebase (Franceschini et al., 2009).

As espécies foram cultivadas em triplicatas em baldes de 6 L de capacidade,
contendo 5 L de meio de cultura WC preparado com agua destilada e autoclavada (Guillard
e Lorenzen, 1972). Os cultivos foram desenvolvidos em ambiente climatizado (25 °C +
1°C), com fotoperiodo de 12 h e iluminacdo de 150 pumol.fétons.cm2.s-t. Os frascos e
cultura foram aerados com ar comprimido usando um minicompressor de membrana
(RESUN AOC2).

O desenvolvimento dos cultivos foi feito por meio de contagens celulares em
microscopio binocular Leica utilizando cidmaras de Fuchs-Rosenthal, e também por
medidas da fluorescéncia in vivo utilizando um fluorimetro (TURNER DESIGN 10005R). Os
cultivos foram desenvolvidos até a fase estacionaria, quando foram interrompidos. A
biomassa produzida por cada espécie foi concentrada em centrifuga refrigerada, a 18 °C e
3.500 x g por 20 min (Novatecnica, modelo NT825), congelada em ultrafreezer (Terroni,
modelo 90LT), a -30 °C, seca em liofilizador (Terroni, modelo LS3000), pesada em balanga
analitica e mantida em refrigeracdo até o momento das analises.
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Tabela 1. Relacdo das microalgas selecionadas para estudo e respectiva procedéncia. O niimero
entre parénteses refere-se ao codigo de tombamento da espécie no banco de culturas de microalgas
do LARBIM/UFPB; PB= Estado da Paraiba; BA= Estado da Bahia; RN= Estado do Rio Grande do

Norte; PI = Estado do Piaui.

Cepa Identificacao Gru}) o Procedéncia
Taxonomico

D125WC | Scenedesmus quadricauda Cloroficea Balneéario Pitimbu, PB

D193WC | Coelastrum sp. Cloroficea Acude das Gargas, Caja, PB

D209WC | Scenedesmus obtusus Cloroficea Tanque de Carpa, Alto do Mateus, PB

D231WC | Pediastrum boryanum Cloroficea Ilha da Onga, Rio Sdo Francisco, BA

D331WC | Synechocystis sp. 1 Cianobactéria | Lago Carcard, RN

D458WC | Selenastrum gracilis Cloroficea Barragem do Rio Gramame, PB

D459WC | Microspora sp. Cloroficea Acude Jardim Seriddg, PB

D464WC | Xanthonema sp. Cloroficea Aldeia Tramataia, viveiro carcinicultura, PB

D467WC | Actinastrum hantzschii Cloroficea PARNA Sete Cidades, Fonte Milagres, PI

D511WC | Pediastrum duplex Cloroficea PARNA Sete Cidades, Fonte Milagres, PI

Com os dados dos cultivos foram determinados a velocidade de crescimento (k),
calculada pela equacdo fornecida por Stein (1973), o tempo de cultivo, o rendimento
maximo celular, bem como o rendimento da biomassa (peso seco do material colhido em
cada experimento) e a produtividade de biomassa (PB), expressa em g L-1.d1, conforme
Griffith et al. (2009). Similarmente, os valores de produtividade em carboidrato e de
produtividade em proteinas seguiram o mesmo procedimento.

Analises quimicas efetuadas nas biomassas obtidas

Nas amostras de biomassa obtidas nos cultivos foram realizadas analises de
proteinas, segundo o método de Lowry at al. (1951), adaptado por Derner et al. (2006),
utilizando como padrdo proteina de soro bovino preparada com gradiente de
concentracao de 0 - 400 pg/mL e leituras espectrofotométricas a 485 nm (Thermo Fisher
Scientific Spectrophotometer, modelo Evolution 60S); carboidratos, pelo método de
Kochert (1978), adaptado por Derner et al. (2006), usando padrdo de glicose anidra
preparada com gradiente de concentracdo de 0-400 pg/mL e leituras espectrofotométricas
a 485 nm (Thermo Fisher Scientific, Spectrophotometer Evolution 60S), e lipidios pelo
método gravimétrico de Bligh e Dyer (1959), adaptado por Lourengo (2006), usando
ultrassom para rompimento da parede celular e cloroférmio, metanol e dgua (1:2:2) como

solventes extratores.

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram determinados por cromatografia em
fase gasosa usando um cromatdgrafo a gas Agilent 7890, equipado com detector FID e
injetor split/splitless, usando uma coluna capilar DB-WAX (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) e
hidrogénio como gas de arraste. O procedimento seguiu (MENEZES et al., 2013) sendo os
ésteres metilicos de acidos graxos identificados pela comparacdo direta com amostras de
oleaginosas de composi¢cdo conhecida (soja), por injecdo de padroes de referéncia de
FAMEs (NuCheckPrep®) e por andlises via Cromatografia Gasosa de Alta Resolucio

acoplada a Espectrometria de Massas.

As 10 espécies de microalgas cultivadas foram submetidas a processo de extracao
para determinacdo da atividade antioxidante. Realizou-se uma extracdo sequenciada em
gradiente crescente de polaridade utilizando-se o metanol como solvente. A massa de
cerca de 1,0 g de cada amostra, adicionou-se 40,0 mL de metanol, sendo sonicadas em
banho de gelo (Unique, modelo USC-1400A) em trés intervalos de 30 min. Para extracado, a
amostra foi agitada por 3 h em temperatura ambiente, seguido da centrifugacdo do extrato
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a 5.000 x g por 10 min e o sobrenadante recuperado. Depois de repetir o processo de
extracdo, os dois sobrenadantes foram somados. Os extratos foram secos em estufa de
circulagdo de ar (Solab, modelo SL102) a 35 °C. As amostras foram armazenadas, ao abrigo
da luz, a temperatura ambiente até o momento de sua utilizacdo. Os extratos foram
preparados com 4gua destilada na concentragio de 5 mg.mL" e armazenados em frascos
ambar, sob refrigeracdo até a sua utilizacao.

Propriedades antioxidantes das dez espécies estudadas

Obtenciao dos extratos. Os reagentes utilizados nas metodologias de
antioxidantes foram adquiridas de fontes diversas. A Merck (Darmstadt, Germany)
forneceu o reagente Folin-Ciocalteau. Os padrdes de acido galico, 4cido ascorbico, DPPH
(radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila), TROLOX (6-hidroxi-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
acido carboxilico) e TPTZ (6-hidroxi-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-acido carboxilico)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Demais reagentes como sulfato ferroso
heptahidratado (FeS0..7H20), cloreto férrico hexahidratado (FeCl;.6H.0), carbonato de
sddio (NazC03) e acetato de sddio trihidratado (CH3COONa) foram adquiridos da Vetec
Quimica Fina Ltda.

A biomassa das dez espécies de microalgas cultivadas foi submetida a extracdo
sequenciada em gradiente crescente de polaridade com hexano (CsH14), que € uma mistura
de hidrocarbonetos saturados, constituido de 5 a 9 atomos de carbono, com faixa de
destilacdo entre 62 °C e 74 °C (a 760 mmHg) e densidade entre 0,660 a 0,805 (20/4 °C),
sendo entdo um potencial reagente de arraste em extra¢des quimicas.

Foram pesados 1,0 g de cada amostra e adicionado 40,0 mL de hexano, sendo
sonicadas em banho de gelo (Unique, modelo USC-1400A) por 30 min. Para extracao, a
amostra foi agitada por trés h em temperatura ambiente, seguido da centrifugacdo do
extrato a 8.000 x g por 10 min e o sobrenadante recuperado. Posteriormente, o processo
de extracao foi repetido e os dois sobrenadantes foram somados. O residuo foi extraido
duas vezes com 40,0 mL de etanol seguido por 40,0 mL de agua destilada nas mesmas
condi¢des anteriormente descritas. Os extratos foram secos em estufa de circulacao de ar
(Solab, modelo SL102) a 35°C. As amostras foram armazenadas ao abrigo da luz, a
temperatura ambiente até o momento de sua utilizacdo. Os extratos foram preparados
com metanol na concentragdo de 5 mgmL’' e armazenados em frascos dmbar, sob
refrigeracdo (2-8 °C) até sua posterior utilizacao.

Determinacgido dos compostos fendlicos totais. Determinaram-se os fendlicos
totais das microalgas de acordo com o método colorimétrico Folin-Ciocalteu (Slinkard e
Singleton, 1997). Utilizou-se uma curva de calibra¢do de 4cido gélico (2-200 mg.mL") para
a estimativa da concentracdo de compostos fenélicos, sendo os resultados expressos como
mg equivalente de acido galico (GAE) em cada grama de extrato.

Método de captura do radical DPPH. A capacidade dos antioxidantes de
sequestrar o radical estdvel DPPH presentes nas amostras foi determinada de acordo com
(Brand-Wilians et al, 1995). A partir de ensaios preliminares, a soluc¢io de DPPH
(23,6 uyg.mL-* em EtOH) foi adicionada as amostras do extrato obtendo uma concentracio
final de 150 pg.mL". Montadas em triplicata, aliquotas de 90 pL dos extratos foram
misturadas com 210 pL de etanol e 2.700 pL da solu¢do de DPPH (23,6 pug.mL* em EtOH).
As leituras foram realizadas apés 30 min a 517 nm, em espectrofotémetro UV-vis (Thermo
Fisher Scientific, modelo Evolution 60S). Uma curva padrdo foi preparada utilizando
Trolox em concentragdes de (0,5 a 5 pg.mL"). Os resultados da atividade antioxidante
foram expressos em uM Trolox.g* extrato (atividade antioxidante equivalente ao Trolox).
A capacidade de sequestrar radical livre foi expressa como percentual de inibicdo de
oxidacao do radical e calculado conforme equagdo a seguir:
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% Inibicao = ((A extr -Apppn) / Apppu) * 100 (Eq. 1)

Onde Apppu € a absorvancia da solucao de DPPH e Agx: é a absorvancia da amostra
em solucao.

Atividade sequestrante do radical livre ABTS (2,2-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6 acido sulfonico). Conforme a metodologia descrita por Rufino et al.
(2007Db), a atividade antioxidante pelo método ABTS + (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-
6 acido sulfénico), foi determinada. O radical ABTS foi preparado a partir da reacdo de
5 mL da solucdo estoque de ABTS + 7 mM com 88 pL da solucdo de persulfato de potassio
140 mM. Manteve-se essa mistura a temperatura ambiente por 16 h. Apos esse periodo o
radical foi diluido em etanol P.A. (aproximadamente 1:90 v/v) até a obtencao do valor de
absorbancia de 0,700 a 734 nm. Posteriormente, transferiu-se uma aliquota de 30 pL com
3,0 mL do radical ABTS * dos extratos de cada espécie de microalga. A leitura foi realizada
apés 6 min de reacdo a 734 nm, utilizando-se como branco o etanol. A curva padrao foi
obtida utilizando-se Trolox em concentracdes de pM. Os resultados da atividade
antioxidante foram expressos em uM Trolox.g' extrato (atividade antioxidante
equivalente ao Trolox).

Atividade antioxidante pelo poder redutor do ferro (FRAP). Seguindo a
metodologia de Rufino et al. (2006), Foram realizadas ao abrigo da luz e em triplicata as
andlises da atividade antioxidante dos extratos de microalgas. A solucao do reagente FRAP
foi preparada com 25 mL de tampao acetato 0,3 M, uma aliquota de 2,5 mL da solucao
TPTZ (2,4,6-Tris (2 piridil)-s-triazina) a 10 mM e 2,5 mL de solu¢do aquosa de cloreto
férrico 20 mM. Foram adicionado 90 pL de cada extrato em tubos, 270 uL de agua
destilada, seguido de 2,7 mL do reagente FRAP. Ap6s homogeneizacao, os tubos foram
mantidos em banho-maria a 37 °C. O espectrofotdometro UV-vis (Thermo Fisher Scientific,
modelo Evolution 60S) foi calibrado com o reagente FRAP e as leituras da absorbancia
foram realizadas ap6s 30 min da mistura, no comprimento de onda de 595 nm. A curva
padrio foi preparada utilizando Trolox (500 a 2000 uM.L-') nas mesmas condi¢des das
amostras. Os resultados da atividade antioxidante foram expressos em uM Trolox.g*
extrato (atividade antioxidante equivalente ao Trolox).

Predicido das propriedades do biodiesel nas espécies de microalgas
estudadas

A previsdo das propriedades do biodiesel foi efetuada a partir das composicoes de
acidos graxos de cada espécie estudada, usando as varias equacoes descritas na literatura,
de acordo com Nascimento et al. (2013). As previsdes incluiram dados dos indices de
instauracdo das cadeias de acidos graxos (ADU), valor do iodo (IV), viscosidade cinemética
a 40 °C (p), densidade (@), nimero de cetano (IC), ponto de entupimento do filtro a frio
(PEFF), poder calorifico (HHV) e o fator de cadeia saturada longa (LCSF), como
apresentadas abaixo:

ADU= XM xYADU= EMxY; (Eq.2)

Onde, ADU é o teor de insaturacdo do biodiesel de microalgas; M é a fracdo em
massa do acido graxo constituinte; Y é o nimero de duplas ligacdes de cada acido graxo.

Viscosidade
p= —0,6316ADU+ 5,2065p = —0,6316ADU + 5,2065 Eq.3
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Densidade

@ = 0,0055ADU+0,8726p = 0,0055ADU+0,8726 Eq. 4
Cetano

IC= —6,6684ADU+ 62,876IC = —6,6684ADU+ 62,876 Eq.5
Iodo

IV=74373ADU+ 12,711V =74,373ADU+ 12,71 Eq. 6

Poder calorifico
HHV =1,7601ADU+ 38,534HHV = 1,7601ADU + 38,534 Eq.7

Fator de cadeia saturada longa
LCSF={0,1xC16)+ (0,5xC18) + (1 x C20) + (1,5x C22) + (2 x C24)
LCSF={0,1xC16)+ (0,5xC18)+ (1 x C20) + (1,5xC22) + (2 x EZd-}Eq_ 8

Ponto de entupimento de filtro a frio
CFPP = (3,14 x LCSF)— 16,477CFPP = (3,14 x LCSF) — 16,477 Eq.9

Analise estatistica

Todos os dados obtidos para cada analise efetuada foram submetidos a tratamento
estatistico utilizando o programa SISVAR, ao nivel de 5% de significancia. As diferencas
dos parametros analisados entre as espécies estudadas foram comparadas utilizando
ANOVA e teste de Tukey.

Resultados e discussao

Parametros cinéticos de crescimento

Os experimentos tiveram a duracdo de 14 a 17 dias cada um. Os parametros de
crescimento das espécies de microalgas investigadas mostraram valores de k variando
entre 0,47 divisdes/dia em Pediastrum duplex a 1,39 em Coelastrum sp. Os maiores valores
de biomassa seca foram registrados em Scenedesmus quadricauda, Scenedesmus obtusus,
Pediastrum duplex e Microspora sp., sendo espécies essas que também apresentaram as
maiores produtividades de biomassa (Tabela 2). Nenhuma das espécies com os maiores
valores de k apresentou os maiores rendimentos em biomassa, pelo contrario, as espécies
mais produtivas apresentaram valores medianos de k, chamando atencdo inclusive
Pediastrum duplex que teve o menor valor de k e um dos maiores rendimentos em
biomassa. Valores de k inferiores aos registrados nesta pesquisa foram encontrados em
Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus e Botryococcus braunii (Nascimento et al., 2013).
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Tabela 2. Pardmetros de crescimento das cepas de microalgas estudadas: k = velocidade de
crescimento; RMax= Cél.mL-1x10°) PB= produtividade de biomassa. nd = nido determinado.

RMax. . Produtividade

Cepa Identificacao . 1 1 Bloma_slsa de Biomassa

(Cél.mL") k(d") (mg.L-") (mg.L-.dia")
D125WC | Scenedesmus quadricauda | 0,00 x 00 1,06 £ 0,45 392,00 32,67
D193WC | Coelastrum sp. 6,49 x105 1,39+ 0,75 160,35 11,45
D209WC | Scenedesmus obtusus 7,84 x105 0,64 +0,23 354,98 20,35
D231WC | Pediastrum boryanum 7,89 x105 1,24+ 0,41 107,97 8,30
D331WC | Synechocystis sp. 1 81,42 x105 | 0,74 + 0,20 201,30 7,49
D458WC | Selenastrum gracilis 20,95x105 | 0,99 + 0,37 165,72 12,74
D459WC | Microspora sp. 16,77 x105 | 1,08 + 0,46 246,65 14,50
D464WC | Xanthonema sp. 25,31 x105 | 1,05+ 0,13 167,75 11,98
D467WC | Actinastrum hantzschii 63,21 x105 | 0,98 +0,50 147,26 10,52
D511WC | Pediastrum duplex 33,11 x105 | 0,47 + 0,05 297,35 21,23

A maior produtividade de biomassa foi registrada em Scenedesmus quadricauda
(D125WC) (28 mg L-1dial), seguida por Pediastrum duplex (D511WC), (21,23 mg L1 dia‘1)
e Scenedesmus obtusus (D209WC) (20,35 mg L1 dia'l). O menor valor foi registrado em
Synechocystis sp. 1 (D331WC), com 7,49 mg L-ldial. As maiores densidades celulares
foram registradas em Actinastrum hantzschii (63,21x105 células.mL) e em Pediastrum
duplex (33,11 x105 células.mL-1).

Os dados registrados na pesquisa mostram grande variabilidade no que concerne
aos parametros de crescimento e produtividade de biomassa, devendo-se esperar, por
conseguinte, variacdes interespecificas na sintese de parametros bioquimicos de interesse
a biotecnologia, sendo os teores desses compostos espécie-especificas. Mata et al. (2010)
relatam vdrios fatores influenciando as respostas de crescimento das microalgas como a
luz (qualidade e quantidade), temperatura, nutrientes, 02, CO2, pH, salinidade, quimicos
toxicos, e fatores bidticos como a presenca de patégenos (bactérias, fungos e virus),
competicdo, e os fatores operacionais como a taxa de dilui¢do, profundidade do cultivo,
frequéncia de colheita, adicdo de compostos quimicos, entre outros.

Calixto (2016) registrou valores maximos de biomassa chegando a 394 mg L-! em
Synechococcus nidulans e 270 mg.L-! Lagerheimia longiseta, portanto muito préximos aos
registrados neste trabalho. A literatura indica altera¢des no rendimento em biomassa em
varias microalgas de dgua doce e marinhas, como Scenedesmus sp., Nannochloropsis sp.,
Chlorella vulgaris, Selanastrum minutum, Coelastrum sp., Tetraselmis chui, relacionadas as
condig¢des de cultivo, particularmente a intensidade luminosa e o fotoperiodo (Wahidin et
al,, 2013; Khoeyi et al., 2012).

Composicao bioquimica da biomassa das espécies cultivadas

Proteinas. Pediastrum duplex (D511WC) apresentou maior quantidade de
proteina (61,01%) de sua biomassa seca. Teores elevados também foram relatados nas
espécies Microspora sp. (D459WC) Selenastrum gracilis (D458WC) (62,30% e 51,10%),
enquanto nas demais espécies o teor variou entre 16,33 a 49,33%. A maioria das espécies
apresentou conteddo proteico superior do que algumas fontes convencionais de
alimentos, como frango (24%), peixe (24%), carne bovina (22%) e amendoim (26%)
(Moorheadet al., 2011).

Algumas espécies de microalgas como Chlorella vulgaris, Spirulina maxima e
Spirulina platensis apresentam teor protéico entre 51%-58%, 60%-71% e 46%-63%,
respectivamente, sendo essas microalgas as mais usadas para a producdo de proteina em
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escala industrial (Becker, 2007). Os resultados encontrados na presente pesquisa
mostram que outras espécies podem ser igualmente aproveitadas para esta finalidade em
funcdo dos altos valores de proteinas que apresentam, ressaltando assim a importancia de
trabalho de bioprospec¢do na busca novas espécies que possam ser utilizadas na
biotecnologia.

Produtividade de Proteinas (mg/L.d)
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Figura 1. Teor de proteina e produtividade nas 10(dez) espécies de microalgas estudadas.

Carboidrato. Os valores de carboidrato variaram de 13,28% em Scenedesmus
quadricauda (D125WC) a 48,98% em Xanthonema sp. (D464WC). Altos valores também
foram registrados em Selenastrum gracilis (D458WC), com 44,88%. Esses valores sdo
atribuidos ao contetido de carboidrato que as espécies possuem e, nesse contexto, os
valores encontrados sdo superiores ao referidos por Markou et. al. (2012) para Chlorella
vulgaris, Spirulina platensis e Spirulina mdxima, espécies amplamente usadas como
alimento nutracéutico.

Diversas microalgas com elevado conteiudo de carboidrato sdo referidas na
literatura como Porphyridium cruentum cujos valores oscilam entre 40% e 57% e
Spirogyra sp. com valores entre 33% e 64% (Harun et al., 2010). Varias outras espécies de
agua doce da Hungria e da Roménia apresentaram valores similares aos registrados nesta
pesquisa (entre 13,9 a 43,6%), num estudo similar de bioprospeccao de espécies de agua
doce efetuado por Selvarajan et al. (2015). Markou et al. (2012), no entanto, consideram
ser possivel incrementar a produtividade de carboidrato pela alteracdo nas condigdes de
cultivo, quer seja através da deprivacdo de nutrientes como N, P e S, ou provocando
estresses foticos e otimizando o suprimento de nitratos, ou ainda, cultivando as espécies
com adicdo de glicose, acetato e glicerol aos meios de cultivo. Tais alteracdes se tornam
particularmente interessantes quando o propdsito é aumentar a sintese desses compostos
visando a producdo de biocombustiveis e produtos biotecnolégicos com base em todos os
seus componentes naturais.
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No presente estudo nem todas as espécies com os maiores teores de carboidrato
foram as que mostraram as maiores produtividades. Xanthonema sp. teve uma quantidade
de carboidrato de 48,98%, porém sua produtividade foi de apenas 5,65%, em oposicdo a
Scenedesmus obtusus, que teve um valor inferior de carboidrato (36,37%), porém com
maior produtividade (7,31%), o que pode ser justificado pela variagdo na composigcdo
bioquimica de cada espécie, pois no decorrer dos cultivos, as algas apresentam muitas
variagbes em sua composicdo bioquimica, porém, alteracdes exdgenas como
concentracdes de salinidade por exemplo nos meios de cultivo podem influenciar na
sintese de carboidratos, pois a diminuicdo da fonte de nitrogénio e o aumento da
concentracao de cloreto de s6dio acarretam no aumento do acimulo de carboidratos em
suas células.

Produtividade de Carboidratos (mg/L.d)
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Figura 2. Teor de carboidrato e produtividade nas 10(dez) espécies de microalgas estudadas.

Os maiores valores de lipideos foram encontrados nas cloroficeas Selenastrum
gracilis (D458WC), Pediastrum boryanum (D231WC), Coelastrum sp.,(D193WC) seguidas
pela cianobactéria Synechocystis sp. (D331WC), todas com teores acima de 20% (23,65%,
23,07%, 22,20% e 21,35%, respectivamente), evidenciando que os teores lipidicos variam
conforme a espécie. Araujo et al. (2011) também avaliaram a producdo de biomassa e 6leo
de 10 espécies. O resultado da pesquisa apontou a Nannochloropsis oculata como uma das
espécies mais resistentes e de maior producao de biomassa e 6éleo, (37%-60%). outros
autores, como Lim et al. (2012), também identificaram a Nannochloropsis oculata como
melhores produtoras de lipidios tanto em ambientes fechados como abertos. Desta forma,
observa-se que as microalgas tém caracteristicas bem atrativas do ponto de vista de
producdo de lipidios entretanto, o éxito biotecnoldgico destas depende da escolha de
espécies com propriedades relevantes e com facil cultivo, para alcangar uma alta producio
de bio-6leo com um custo competitivo com o mercado de biocombustiveis.
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Figura 3. Teor de lipideos e produtividade lipidica nas 10 (dez) espécies de microalgas estudadas.

Valor de 25,6% foi registrado por Servel et al. (1994) em Isochrysis galbana.
Valores superiores foram relatados por Mata et al. (2010), chegando até 57% em
Phaeodactylum tricornutum, 40% em Isochrysis galbana, 58% em Chlorella vulgaris, 33%
em Isochrysis e 33,6% em Chaetoceros muelleri. Embora esses valores sejam
substancialmente mais elevados do que os que foram registrados nas espécies estudadas
ha que se ressaltar que ainda assim os nossos valores sdo superiores em algumas espécies
que comumente sdo registrados na soja, que em geral ficam em torno de 24%, uma das
principais oleaginosas usadas para a produgdo de biodiesel (Silva et al., 2006).

Uma das questdes a serem levantadas no tocante as analises de lipidios em
microalgas diz respeito ao método de extracdo visto que este pode influenciar no teor de
material lipidico extraido e, consequentemente, na produtividade lipidica (Jones et al.,
2012; Aratjo et al,, 2013; Silva et al,, 2014). O melhor método é aquele que propicia maior
acessibilidade ao contetdo lipidico estando associado, portanto, com o grau de dificuldade
encontrado na ruptura da parede celular. No presente caso foi usado ultrassom para
rompimento da parede celular. Tal procedimento é eficiente, particularmente para
cianobactérias (Silva et al., 2014), porém para cloroficeas tem-se demonstrado que
associacdo de ultrassom com autoclave ou apenas autoclave sdo mais eficientes (Lee,
2010). Desse modo ressalta-se que teores mais elevados de lipidios podem ser obtidos,
adotando-se outros procedimentos para o rompimento da parede celular.

Usualmente considera-se que as microalgas eucariéticas possuem maior teor
lipidico do que as procariéticas (Williams e Laurens, 2010), e as cloroficeas, em particular,
sdo relatadas como um dos grupos que apresentam os mais elevados niveis de lipidios
neutros (Chen et al,, 2011). Neste estudo constatou-se, que a cianobactéria Synechocystis
sp. 1 (cepa D331WC) apresentou um equivalente de lipidios em relagdo aos maiores
valores registrados nas cloroficeas. Ressalta-se, ainda, que a biossintese de lipideos esta
associada a diversos fatores (Richmond, 2004), dentre os quais se relacionam as condi¢des
de cultivo, o tipo de cultivo, as concentracdes de nutrientes, o estigio da fase de
crescimento em que a cultura se encontra, e fatores ambientais de estresse que podem
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alterar o metabolismo celular, como deprivagdo de nitrogénio ou choques térmicos, féticos
e luminosos.

A deplecdo de nitrogénio, por exemplo, forca o metabolismo das microalgas a
diminuirem os teores de proteinas ou peptideos, aumentando em contrapartida o
percentual de compostos ricos em energia como carboidratos e lipidios (Ho et al., 2014).

Diversos autores também relataram ocorrer um aumento significativo na
biomassa, nos carboidratos e no teor de lipidios de algumas espécies de microalgas sob
condi¢des mixotroficas e heterotréficas quando comparado com a condigdo fototréfica
(Giovanardi et al., 2013; Liang, 2013; Liu et al,, 2014; Rattanapoltee e Kaewkannetra,
2014) fato este que abre novas perspectivas acerca da aplicacdo dos cultivos de
microalgas em processos biotecnologicos

Perfil de ésteres metilicos de acidos graxos

A maioria dos lipidios presentes nas microalgas contém Aacidos graxos que
possuem de 8 a 22 carbonos e podem ser saturados ou insaturados (Medina et al., 1998;
Halim et al., 2012). Segundo Nascimento et al. (2013) a composicdo e o ndmero de
insaturacdes dos Aacidos graxos influenciam diretamente as caracteristicas finais do
biodiesel. Branco et al. (2014) afirmam que o que pode levar a producido de um biodiesel
de qualidade é a composi¢cdo em acidos graxos do 6leo da microalga e o perfil de ésteres
que devem assemelhar-se a composicdo em acidos graxos do 6leo de soja, principal
matéria-prima hoje utilizada para a produgdo de biodiesel no Brasil.

De acordo com os dados da Tabela 3, os acidos graxos comumente encontrados em
todas as microalgas estudadas foram laurico (C12:0), miristico (C14:0), pentadecilico
(C15:0), pentadecandico (C15:1), palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1 cis9),
heptadecenoico (C17:1), estearico (C18:0), elaidico (C18:1) e linoleico (C18:2 cis9, cis12).
Entre esses se destaca a presenca em grande quantidade do acido graxo palmitico cuja
participacdo percentual variou de 1,13% em Actinastrum hantzschii (D467WC) a 39,12%
em Scenedesmus quadricauda (D125WC). Teores predominantes deste &acido graxo
também foram encontrados por Sassi (2016) e por Ambrozova et al. (2014).

Outro acido presente em todas as espécies estudadas e que apresenta dominancia
em oleaginosas de acordo com a literatura, é o estearico (C18:0), utilizado em agentes de
consisténcia como sabdes, detergentes, velas, cremes e lo¢cdes. Este acido graxo foi
encontrado em pequena quantidade, com valores entre 0,18% em Actinastrum hantzschii
(D467WC) e 5,12% em Scenedesmus quadricauda (D125W(C).

A composicdo de 4acidos graxos das microalgas Coelastrum sp. (D193W(),
Pediastrum boryanum (D231WC), e Pediastrum duplex (D511WC) é caracterizada por
elevados teores de acidos como o palmitico (C16:0), vacénico (18:1 ) e gadoléico (C20:1),
seguidos pelos acidos elaidico (C18:1) e linoléico (C18:2 cis9, cis12). Os acidos insaturados
sdo encontrados em teores varidveis nas espécies, ressaltando-se os valores para o
vacénico que é encontrado em até 25% em Pediastrum duplex (D511WC).

As insaturagdes tornam as microalgas propensas aos processos oxidativos do 6leo
e do biodiesel produzido, pois quanto maior o indice de insaturacdes dos acidos graxos,
menor sua estabilidade oxidativa, conseqiientemente o material é degradado com maior
facilidade. De acordo com Oetterer (2006), os acidos linoléico e linolénico (com duas e
trés duplas ligacdes, respectivamente) podem ser oxidados a uma velocidade de 64 a 100
vezes maior que o acido oléico (com uma dupla ligacdo). A presenga desses acidos também
foi identificada em microalgas dos géneros Amphora, Chaetoceros, Chlorella, Dunaliella e
Isochrysis (Knothe, 2011).
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Tabela 3. Composicdo de acidos graxos por grau de saturacdo das dez espécies de microalgas
estudadas.

% Acidos Espécies
graxos D125WC | D193WC | D209WC | D231WC | D331WC | D458WC | D459WC | D464WC | D467WC | D511WC

C8:0 0,39 0,3
C10:0 0,53 0,27
C11:0 0,58 0,4 1,48
C12:0 1,13 0,99 1,7 1,39 1,92 1,45 1,75 0,6 1,09 1,08
C13:0 1,29 0,69 0,83 0,86 2,2 0,69 1,18 0,19 0,29
C14:0 3,44 0,41 0,21 1,43 0,45 0,67 0,68 2,1 0,35 0,86
C14:1 2,10 0,34 0,31 0,24 0,7 0,42 0,79 1,97
C15:0 1,16 0,88 1,16 0,77 1,48 0,73 1,04 3,22 0,38
C15:1 3,2 6,3 2,3 2,2 5,71 4,73 0,86 13,87 0,3
C16:0 39,12 24,51 28,47 33,83 28,91 20,4 20,55 29,59 1,13 27,79
C16:1 2,74 0,72 0,6 0,31 1,06 0,72 0,71 1,18 0,23
C17:0 0,46 0,21 0,73 1,5 0,31 0,5 0,9 3,71 0,46
C17:1 0,23 1,24 0,85 1,27 1,09 0,83 0,8 1,18 0,41
C18:0 5,12 3,18 1,58 2,37 1,94 3,34 3,11 3,55 0,18 3,15
C18:1n9t 6,39 1,55 1,04 2,09 0,45 0,34 0,74 1,85 521 1,04
C18:1n9c 15,85 18,3 6,7 17,91 9,81 9,17 7,88 10,14 9,17 25,63
C18:2n6t 3,4 4,07 3,54 2,48 9,33 7,42 0,95 6,68 5,23
C18:2n6¢ 9,89 3,35 4,33 7,93 3,99 5,86 5,03 19,17 7,53
C18:3n6 1,28 0,21
C18:3n3 11,77 13,96 2,27
C20:0 0,53 2,07 1,18
C20:1 16,59 19,27 12,88 0,53 18,54 15,02 25 15,19
C20:2 1,24 1,42 1,17 0,42 1 0,72 2,23 1,13
C20:3n3 1,4 0,3
C20:3n6 0,48 1,79
C20:4n6 1,41
C20:5n3 0,46
C22:0 0,82 1,04 2,1 0,34
C22:1n9 1,87
C22:6 n-3 1,64
AGS 51,26 35,61 43,19 47,22 45,2 35,11 35,5 44,54 28,94 36,47
AGMI 27,08 36,44 27,01 32,88 10,79 28,05 23,64 11,99 39,38 41,86
AGPI 21,66 7,99 9,82 12,64 7,37 16,65 13,17 41,6 11,48 14,1
AGMI/AGS |0,58 1,02 0,63 0,70 0,24 0,80 0,67 0,27 1,36 1,15
AGPI/AGS 0,42 0,22 0,23 0,27 0,16 0,47 0,37 0,93 0,40 0,39

C8:0 = Caprilico; C10:0 = Caprico; C11:0 = Undecilico; C12:0 = Laurico; C13:0 = Tridecilico; C14:0
= Miristico; C14:1 = Miristoleico; C15:0 = Pentadecilico; C15:1 = Pentadecenoico; €C16:0 =
Palmitico; €16:1 = Palmitoleico; €16:1 = Palmitoleico; €C17:0 = Margarico; C17:1
Heptadecaenoico; C18:0 = Estedrico; C18:1 w-9 = Oléico; €C18:1 = Vacénico; C18:1 = Elaidico;
C18:2 w-6 = Linoleico (AL); C18:2 = Linolelaidico; C18:3 w-3 = Linolénico (ALA); C20:0
Eicosanoico; C20:1 = Gadolé&ico; C20:2 Eicosadienoico; €C20:3 = Homo -y - linolénico; C22:0
Behénico; €C20:5 = Eicosapentanoico (EPA); C22:6 = Docosahecanoico (DHA). AGS= Acidos graxos
saturados, AGMI = Adicos graxos monoinsaturados, AGPI= Acidos graxos polinsaturados.

Em relacdo ao grau de saturacdo dos acidos graxos presentes nas 10 espécies
analisadas (Figura 4) observou-se uma concentragdo maior de acidos graxos saturados
(AGS) e monoinsaturados (AGMI) e um menor percentual de acidos graxos poli-
insaturados (AGI).

Esteres alquilicos de acidos graxos saturados (laurico, palmitico, estearico) estio
presentes em todas as 10 espécies analisadas, sendo este um ponto importante nesse
estudo, pois, de acordo com os parametros estabelecidos para produgdo de biodiesel
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utilizando microalgas como matéria prima, busca-se selecionar espécies de microalgas que
apresentem alta produtividade em &cidos graxos, os quais devem ser preferencialmente
uma mistura de acidos saturados e monoinsaturados (Calixto, 2016).

De acordo com Menezes et al. (2013) essas espécies deverao apresentar reduzido
teor de acidos com duas ou mais duplas ligacdes, o que levaria a obtencdo de biodiesel com
alta estabilidade oxidativa e adequada propriedade de congelamento.

Em termos percentuais de acidos graxos saturados totais presentes nas espécies
estudadas, observaram-se indices maiores para Scenedesmus quadricauda (D125WCQC),
(51,26%), seguido por Pediastrum boryanum D231WC (47,22%) (Figura 4). Em meio a
esses AGS, o acido palmitico merece destaque por estar presente em todas as espécies com
teores variando de 1,13% a 33,83%. Altos teores desse acido, associado a baixos teores de
di, tri e poli-insaturados favorecem algumas das propriedades fisicas do biodiesel, tais
como as de ponto de entupimento e viscosidade.

Acido palmitico ou 4acido hexadecanéico é um dos acidos graxos saturados mais
comuns, encontrados em animais e plantas. E o principal componente do 6leo de palma
com composicdo em AGS (palmitico 44% e estearico 4%) AGI (oléico 40% e linoléico
10%). De acordo com Costa (2016), A grande quantidade de acidos graxos saturados
(acido palmitico) torna o éleo de palma viavel em aplicacdes que levam a obtencdo de
biocombustiveis semelhantes aos derivados de petréleo, tais como gasolina e querosene.
Zambiazi et al. (2007) e Calixto (2016) afirmam que esse acido pode ser utilizado como
surfactante em produtos de limpeza e na producio de cosméticos.

Os acidos graxos monoinsaturados presentes em todas as microalgas foram os
acidos, palmitoleico (C16:1) e elaidico (C18:1). O acido oléico (C18:1 w-9) nio foi
encontrado, apenas nas espécies Xanthonema sp. (D464WC), que juntamente a espécie
Scenedesmus quadricauda (D125WC) também nao expressou o MUFA gadoléico (C20:1).
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Figura 4. Percentual de acidos graxos por saturagio presentes nas microalgas estudadas.

Todas as microalgas analisadas apresentaram em sua composicdo indices do acido
graxo poliinsaturado linoléico (C: 18:2w6), merecendo especial atengdo a Xanthonema sp.
(D464WC), cujo teor (52,7%) foi muito superior aos das demais espécies estudadas,
evidenciando que esta espécie tem um alto potencial para uso na industria alimenticia.
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Os acidos graxos poli-insaturados por possuirem um niimero de cetano geralmente
baixo, diminuem a qualidade de combustio, propiciam o processo oxidativo do éleo e,
consequentemente, do biodiesel produzido, o que os tornam inconvenientes para uso na
producdo do biodiesel. De acordo com Chisty (2007) a maioria dos 6leos das microalgas é
rico em Aacidos graxos poliinsaturados com quatro ou mais ligacées duplas, porém o
problema associado com este grau de poliinsaturacdo é que estes acidos graxos sdo
sensiveis a oxidacdo durante o armazenamento, reduzindo assim sua aceitabilidade para
uso em biodiesel.

De acordo com Knothe (2013), Menezes et al. (2013) e Rawat (2012), a
propriedade de indice de cetano, que mede a qualidade da combustao, esta relacionada
com a velocidade de ignicdo. Um alto indice de cetano indica bom funcionamento do
motor, com minimizacdo da quantidade de poluentes emitidos. Esta propriedade é
influenciada pelo grau de saturagao e comprimento da cadeia carbénica.

Avaliando os parametros estabelecidos pela norma EN 14214, o limite maximo
para microalgas, estabelecido para o teor de acidos tri-insaturados é de 12%, e de 1% para
o teor maximo de acidos graxos com mais de trés duplas ligacdes (PUFA). Levando em
consideracdo essas determinagdes, a propor¢ao no presente estudo apresentou-se dentro
das normas estabelecidas com excecdo da espécie Xanthonema sp. (D464WC) que
apresentou teor de 15,37% em sua composi¢do para tri-insaturados.

Predicao das propriedades do biodiesel nas espécies estudadas

De acordo com Georgianna et al. (2012), as propriedades combustiveis mais
importantes para avaliar o potencial do biodiesel como substituto do diesel sao
viscosidade cinematica, nimero de cetano, densidade, propriedades de fluxo a frio,
estabilidade oxidativa, qualidade de ignicdo e calor de combustdo. A Tabela 4 mostra os
resultados obtidos para a predicdo das propriedades combustiveis das 10 espécies
selecionadas para este estudo. A substituicao do diesel fossil pelo biodiesel proveniente do
6leo de microalgas é fortemente dependente do cumprimento das especificacbes dos
pardmetros de qualidade combustiveis, normatizados por alguns 6rgdos reguladores
(Rawat et al., 2013).

Tabela 4. Predicdo das propriedades do biodiesel das microalgas estudadas.

Microalgas Vlsioos L((i:ade Densidade Nul(;leero indice delodo | HV T PEIFF
ADU (mm2 s-1) (kg/L) Cetano | (810d0/100g) | (M]/kg) (°C)

D125WC 0,82 4,688 0,877 57,40 73,82 39,98 6,472 3,8560

D193WC 0,53 4,872 0,876 59,34 52,13 39,47 4,041 | -3,78139
D209WC 0,51 4,885 0,875 59,48 50,64 39,43 3,637 | -5,05064
D231WC 0,58 4,840 0,876 59,01 55,85 39,55 2,753 | -7,8279
D331WC 0,29 5,023 0,874 60,94 34,28 39,04 1,789 | -10,8565
D458WC 1,18 4,462 0,879 55,01 100,47 40,61 1,874 | -10,5895
D459WC 0,49 4,897 0,875 59,61 49,15 39,40 1,76 | -10,9476
D464WC 1,23 4,430 0,879 54,67 104,19 40,70 4,308 | -2,94256
D467WC 0,67 4,784 0,876 58,41 62,54 39,71 2,999 | -7,05504
D511WC 0,66 4,790 0,876 58,47 61,80 39,70 3,543 | -5,34596

HHV = poder calorifico; LCSF = baixa producado de carbono; PEFF = Ponto de entupimento de filtro a
frio.

Estes padrdes de qualidade para o biodiesel requerem um nimero minimo de
cetano de 47 pela norma americana (ASTM D6751) e 51 pela norma europeia (EN 14214).
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No presente trabalho, verificou-se conformidade nos valores de cetano calculado para as
espécies, que variaram de 55 a 60, com as normas supracitadas. Quanto maior o NC,
melhores sdo as propriedades de ignicdo do biodiesel, menores sido as emissdes de 6xido
nitroso (N20), e maior ¢ a facilidade de partida do motor (Ramos et al.,2009).

O indice de iodo é um método convencional utilizado para determinar o grau de
insaturacdo de dleos, gorduras e biodiesel, como indicativo de sua propensdo aos
processos oxidativos que originam a formacdo de depdsitos e problemas no motor
(Calixto, 2016). Todas as espécies de microalgas estudadas apresentaram valores
inferiores ao determinado pelos padrdes europeus de biodiesel (maximo de 120 mg
I,/100g), variando entre 34 a 104 mg I,/100g, bem como ao de oleaginosas potenciais da
matriz de producao de biodiesel, como a soja e girassol que apresentam respectivamente
128 e 132,6 mg 1;/100g (Ferrari e Souza, 2009). Elevados valores de iodo no biodiesel
podem resultar na polimerizacdo de glicéridos e deposicdo de lubrificante no motor
(Francisco et al., 2010).

O ponto de congelamento dos acidos graxos saturados é sempre maior que o dos
acidos graxos insaturados. Quando o biodiesel contém quantidades significativas de
moléculas de ésteres saturados, principalmente de cadeia longa, a cristalizacdo pode
ocorrer em baixas temperaturas, o que resulta em fracas propriedades de fluxo, pois
ocorre restricdo a circulacdo do combustivel pelos filtros e sistema de alimenta¢do
durante a partida (Francisco et al., 2010). A Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP) propode valores limitantes para este parametro por regides
brasileiras, bem como por periodos sazonais, determinando valores maximos que variam
de 5 °C a 19 °C. Entretanto, vale ressaltar que as propriedades de fluxo dependem das
condi¢cdes da regido na qual o combustivel sera utilizado, bem como o uso de aditivos
anticongelantes vem sendo estudado para viabilizar o uso de algumas matrizes que ndo
atendem a essa especificacao.

Outro parametro critico para o biodiesel é a viscosidade cinematica por afetar os
sistemas de bombeamento e injecdo em motores, podendo comprometer ainda a
atomizacdo do combustivel. Todas as microalgas exibiram valores de viscosidade dentro
dos limites estabelecidos pela resolugdao ANP (3 a 6 mm? s1), com valores que variam de
4,430 mm? s-1 para a espécie Xanthonema sp. (D464WC) a 5,023 mm?2 s-1 para Synechocystis
sp. 1 (cepa D331WC).

No que diz respeito a densidade, as dez espécies de microalgas atenderam as
especificagcdes (0,85-0,90 kg L-1) com valores praticamente constantes (0,87 kg L-1). De
acordo com Alptekin e Canakci, (2008) a densidade relaciona-se diretamente ao poder
calorifico do biodiesel, dessa forma também ndo foram expressas grandes diferenciacoes
nos valores referentes ao poder calorifico para as microalgas em estudo. Expressaram-se
valores de 39,04 a 40,70 M]/kg, valores superiores ao 6leo de soja (37,50 M]/kg) definido
por Costa Neto et al. (2000).

Teor de fendlicos extraiveis totais

Determinou-se o teor de fendlicos totais das microalgas pesquisadas com o
objetivo de identificar uma fonte natural de compostos fendlicos nestas espécies. A
variacdo entre os teores de fendlicos entre as espécies em seus extratos metanolicos,
considerando as diferencas estatisticas entre elas, mostrou que o maior valor de fenolicos
totais foi para a espécie Pediastrum boryanum (D231WC) (48,61 mg EAG g1) e menor
valor foi para Microspora sp. (D459WC) (13,09 mg EAG g1). Os teores de fendlicos
encontrados nas microalgas estudadas nesta pesquisa encontram-se acima dos relatados
por Safafar et al. (2015) que encontrou para extrato metandlico da microalga
Desmodesmus sp., maior teor de fendlicos de 7,72 mg EAG g1

Choochote et al. (2014), usando o etanol e o hexano como solventes extratores,
obtiveram teores maiores de fenolicos, para estes solventes, seguindo a ordem de citacio
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dos solventes usados. Essas diferencas podem ser atribuidas as diferengas de polaridade
dos compostos fendlicos. E, ainda que a maioria dos compostos fendlicos apresentam
natureza geralmente polar, a concentracdo dos fendlicos em cada espécie pode ser
responsavel por esses resultados.

Determinacdo da atividade antioxidante (in vitro)

Potencial antioxidante de reducdo do ferro (FRAP). Para a analise que avalia o
potencial antioxidante de reducdo do ferro (FRAP) (Tabela 5), as melhores capacidades
antioxidantes de reducdo de ferro foram obtidas para as microalgas Scenedesmus
quadricauda (D125WC) (21783,66 pmol Tx g1), seguido de Pediastrum boryanum
(D231WC() (48,61 pmol Tx g1). Os menores resultados foram encontrados por Microspora
sp. (D459WC) (13,09 umol Tx g1) e Selenastrum gracilis (D458WC) (16,94 pmol Tx g1).
Outros autores encontraram valores superiores aos encontrados nesta pesquisa,
atribuindo as microalgas Chlorella vulgaris, Haematococcus pluvialis, Nannochloropsis sp. e
Tetraselmis sp, atividade antioxidante alta, quando avaliada pelo ensaio FRAP, com valores
acima de 40 umol Tx g-1 de biomassa (Goiris et al.,, 2012; Hajimahmoodi et al., 2010),
relataram valores que refletem capacidade antioxidante elevada para as espécies
Fischerella ambigua (73,20 pmol Tx g-1), Nostoc muscorum (63,26 umol Tx g-1), Chlorella
vulgaris (58,21 pmol Tx g1) e Anabaena cylindrica (54,79 pmol Tx g-1). Este ensaio
quantifica os antioxidantes que promovem a transferéncia de um elétron, contudo nao é
possivel detectar os compostos que suprimem os radicais por transferéncia de um atomo
de hidrogénio. Assim, sdo detectados principalmente atividade antioxidante de polifendis
(Chatterjee e Bhattacharjee, 2013).

Tabela 5. Atividade antioxidante pelos ensaios FRAP, ABTS, DPPH E Fendlicos extraiveis totais das
dez espécies de microalgas estudadas.

Gepa JdenBhEIca0 FRAP ABTS DPPH Fenolicos
(umolTx g-') | (umolTx/g-!) (umol Tx/g) (mgEAG g-!)
D125WC | Scenedesmus quadricauda 21,782+ 0,18 0 116,703+ 0,33 21783,662+ 0,33
D193WC | Coelastrum sp. 48,61b+ 0,15 3,17¢+ 0,31 32,86¢+ 3,35 16,064+ 0,25
D209WC | Scenedesmus obtusus 45,97bct 0,42 19,412+ 0,36 65,38bc+ 3,83 27,04bcd+ 0,54
D231WC | Pediastrum boryanum 35,09bcd+ 0,29 0,16¢+ 0,04 44,074+ 4,39 48,612+0,94
D331WC | Synechocysti s sp. 1 27,04bcd+ 0,57 19,412+ 1,07 57,50¢+ 3,19 45,97bc+0,40
D458WC | Selenastrum gracilis 24,30bcd+ 0,10 1,514+ 0,10 16,65+ 2,33 16,944 0,38
D459WC | Microspora sp. 18,09bcd+ 0,10 5,37+ 0,18 9,77t+ 1,67 13,094+0,41
D464WC | Xanthonema sp. 16,94cd+ 0,58 18,462+ 0,17 40,40de+2,71 24,30bcd +0,33
D467WC | Actinastrum hantzschii 16,064+ 0,14 2,57¢d+ 0,22 17,98+ 3,84 18,09bcd + 0,57
D511WC | Pediastrum duplex 13,094+ 0,60 6,14+ 0,22 67,040+ 3,52 35,09bcd+(,51

Valores expressos em média e desvio padrdo. Nas colunas, médias seguidas de letras iguais nao
diferem estatisticamente (ANOVA e Teste de Tukey, p = 0,05).

Captura do radical ABTS-+ (2,2°-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico)). Para o ensaio de ABTS (Tabela 5), a maior capacidade antioxidante total foi
apresentada por Synechocystis sp. (D331WC) e Scenedesmus obtusus (D209WC), que
apresentaram o valor de 19,41 pmol Tx g. Li et al. (2007) relatou valor correspondente
analisando a microalga Chlorella pyrenoidosa (15,71 pmol Tx g1). O menor resultado foi
apresentado pela microalga Pediastrum boryanum (D231WC) (0,16 pmol Tx g1), sendo
considerado um valor muito abaixo do encontrado por Goris et al. (2012), que alcangou
como menores valores para este ensaio o valor de 5,87 umol Tx g para a microalga
Scenedesmus obliquus. Este ensaio TEAC (Capacidade antioxidante para equivalente)
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quantifica a capacidade antioxidante por transferéncia de um unico elétron (redugio
direta de ABTS) e detecta, dessa forma, a atividade antioxidante de carotenoides e
polifendis (Chatterjee, 2014).

Sequestro do radical DPPH (2,2-difenil -1-picril-hidrazil). O extrato metandlicos
de acordo com as porcentagens de eliminacdo de radicais DPPH dos extratos das dez
espécies de microalgas estudadas (Tabela 5) mostrou eficiente atividade de eliminagdo de
DPPH em varios graus.

A espécie Scenedesmus quadricauda (D125WC) (116,70 umol Tx g*) apresentou a
maior atividade de eliminacdo de radicais DPPH para o extrato metandlico. Para as
espécies Pediastrum duplex (D511WC) e Scenedesmus obtusus (D209WC) também se
obteve valores bastante significantes (67,04 pumol Tx g' e 6538 umol Tx g?,
respectivamente). Custédio et al. (2012), obteve 35.2% de eliminacdo de radicais com a
utilizacdo de extratos metandlicos (10 mg/ml) para microalga minutissima. Machado et al.,
(2016), encontraram valores inferiores a esse estudo (12-18%) com a utilizacdo de
extratos metanolicos de Spirulina LEB-18 e Chlorella pyrenoidosa.

Conclusoes

Os teores dos compostos quimicos analisados nas biomassas das microalgas
estudadas mostraram varia¢des interespecificas e sdo dependentes das condicdes de
cultivo adotadas. Algumas espécies apresentaram consideraveis valores de proteinas
(mais de 40% do peso seco), a exemplo de Scenedesmus obtusus (D209WC) e Synechocystis
sp. 1 (D331WC), podendo tais espécies serem direcionadas a aplicacdes em alimentos.
Outras espécies, como Selenastrum gracilis (D458WC) e Xanthonema sp. (D464WCQC),
apresentaram valores de carboidrato superiores a 40%, sendo importantes para produgdo
de bioetanol. Valores de lipidios superiores aos comumente encontrados na soja foram
evidenciados na cloroficea Selenastrum gracilis (D458WC) e na cianobactéria Synechocystis
sp.1 (D331WC) tornando-as importantes para a produgdo de 6leos. A presenca de acidos
graxos saturados em todas as espécies analisadas é relevante do ponto de vista da
producdo de biodiesel. As dez cepas possuem uma boa atividade antioxidante frente aos
métodos utilizados, com destaque para Scenedesmus quadricauda (D125WC), que
apresentou valores maximos em relacao as demais espécies. Com base nas previsdes das
propriedades combustiveis analisadas, todas as espécies estudadas mostraram-se
adequadas a producao de biodiesel, em especial as espécies Scenedesmus quadricauda
(D125WC), Selenastrum gracilis (D458WC) e Coelastrum sp. (D193WC(C) por apresentarem
todos os parametros requeridos para produgao de biocombustivel.
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