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Resumo

A crescente necessidade por combustiveis alternativos, frente ao crescimento constante
da demanda energética, faz com que sejam necessdrias pesquisas sobre novas fontes
energéticas eficientes e ndo agressivas ao meio ambiente. Cada vez mais as microalgas
tem se apresentado como uma alternativa para a producdo de biodiesel, visto as
vantagens que seu cultivo apresenta, como crescimento em terras ndo cultivdveis,
biorremediacdo e grande acimulo de lipidios. Em virtude disso, torna-se imprescindivel a
utilizacdo de um método para quantificacdo de lipidios presentes em microalgas que seja
rapido e confidvel. Visando essa necessidade, estudou-se o desenvolvimento de uma
metodologia de quantificacdo lipidica através de medidas de espectrofluorescéncia. Para
a proposta e calibracdo de modelos, utilizaram-se solu¢des de azeite em acetona devido
as similaridades deste com os lipidios produzidos pelas microalgas. A primeira etapa
valeu-se da andlise qualitativa proveniente das medidas espectrofluorométricas,
utilizando-se a metodologia ACO. Apds definidas essas regides, aplicou-se entdo a
metodologia PSCM, obtendo-se modelos de predicdo de concentracdo de azeite com
diferentes estruturas e, apds analise desses modelos, foi definido que modelos com mais
de oito pares de fluorescéncia sdo indicados para proceder predi¢cdes de concentragdo
com erros relativos aceitaveis. Para avaliar a robustez dos modelos obtidos, realizam-se
testes com outra marca de azeite comercial, apresentando resultados positivos na
caracterizacdo de duas das quatro amostras avaliadas, sendo que o resultado ineficaz foi
atribuido a erros experimentais, ndo correlacionados aos modelos propostos. A segunda
etapa deste trabalho é composta pelo cultivo das microalgas em diferentes porcentagens
de vinhaca (0%, 8,1%, 20% e 31,9%), os quais apresentaram crescimento da biomassa,
embora nos cultivos com 20% e 31,9% de vinhaga houve a necessidade de um tempo de
cultivo maior que o esperado em virtude das condicdes do meio. Durante todo o cultivo
foram realizadas medidas de espectrofluorescéncia, posteriormente avaliadas pelos
modelos quimiométricos previamente ajustados. A aplicacdo direta desses modelos na
guantificacdo lipidica das microalgas ndo apresentou resultados satisfatérios, no entanto,
os resultados indicam que a metodologia apresenta viabilidade técnica e pode ser
melhorada através de calibra¢des dos modelos quimiométricos utilizando dados reais de
processo e ndo solucdes padronizadas de laboratdrio, viabilizando o acompanhamento da
concentracdo de lipidios nos fotobiorreatores através de medidas de espectroscopia
fluorescente.

Palavras-Chave: microalga, lipidio, fluorescéncia, quimiometria.
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1 Introdugao

A cada ano o consumo de derivados do petrdleo, como gasolina e diesel, e do alcool,
proveniente da cana de acucar, tende a subir, visto o aumento da frota de veiculos e da
expansdo econdmica que impulsiona a produtividade do setor industrial. Portanto, torna-
se imprescindivel a necessidade de fontes energéticas renovaveis que sejam menos
agressivas ao meio ambiente e que, juntamente, apresentem uma boa produtividade.

O etanol é um combustivel de fonte renovavel com menor impacto ambiental do que
os provenientes do petrdleo, mas é importante ressaltar que além de seu cultivo
concorrer com o cultivo de alimentos, a producdo de etanol gera grande quantidade de
residuo, conhecido como vinhaca. Para cada litro de alcool sdo produzidos de dez a
dezoito litros de vinhacga (Da Silva, Griebeler e Borges, 2007) o que gera uma preocupacao
com a destinacdo deste subproduto.

Um combustivel que se apresenta como alternativa aos combustiveis derivados do
petréleo é o biodiesel, que pode ser usado em qualquer motor a diesel, proveniente de
fontes renovaveis como soja, girassol ou outras oleaginosas. No entanto, utilizar essas
sementes para a producdo de biodiesel acarreta em uma perda para o setor alimenticio,
uma vez que a producdo ndao é mais destinada a alimentacdo e o espaco fisico de plantio
também fica comprometido.

Biodiesel a partir de sementes oleaginosas e bioetanol proveniente da cana-de-agucar
vem sendo produzido em quantidades crescentes como biocombustiveis de fontes
renovaveis, mas sua producdo em grandes quantidades ndo é sustentdvel. Uma
alternativa que tem ganhado destaque é a producdo de biodiesel a partir das microalgas
(Chisti, 2008).

As microalgas tém sido reconhecidas como uma produtora de matéria-prima para a
producdo de biodiesel por causa de sua elevada eficiéncia fotossintética, rapida taxa de
crescimento e habilidade de acumular significantes quantidades de lipidios (Govender et
al., 2012). O uso de microalgas envolve varios aspectos vantajosos para o aproveitamento
energético de sua biomassa, tais como: apresentam um curto ciclo de vida e uma alta
taxa de crescimento; permitem diversas condicGes de cultivo, além de possibilitarem
producdo o ano inteiro; ndo ha necessidade do uso de agrotdxicos; requerem uma area
reduzida para o cultivo e, consequentemente, utilizam um reduzido volume de 3agua
potavel.

As microalgas podem ser cultivadas em terras ndo agricultdveis, causando um menor,
ou inexistente, impacto no fornecimento global de alimentos. Diferentemente de outros
tipos de matérias-primas produzidas em grandes extensGes de terras agricultaveis, as
microalgas ndo competem com a producdo de produtos alimenticios (Neto et al., 2013).
De fato, o rendimento médio de producdo de biodiesel a partir de microalgas pode ser de
dez a vinte vezes maior do que o rendimento obtido a partir de sementes oleaginosas
e/ou Oleos vegetais (Chisti, 2007). Mesmo que estas estimativas sejam demasiadamente
otimistas, apontam para um grande potencial.

Quanto maior a quantidade de lipidios provenientes da producdo de microalgas,
maior a capacidade de producdo de biodiesel, por isso, além de diversos estudos
analisarem diferentes espécies de microalgas, também é de grande preocupacgdo a
guantificacdo desses lipidios. Esta é usualmente realizada por meios gravimétricos apds
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extracdo com solvente, o que requer um tempo consideravel e grande quantidade de
biomassa seca (Govender et al., 2012).

Outra técnica promissora é a extracdo supercritica por dioxido de carbono (SCCO,),
considerada uma tecnologia verde que possui a potencialidade de tomar o lugar do uso
das tradicionais extracGes de lipidios com solventes organicos, porém essa técnica
apresenta como desvantagem o alto custo do processo associado com a infraestrutura e
operacao requeridas (Halim et al., 2011).

Um método de deteccdo de lipidios de microalgas que tem se mostrado promissor e
acessivel é através de técnicas de marcacdo empregando espectrofluorescéncia
(Govender et al., 2012). Essa técnica consiste basicamente em colocar a solugdo de
corante na amostra retirada do cultivo de microalga, onde a mistura fica em contato
durante o tempo adequado para que o corante atravesse a parede celular da microalga,
conseguindo assim marcar os lipidios que, entdo, poderdo ser analisados através da
fluorescéncia resultante desta interacdo corante/lipidio. Os corantes comercialmente
disponiveis que possuem essa caracteristica sdo o Vermelho do Nilo e o BODIPY 505/515.

A andlise de dados de espectroscopia fluorescente 2D é feita através de métodos
guimiométricos, como PCA (Principal Component Analysis), PCR (Principal Component
Regression), PLS (Partial List Squares), PSCM (Pure Spectral Component Modeling), entre
outros, que consistem em metodologias capazes de extrair informacdes relacionadas as
varidveis de estado, nesse caso concentracao lipidica, contidas em grandes matrizes de
dados (Clementschitsch et al., 2005).

Este trabalho tem como objetivo investigar a viabilidade de uma metodologia de
quantificacdo dos lipidios presentes na microalga Scenedesmus sp., através do método
baseado na medida de fluorescéncia utilizando o corante Vermelho do Nilo.
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2 Revisao Bibliografica
2.1 Microalgas

As microalgas, um dos mais antigos organismos vivos, sdo microrganismos
unicelulares que vivem individualmente, em cadeias ou em grupos e que formam a base
da cadeia alimentar nos oceanos e rios e sdao conhecidas como “plancton”
(Satyanarayana, Mariano e Vargas, 2011).

As microalgas sdo caracterizadas como microrganismos fotossintéticos, que
combinam agua e didxido de carbono atmosférico com luz solar para produzirem varias
formas de energia que resultam em biomassa (polissacarideos, proteinas, lipidios e
hidrocarbonetos) (Schmitz, Dal Magro e Colla, 2012). Além do diéxido de carbono, as
microalgas precisam de nitrogénio, fosforo, potdssio, magnésio e outros nutrientes em
menor quantidade, como os metais, que sdo essenciais para o seu metabolismo (Ramirez,
2013). Dentre todos os organismos fotossintéticos e autotroficos capazes de remover
dioxido de carbono (CO,) de correntes gasosas, as microalgas sdo o grupo que suportam
até 50% de CO,, bem como a presenca de outros compostos como oxido nitrico (NO) e
didxido de enxofre (SO;) (Radmann et al., 2011). De acordo com Chisti (2007), 1 kg de
biomassa algal seca utiliza em torno de 1,83 kg de CO,, assim, a producdo de biomassa a
partir de microalgas pode ajudar na biofixacdo de residuos de CO;, no que diz respeito a
melhora e manutencdo da qualidade do ar (Singh e Gu, 2010).

Estudos realizados por Hu et al. (2008) afirmam que além de serem excepcionalmente
diversificadas, as microalgas representam um grupo altamente especializado de
organismos que podem adaptar-se a diferentes habitos ecolégicos.

As microalgas podem crescer de maneira autotrdfica (sintetizando as substancias
essenciais para seu metabolismo a partir de substancias inorganicas) ou heterotrdfica
(alimentando-se de substancias organicas sintetizadas) ou mixotrdfica (se nutre a partir
de substancias inorganicas transformando-as em substancias organicas por fotossintese
e, diretamente, de substancias organicas) (Ramirez, 2013).

2.1.1 Composi¢Go Quimica das Microalgas

Os principais componentes de uma tipica microalga sdo as proteinas, carboidratos,
lipidios e outros componentes, como pigmentos, antioxidantes, acidos graxos e vitaminas.
Os teores de proteinas e carboidratos em vdrias espécies de microalgas sdo elevados,
atingindo até 50% de seu peso seco (Singh e Gu, 2010). A Tabela 2.1 lista os teores de
proteina e carboidratos de algumas espécies de microalgas.

Os carboidratos nas microalgas podem ser encontrados nas formas de amido, glicose,
aclcar e outros polissacarideos, sua digestibilidade total é elevada, e é por isso que nao
ha limitacdo para a utilizacdo de microalgas em pé em alimentos ou ragdes (Spolaore et
al., 2006).

O conteudo lipidico das células algais pode variar entre 1% e 70%, podendo inclusive
alcancar 90% em peso seco em certas condigdes (Metting Jr, 1996). Lipidios algais sdo
compostos por glicerol ou bases esterificadas de acidos graxos saturados ou insaturados.
Entre todos os acidos graxos encontrados nas microalgas, alguns das familias w3 e w6 sdo
de particular interesse (Spolaore et al., 2006). A Tabela 2.2 apresenta o contetdo lipidico
de algumas espécies de microalgas.
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Tabela 2.1: Teores de carboidrato e proteina em diferentes espécies de microalgas.

Espécie Proteina Carboidrato
[% peso seco] [% peso seco]

Scenedesmus obliquus 50-56 10-17
Scenedesmus quadricauda 47 -
Scenedesmus dimorphus 8-18 21-52
Chlamydomonas rheinhardii 48 17
Chlorella vulgaris 51-58 12-17
Chlorella pyrenoidosa 57 26
Spirogyra sp. 6-20 33-64
Dunaliella bioculata 49 4
Dunaliella salina 57 32
Euglena gracilis 39-61 14-18
Prymnesium parvum 28 -45 25-33
Tetraselmis maculate 52 15
Porphyridium cruentum 28 - 45 40-57
Spirulina platensis 52 8-14
Spirulina maxima 28 -39 13-16
Synechoccus sp. 46 — 63 15
Anabaena cylindrical 43 -56 25-30

Adaptado de Singh e Gu (2010).

Tabela 2.2: Conteudo lipidico de algumas espécies de microalgas.

Conteudo lipidico

Espécie Habitat [% biomassal
Chlorococcum sp. Agua doce 19,3
Scenedesmus quadricauda Agua doce 18,4
Scenedesmus sp. Agua doce 21,1
Tetraselmis sp. Marinha 14,7
Ellipsoidion sp. Marinha 27,4
Monodus subterraneus Agua doce 16,1
Nannochloropsis sp. Marinha 29,2

Adaptado de Singh e Gu (2010).

Estudos realizados e analisados por Makulla (2000) afirmam que o perfil de acidos
graxos em algas é altamente varidvel. Primeiramente, a matriz depende do grupo
sistemdtico do qual a alga pertence. Segundo, o perfil de acidos graxos varia de acordo
com fatores internos e externos que influem nas células algais, como temperatura,
irradiancia e limitacdo de nutrientes.

2.1.2 Tratamento de Efluentes com Microalgas

Existe um duplo potencial ao se tratar efluentes organicos provenientes da industria
agro-alimenticia através do cultivo de microalgas. As dguas residuais, além de fornecerem
um meio de cultivo, também podem fornecer nutrientes, como nitrogénio e fésforo
(Singh e Gu, 2010).
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Estudos realizados por Ramirez (2013) mostram que é possivel utilizar a microalga
Scenedesmus sp. no tratamento da vinhaca, residuo da producgdo de etanol, uma vez que
as microalgas utilizam os macronutrientes presentes neste efluente para a producdo de
biomassa. Foi comprovado que a Scenedesmus sp. consegue sobreviver em cultivos
contendo até 32% de vinhaca e, além disso, é capaz de reduzir a DBO (demanda quimica
de oxigénio), o nitrogénio e fosforo presentes no meio, sendo que a remocgao destes dois
ultimos é praticamente total. O cultivo foi realizado em um fotoperiodo de 12 horas luz e
12 horas escuro, indicando a possibilidade de um crescimento mixotréfico dessa
microalga.

2.1.3 Biodiesel a Partir das Microalgas

Os lipidios produzidos pelas microalgas sdo geralmente lipidios neutros com um
elevado grau de saturacdo, fazendo com que elas sejam uma fonte de matéria-prima
apropriada para a produgdo de biodiesel (Rawat et al., 2011).

A habilidade das microalgas em sobreviverem ou se proliferarem em uma grande
variedade de condi¢cdes ambientais reflete-se em uma enorme diversidade, bem como a
capacidade de modificar o metabolismo para a producdo de lipidios eficientemente em
resposta a alteragOes das condicGes ambientais (Hu et al., 2008).

Os lipidios que sdo uteis para a producdo de biodiesel sdo a fracdo de todos os
saponificaveis (lipidios neutros) e estdo situados usualmente no citoplasma da célula na
forma de goticulas de 30 nm ou menores. Em contrapartida, lipidios polares
saponificaveis, como fosfolipidios, glicolipidios, etc., que sdo constituintes da célula e da
parede da organela, juntamente com a fracdo de insaponificdveis, que consiste de
pequenas quantidades de carotendides, esterdis, tocoferdis e retindides ndo sdo vidveis
para a producdo de biodiesel, devido ao fato das propriedades emulsificantes e efeito
negativo nos tempos de Cold Soak Filtration (teste para a determinacdo das propriedades
do biodiesel em clima frio) e conseqlientemente, na performance do combustivel em
clima frio (Rios et al., 2013).

Estudos realizados por Singh e Gu (2010) e Rawat et al. (2011) citam as seguintes
vantagens potenciais das microalgas como matéria-prima para a producdo de
biocombustiveis:

= Sintetizam e acumulam grandes quantidades de lipidios neutros;
= Crescem a elevadas taxas;

= Prosperam em aguas salinas, salobras e costeiras para as quais existem
poucas alternativas concorrentes;

= Toleram terras marginais (ex. deserto, terras aridas e semi-aridas) que ndo
sdo proprias para a agricultura convencional;

= Utilizam nutrientes para seu crescimento, como nitrogénio e fésforo, a
partir de uma variedade de fontes de dguas residuais (ex. escoamento
agricola, efluentes industriais e municipais), oferecendo o beneficio
adicional biorremediacdo de dguas residuais;

= Sequestram didéxido de carbono emitido a partir da queima de
combustiveis e outras fontes de energia, reduzindo o impacto das
emissdes de um dos principais gases de efeito estufa;
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= Produzem valiosos co-produtos ou subprodutos (ex. biopolimeros,
proteinas, polissacarideos, pigmentos, alimento animal, fertilizantes e H,);

= Crescem em vasos adequados para a cultura (fotobiorreatores) durante
todo o ano, com uma produtividade de biomassa anual que supera a de
plantas terrestres em cerca de dez vezes (com base na superficie);

= N3&o ha necessidade do uso de quimicos, como herbicidas ou pesticidas,
reduzindo assim custos e impacto ambiental.

2.1.4 Scenedesmus sp.

Scenedesmus sp. é um microrganismo comum e, freqientemente, é uma microalga
dominante em lagos de agua doce e rios (Kim et al., 2007). Existem diferentes espécies de
Scenedesmus, sendo as mais conhecidas: Scenedesmus quadricauda, Scenedesmus
obliquus, Scenedesmus acutus e Scenedesmus dimorphus (Ramirez, 2013). A Figura 2.1
apresenta as diferentes espécies da Scenedesmus.

(c) (d)

Figura 2.1: Principais espécies de Scenedesmus: (a) S. quadricauda (b) S. obliquus (c) S.
acutus (d) S. dimorphus

O género Scenedesmus pertence ao filo Chlorophyta, classe Euchlorophyceae e ordem
Chlorococcales. E uma alga verde, cenobial, imével. Suas células sdo elipsoidais, sendo
gue as das extremidades possuem dois prolongamentos, denominados espinhos, que sdo
diferenciagcdes da parede celular. Estas microalgas liberam odor e sabor a agua, sdao
comumente encontradas em lagoas, mas também em ambientes poluidos. (Ramos, Silva
e Camara, 2007). As espécies possuem cendbios planos, compostos de 2-4-8-16 células
que se encontram de forma alinhada ou alternada, apresentando cloroplasto Unico,
parietal e com um pirendide. Recentemente, com base em estudos morfoldgicos e
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genéticos, as espécies de Scenedesmus que apresentam espinhos, tanto nas células
extremas como nas intermedidrias, foram transferidas para o género Desmodesmus
(Moresco e Bueno, 2007).

Estudos realizados por Takeda (1996) afirmam que na Scenedesmus os principais
aclcares que compdem sua parede celular rigida sdo glicose, manose e galactose, sem a
presenca de glucosamina e, também, que as caracteristicas da parede celular sao
uniformes. Conjuntamente, afirmam que anisotropia foi observada nas paredes celulares
de todas as espécies do género. Chen, Sommerfeld e Hu (2011) afirmam que a
Scenedesmus sp. faz parte do grupo de algas verdes que possuem parede celular rigida e
espessa.

A Scenedesmus suporta uma vasta gama de temperaturas para o seu crescimento
(10-30°C), sendo que a temperatura otima para producdo de biomassa e lipidio é de
20°C (Xin, Hong-Ying e Yu-Ping, 2011), isso faz com que essa espécie seja atrativa para
cultivos ao ar livre sob condi¢cGes naturais de temperaturas variadas. Também apresenta
propensdo de precipitacdo, o que pode ser benéfico para colheita de grandes
guantidades de células em sistemas de culturas de microalgas, como as grandes lagoas
abertas (Chen et al., 2012).

2.2 Métodos de Quantificacdo de Lipidios
2.2.1 Definicdo de Lipidios

Os lipidios definem um conjunto de substancias quimicas que sdo caracterizadas pela
sua alta solubilidade em solventes orgadnicos (como éster, hexano, cloroférmio, etc.) e
insolubilidade em agua. Encontram-se distribuidos em todos os tecidos, principalmente
nas membranas celulares e nas células de gordura (Jorge, 2009). Este grupo de
substancias inclui lipidios neutros como triglicerideos, diglicerideos, monoglicerideos,
acidos graxos livres, e lipidios polares, como os fosfolipidios, entre outros (Rios et al.,
2013).

2.2.2 Meétodos de Quantificagdo Gravimétricos

A extracdo de 6leo com solvente é um processo de transferéncia de constituintes
soltuveis (o 6leo) de um material inerte (a matriz graxa) para um solvente com o qual a
matriz faz contato. Os processos que ocorrem sdo meramente fisicos, pois o dleo
transferido para o solvente é recuperado sem nenhuma reagdo quimica (Brum, Arruda e
Regitano-D’Arce, 2009).

Os métodos mais comuns de extracdo de lipidios totais sdo descritos por: Soxhlet
(1879), Folch et al. (1957) e Bligh e Dyer (1959), sendo que estes dois ultimos utilizam os
solventes cloroféormio e metanol; no entanto os volumes de solventes utilizados no
método de Folch et al. sdo muito elevados em relacdo aos utilizados no Bligh e Dyer. A
principal vantagem do método de Bligh e Dyer é a reducdo da fracdo de solvente/amostra
(uma parte de amostra para trés partes de 1:2 cloroférmio/metanol seguido por uma ou
duas partes de cloroférmio). Em contrapartida, o método de Folch emprega uma razdo de
uma parte de amostra para vinte partes de 2:1 cloroférmio/metanol, seguido por varias
lavagens do extrato bruto (Iverson, Lang e Cooper, 2001).

Os solventes usados para extracao de lipidios devem solubilizar todos os compostos
lipidicos e serem suficientemente polares para promoverem as dissociacGes das
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membranas celulares ou com lipoproteinas sem que ocorra reacdo quimica (Tonial et al.,
2009). Uma vantagem apresentada pelos métodos baseados na mistura bindria
cloroférmio e metanol é a capacidade de extrairem tanto os lipidios neutros como os
lipidios polares eficientemente (Brum, Arruda e Regitano-D’Arce, 2009).

A extracdo pelo método de Soxhlet envolve essencialmente a percolacdo de um
solvente através da amostra de biomassa, que se encontra seca e moida em pequenas
particulas. Apds a percolacdo, o solvente é retirado do baldo e evaporado. Os vapores
sdo resfriados em um condensador situado acima da amostra e o solvente condensado é
escorrido pela biomassa, de onde se extrai o éleo. Depois de varios ciclos de extracdo, o
solvente contendo o dleo extraido é evaporado para a recuperacdo da fracdo lipidica
(Ranjan, Patil e Moholkar, 2010). Neste processo, o solvente extrai o material organico
retido na amostra, em temperatura proxima a do ambiente; mas o material extraido
permanece em contato com o solvente em ebulicdo durante todo o procedimento
(Melecchi, 2005). Os procedimentos classicos idealizados por Soxhlet, com refluxo de
solvente por muitas horas, devem ser evitados, ja que favorecem as reagbes de
peroxidacdo e de hidrélise (Brum, Arruda e Regitano-D’Arce, 2009).

Folch et al. desenvolveram um método usando uma mistura de cloroférmio e
metanol, seguida pela adicdo de solugdo de cloreto de potdssio, visando uma melhor
separacdo das fases (Brum, Arruda e Regitano-D'Arce, 2009). Uma alternativa
apresentada nos estudos realizados por Araujo et al. (2013) é a utilizagdo do cloreto de
metileno como um substituto adequado para o cloroférmio, uma vez que o cloroférmio
apresenta caracteristicas carcinogénicas.

O método Bligh e Dyer, considerado uma versdao simplificada do procedimento
proposto por Folch et al., é caracterizado por ser feito a frio, utilizando-se uma mistura de
cloroférmio, metanol e agua. A amostra é triturada juntamente com metanol e
cloroférmio deixando formar apenas uma fase. A seguir, mais cloroférmio é adicionado,
juntamente com a agua, estabelecendo-se assim duas fases. Os lipidios ficam retidos na

fase do cloroférmio, que pode ser removido por evaporagao por ser o mais volatil.

A etapa chave na extracdo e recuperacdo de lipidios a partir de microalgas é
rompimento da membrana celular. A utilizacdo de ultrassom aumenta a eficiéncia da
extracdo, uma vez que é parcialmente responsavel pela desagregacdo celular. No
entanto, a selecado de solventes adequados ainda é essencial para o processo de extracao,
porque podem enfraquecer a estrutura da parede celular e facilitar o rompimento da
mesma, e, por conseguinte, a extracao de lipidios (Araujo et al., 2013). Estudos realizados
por Ranjan, Patil e Moholkar (2010) afirmam que a quantidade de lipidios extraidos da
microalga estudada, Scenedesmus sp., utilizando o método Bligh e Dyer associado com
ultrassom é maior do que a quantidade obtida utilizando-se o método de Soxhlet.

As maiores desvantagens dos métodos gravimétricos convencionais (classicos) sdo o
seu tempo e mao-de-obra envolvidos (sendo dispendioso analisar um grande nimero de
amostras) e a grande quantidade de solvente utilizado no processo (Chen et al., 2009).
Erros notaveis sdo encontrados nos métodos gravimétricos e uma das razbes mais
plausiveis se da pelo fato de que estes métodos envolvem vdrias etapas complicadas,
como a extracao lipidica, separacdo e concentracdo, o que pode resultar na perda de
conteudo.
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Os lipidios contidos nas microalgas sdo mais dificeis de serem extraidos pelos
métodos de extracdo com solventes. O procedimento de extracdo deve assegurar ndo sé
completa extracdao como também evitar qualquer decomposicdo de constituintes naturais
gue podem levar a formacdo de outros compostos. Um método simples e sensivel para a
medicdo da quantidade total de lipidios em algas é desejdvel porque os métodos
gravimétricos tradicionais requerem um tempo considerdvel de manipulacdo e a
biomassa disponivel para a analise é geralmente pequena (Lee, Yoon e Oh, 1998).

Mesmo que o processo de separacdo de lipidios microalgais para a producdo de
biodiesel seja invidvel, outros processos, como a pirdlise rapida, necessitam de um
método de quantificacdo lipidica rapido e confidvel. A pirdlise rdpida envolve
essencialmente a queima de biomassa, podendo ser biomassa microalgal, para a
producdo de bio dleo, sendo que a qualidade do bio d6leo depende fortemente da
guantidade de lipidios contidos na biomassa (Du et al., 2011; Cheng et al., 2013).

2.2.3 Métodos Baseados em Fluorescéncia

A fluorescéncia ocorre quando um elétron, apds ser excitado a um nivel molecular
superior pela absorcdo de energia radiante, retorna rapidamente ao seu estado
fundamental com a emissdao de um féton. A espectroscopia de fluorescéncia, também
chamada espectrofluorometria ou simplesmente fluorometria, é um tipo de
espectroscopia eletromagnética a qual analisa a fluorescéncia de uma amostra (Lakowicz,
2006).

Em vdrios estudos, ha relatos em que se utilizam corantes com propriedades
fluorescentes que marquem, geralmente tingindo, os compostos de interesse, para entdo
ser efetuada a medida de fluorescéncia para andlise do composto (Genicot et al., 2005;
Evans, Ratledge e Gilbert, 1985; Mcginnis, Dempster e Sommerfeld, 1997; Kamisaka et al.,
1999; Izard e Limberger, 2003; Kimura, Yamaoka e Kamisaka, 2004; Eltgroth, Watwood e
Wolfe, 2005; Elsey et al., 2007; Chen et al., 2009).

Vermelho do Nilo

O Vermelho do Nilo (9-dietilamino-5H-benzo[a]fenoxazin-5-ona) é um corante
benzofenoxazona, sendo referido na literatura e histéria antiga da quimica como Azul do
Nilo A-oxazona, pois é derivado do corante Azul do Nilo. O VN é pouco solivel em agua,
mas é soltvel em varios solventes organicos, sendo intensamente fluorescente em todos
eles (Greenspan, Mayer e Fowler, 1985). A Figura 2.2 apresenta a estrutura quimica do
corante.

(HC,),N

Figura 2.2: Estrutura quimica do Vermelho do Nilo.
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Greenspan, Mayer e Fowler (1985) estudaram a fluorescéncia do corante VN em
diferentes solventes organicos, concluindo que a as cores de fluorescéncia variam de um
amarelo dourado para um vermelho profundo. Medidos em suas maximas fluorescéncias,
as intensidades de fluorescéncias relativas do corante foram aproximadamente iguais
para todos os solventes testados. Em contraste, a fluorescéncia é reduzida na agua.

O VN é um corante ideal para a deteccdo de lipidios, uma vez que exibe alta afinidade,
especificidade e sensibilidade em relagdo ao grau de hidrofobicidade dos lipidios, sendo
caracterizado como um corante lipo-soltuvel (Diaz et al., 2008). Pode ser aplicado em
células contidas em solvente aquoso e ird se dissolver preferencialmente em lipidios.
Além disso, possui outras duas propriedades Uteis: como sua fluorescéncia é reduzida em
ambiente aquoso, sdo vistas somente as substancias que se tem a pretensdo de tingir e a
sua cor fluorescente muda na presenca de lipidios altamente hidrofébicos (Greenspan,
Mayer e Fowler, 1985). No entanto, para medi¢des absolutas do conteudo lipidico, ocorre
a necessidade de desenvolver uma curva de calibracdo que correlacione fluorescéncia e
conteudo lipidico, podendo ser determinada por gravimetria, ou por utilizacdo de padrdes
de lipidios (Elsey et al., 2007).

O VN tem sido frequentemente empregado para avaliar o conteldo lipidico de células
animais e microrganismos, como células de mamiferos (Genicot et al., 2005), bactérias
(Izard e Limberger, 2003), leveduras (Evans, Ratledge e Gilbert, 1985; Kimura, Yamaoka e
Kamisaka, 2004), zooplancton (Kamisaka et al., 1999) e microalgas (Mcginnis, Dempster e
Sommerfeld, 1997; Eltgroth, Watwood e Wolfe, 2005; Elsey et al., 2007).

Por mais de vinte anos o VN tem sido extensivamente utilizado para medidas
fluorométricas de lipidios neutros contidos em células algais. O corante sofre um
deslocamento solvatocromico (mudancga na posicdo de uma banda de absor¢do UV-Visivel
em func¢do de mudancgas na polaridade do meio) na emissdo da fluorescéncia, emitindo
fluorescéncia na faixa do amarelo apds entrar em corpos lipidicos algais e sendo
solvatado pelo lipidio apolar presente nessas organelas (Cooper et al., 2010). Os
comprimentos de onda de emissdo para lipidios polares e neutros utilizando o método do
VN sdo 610 e 580, respectivamente (Alonzo e Mayzaud, 1999).

Membranas citoplasmaticas, que sdo compostas majoritariamente por fosfolipidios
(lipidios polares), sdo geralmente tingidas em vermelho, enquanto as goticulas de lipidio,
compostas por colesterdis esterificados e triglicerideos (lipidios neutros) sao tingidas em
amarelo (Diaz et al., 2008).

O método do VN é muito simples e rapido quando comparado com o método
gravimétrico que é tradicionalmente usado para determinacdo de lipidios em microalgas
(Lee, Yoon e Oh, 1998). O VN permeia todas as estruturas dentro da célula, mas a
fluorescéncia amarelo-dourada somente se manifesta quando o corante penetra nos
glébulos lipidicos intracelulares (Doan e Obbard, 2011). Cooksey et al. (1987) demonstra
em seu trabalho uma correlagdo linear entre a fluorescéncia do VN e o contetdo total
lipidico das microalgas, afirmando que um aumento do conteudo lipidico no decorrer do
crescimento das células algais é devido principalmente aos lipidios neutros ao invés dos
glico ou fosfolipidios.

Doan e Obbard (2011) testaram o método convencional do VN para avaliar o
conteudo lipidico da microalga Nannochloropsis sp.. No entanto, o0 método mostrou-se
ineficiente devido as propriedades desta microalga, como baixa permeabilidade celular e
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pequeno tamanho das goticulas de lipidios intracelulares. Em virtude disso, propuseram
uma modificacdo do método, testando o tingimento dos lipidios na presenca de glicerol e
dimetil sulféxido (DMSO), concluindo que tanto o glicerol como o DMSO atuam como
facilitadores no tingimento dos lipidios neutros intracelulares da microalga.

Para testar a hipétese de que o VN ndo funcionava muito bem em algas verdes que
comumente possuem parede celular rigida e espessa, Chen et al. (2009) realizaram testes
quimicos e fisicos na microalga Chlorella vulgaris, a fim de verificar melhoria na
penetracdo do corante nesse tipo de microalga. A utilizacdo de DMSO em concentracao
de 25% na solugcdo de tingimento mostrou ser a modificacdo mais eficiente. Paredes
celulares rigidas e espessas podem impedir a penetracdo do corante através da parede
celular e a membrana citoplasmatica e, consequentemente, a ligacdo com os lipidios
neutros intracelulares para fornecer a fluorescéncia desejada.

Os resultados da pesquisa de Chen et al. (2009) comprovaram que as amostras que
foram tratadas com o método modificado apresentam um grande aumento da
intensidade de fluorescéncia quando comparado ao método convencional, indicando a
grande eficiéncia da modificagdo ao se trabalhar com algas verdes.

Ap0ds publicar o método modificado do VN, Chen, Sommerfeld e Hu (2011) realizaram
experimentos adicionais que indicaram que o método modificado ainda era pouco efetivo
no tingimento de outras espécies de algas verdes com parede celular rigida, como
Pseudochlorococcum sp. e Scenedesmus dimorphus. Desta forma, um tingimento assistido
por micro-ondas foi desenvolvido pelos autores para a obtencdo de um método
guantitativo confidvel para a quantificacdo de lipidios neutros intracelulares nas espécies
selecionadas.

A maior desvantagem da utilizacdo do corante VN é que a exatiddao e precisdo de
coloracdo diferem dependendo da espécie de alga e os resultados sdo afetados pela
absorcdo desigual do corante devido a polaridade do solvente utilizado para dissolver o
corante (Chen et al., 2009). O corante é incapaz de penetrar de forma eficiente nas
paredes das células de microalgas verdes, que possuem paredes celulares rigidas e
espessas. Assim, a coloragdo com o VN requer pré-tratamentos como moagem, micro-
ondas e/ou solventes para auxiliar a penetra¢do do corante através da membrana celular
e diminuir a hidrofobicidade (Govender et al., 2012).

Outra limitacdo do VN se da ao fato que perde rapidamente sua capacidade de
fluorescéncia quando exposto a luz. Govender et al. (2012) mostram que apds 10 minutos
de irradiacdo, as células de Dunaliella primolecta tingidas com o VN e observadas no
microscépio comegaram a perder coloragdo. Embora esse corante possa marcar a maioria
dos lipidios, sua capacidade fluorescente depende da polaridade e da hidrofobicidade do
meio em que esta inserido, da saturacdo, localizacdo e tamanho dos lipidios.

BODIPY

BODIPY 505/515 (4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno) é um
fluéforo neutro altamente lipofilico usado para tingir uma grande quantidade de lipidios,
como 4dcidos graxos, fosfolipidios, colesterol, ésteres de colesterilo e ceramidas
(Govender et al., 2012). A Figura 2.3 mostra a estrutura quimica do corante.



12 Estudo da Quantificagdo de Lipidios Microalgais Através de Fluorescéncia 2D

Figura 2.3: Estrutura quimica do corante BODIPY 505/515.

O BODIPY 505/515 tem sido usado como um corante in vivo para monitorar a
guantidade de dleo em células algais. O corante tem a capacidade de tingir corpos
lipidicos em organismos unicelulares fotossintéticos, permitindo o estabelecimento de
culturas de microalgas ricas em lipidios (Xu et al., 2013).

Quando o BODIPY 505/515 é adicionado a culturas de microalgas vivas, o corante
tinge os lipidios em minutos, se acumulando nos compartimentos lipidios intracelulares
por um mecanismo de difusdo-armadilha (Akimoto e Mimuro, 2007). O corante apresenta
um elevado coeficiente de particdo dleo/agua, o que permite facilmente atravessar as
membranas e organelas celulares. Quando vistos através de microscopia de
epifluorescéncia de campo amplo ou microscopia confocal, os corpos lipidicos de células
de algas vivas corados com BODIPY 505/515 sdo distintamente marcados e podem ser
vistos claramente. Cooper et al. (2010) visualizaram goticulas de lipidios contidas nas
células microalgais utilizando o BODIPY 505/515 e constataram que o fluoréforo permeia
todas as estruturas da célula e sua caracteristica de emissdo verde de fluorescéncia
ocorre quando o corante esta em ambientes polares e apolares, principalmente tingindo
goticulas lipidicas neutras. Notavelmente, o espectro verde de emissdo do BODIPY
505/515 é espectralmente separado da autofluorescéncia dos cloroplastos algais.

Além disso, os mesmos autores afirmam que as células permanecem vidveis apds o
tingimento com BODIPY 505/515 in vivo e podem, com sucesso, servir para repicagem e
producdo de novos cultivos apds terem sido analisadas. Essa sele¢do/cultura pode ser
repetida quantas vezes forem desejadas.

O BODIPY 505/515 tem espectro de emissdo mais estreito do que o VN, o que faz com
gue este corante seja ideal para aplicacdes técnicas, tais como a microscopia confocal,
onde o realce de contraste de fluorescéncia de corpos lipidicos é critica (Cooper et al.,
2010). Além disso, € mais foto-estavel em comparacdo ao VN (Xu et al., 2013).

Resultados encontrados por Govender et al. (2012) mostram que o BODIPY 505/515
tem maior especificidade para corpos de lipidios intracelulares, sem mostrar
fluorescéncia citoplasmatica e nuclear. Também mostram que a captacao fluorescente do
corante ndo é afetada pela estrutura da parede celular e composi¢cdo da mesma, uma vez
gue todas as culturas estudadas apresentam brilhantes corpos lipidicos verdes.



DEQUI / UFRGS — Larissa Bresolin 13

2.2.4 Metodologia Quimiométrica de Andlises de Dados de Fluorescéncia

Para a andlise quantitativa de dados extraidos de espectros de fluorescéncia os
métodos mais aplicados na quimiometria sdo os de PCA (Principal Component Analisys),
PCR (Principal Component Regression) e PLS (Partial Least Squares). Essas ferramentas
possibilitam a andlise de todo o espectro, pois possuem a capacidade de resumir grandes
guantidades de informacgdes e sintetizar resultados (Jolliffe, 1986).

PCA é uma ferramenta de reducdo de dimensionalidade utilizada para a analise de
dados, a qual identifica e reescreve as informacdes contidas nos espectros de maneira a
destacar diferencas e semelhancas, baseadas na variancia das matrizes. Recorrentemente
essa andlise é usada em sistemas 0s quais o numero de varidveis de entrada é elevado
(Tartakovsky, Lishman e Legge, 1996). Basicamente é um procedimento que utiliza uma
transformacdo ortogonal para converter um conjunto de varidveis possivelmente
correlacionadas em um conjunto de varidveis linearmente independentes, chamados
componentes principais (CP’s).

A metodologia PCR ndo é aplicada diretamente aos dados de espectroscopia, mas sim
nos componentes principais obtidos através da andlise PCA. Os CP’s sdo combinados de
maneira a predizer a matriz de dados de saida, através de regressdo linear multivariavel
(Liu et al., 2003).

A metodologia PLS pode ser vista como um melhoramento do método de PCA. Neste
caso, além do uso da matriz de varidveis auxiliares (dados espectrais), o PLS faz uso
também da matriz de varidveis a serem modeladas no procedimento (varidveis de
interesse) para obtencdo das chamadas varidveis latentes, que serdo utilizadas no
processo de regressdo multilinear (Wold, Sjostrom e Eriksson, 2001).

2.2.5 Comparagdo dos Métodos de Quantifica¢do Lipidica Encontrados na Literatura

A Tabela 2.3 apresenta uma comparacao entre os métodos encontrados na literatura
para a quantificacdo de lipidios intracelulares.

O custo refere-se aos equipamentos, solventes e corantes envolvidos na metodologia.
A qualidade refere-se a reprodutibilidade e acuracidade. Jd o tempo envolve o tempo de
analise mais o tempo necessdrio de pré-tratamento da amostra. Necessidade de pré-
tratamento diz respeito a necessidade da amostra ser preparada e/ou tratada antes da
metodologia em si ser aplicada. Erro do método refere-se aos erros associados a perdas
durante o procedimento, reaces indesejaveis ou a necessidade de curvas de calibracdo
gue podem resultar em imprecisdes. E, por fim, a avaliacdo da disponibilidade foi
analisada em relacdo ao laboratério LACIP (equipamentos, solventes, corantes) onde
serdo realizados os experimentos.
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Tabela 2.3: Comparativo entre os métodos de quantificagdo de lipidios.

Vermelho BODIPY
Soxhlet Folch Bligh e Dyer .
gneby doNilo  505/515
Custo bom bom bom ruim péssimo
Qualidade ruim regular regular bom bom
Tempo regular regular regular bom bom
Toxicidade Solventes ruim ruim ruim bom bom
Necessidade de Pré- . . .
ruim ruim ruim regular bom
tratamento
Publicacdes na Area muito bom muito bom muito bom muito bom bom
Biomassa Requerida ruim ruim ruim muito bom  muito bom
Erro do Método ruim regular regular bom bom
Disponibilidade muito bom muito bom muito bom muito bom ruim
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3 Materiais e Métodos

3.1 Estudo de Metodologia para Quantificacao de Lipidios Microalgais

A metodologia de analise empregada neste trabalho baseia-se na comparacdo entre
variacoes da matriz espectral em funcdo de variacdes na varidvel de interesse
(concentracdo de lipidio). Desta forma, ocorre a necessidade de amostras previamente
caracterizadas para a calibracido do método analitico proposto para, entdo,
posteriormente caracterizar as amostras de interesse.

Como a caracterizacdo de lipidios em microalgas é uma atividade complexa, foi
avaliada a desenvolvimento do método analitico baseado em espectroscopia fluorescente
através da utilizacdo de solucdes de lipidios similares aos presentes nas microalgas, que
foram submetidos a procedimentos similares aos propostos para as amostras de
microalgas.

Baseado na Tabela 3.1, o azeite de oliva foi escolhido como sendo um possivel
representante dos lipidios produzidos pelas microalgas em virtude de sua facil obtencdo e
perfil de acidos graxos préximo ao perfil de acidos graxos da microalga Scenedesmus sp.
(os principais acidos graxos presentes na microalga sdo também os principais do azeite de
oliva). A calibracdo do método analitico é baseada na caracterizacdo de solucGes de azeite
em acetona. A acetona foi escolhida como solvente devido ao azeite ser soltuvel nesta,
além da mesma estar presente na solu¢do do corante Vermelho do Nilo, ndo adicionando
um novo composto a matriz de elementos da solucdo.

Para a avaliacido do método analitico de quantificacdo de lipidios foram feitas
solucGes com diferentes concentracbes de azeite de oliva, marca Oikos (Grécia), em
acetona (0%, 1%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% em volume). Para a solucdo de anadlise
foram utilizadas aliquotas de 50 plL das solucdes padrdo de azeite, 150 plL da solucdo de
Vermelho no Nilo (10 ug/mL em acetona) e 2,8 mL de acetona, totalizando 3 mL. A
concentracdo final de Vermelho do Nilo foi de 0,5 ug/mL, conforme recomendado por
Chen et al. (2009).

As solucdes obtidas foram analisadas em espectrofluorometro (FluoroMax-4, Horiba),
no qual foram realizadas varreduras nas amostras, variando excitacdo de 220 nm a 600
nm e emissdao de 240 nm até 850 nm com um incremento de 10 nm, obtendo-se suas
respectivas intensidades de emissao.

3.2 Cultivo de Microalgas

3.2.1 Meio de cultivo

O meio Guillard Modificado foi usado para o crescimento de cultivo puro da
Scenedesmus sp. Embora o meio Guillard tenha vitaminas na composicao original, elas
ndo foram adicionadas no meio modificado. Esta modificacdo no meio foi realizada, pois
experimentos anteriores mostraram que a adicdo de vitaminas causa inibicdo no
crescimento das microalgas. Maiores informacdes da preparacdo e composicdo do meio
Guillhard Modificado sdo encontradas no trabalho de Ramirez (2013).
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3.2.2 Fotobiorreatores

Os reatores usados neste experimento sdo do tipo fotobiorreatores air-lift, feitos de
acrilico com dimensdes de 35 cm de altura, 17 cm de largura e 6 cm de profundidade com
placa central de 27cm x 17 cm. O volume de cultivo é de aproximadamente 3 litros.

A planta usada para realizar os experimentos tem capacidade para a instalacdo de
doze fotobiorreatores e permite o controle de vazdo de CO,, intensidade luminosa,
temperatura e fotoperiodo (descricdes mais detalhadas da planta de fotobiorreatores
podem ser obtidas no trabalho de Gris (2011)). O controle da taxa de aeragdo dos
reatores é feito com o uso de rotametros especificos para ar. O ar é inserido nos reatores
através de dispersores do tipo pedras porosas situados na parte inferior de cada reator.

Tabela 3.1: Perfil de acidos graxos presentes na microalga Scenedesmus obliquus e no
azeite de oliva comercial

Acido Graxo [% 2 AG] Scenedesmus obliquus Azeite de Oliva

Miristico 3,64 -
Palmitico 38,78 12,36
Palmitoléico 0,22 1,33
Estedrico 1,84 1,92
Oléico e Elaidico 28,6 70,67
Linoléico Conjugado 5,14 -
Linoléico 0,31 0,76
a-linolénico 13,21 0,29
Araquidico 0,22 0,29
Eicosapentaendico 0,19 -
Behénico 0,71 -
Erdcico 0,29 -
Lignoserico - 0,85
Cervonico - 7,17
Nervonico - 0,99
18:1w7 1,36 -
18:3w6 0,18 -
18:4w3 2,91 -
20:1w9 1,25 -
20:2w6 1,15 -

Adaptado de Makulla (2000) e Cardoso et al. (2010).

3.2.3 Cultivo de Microalgas para Andlise

Os cultivos da microalga Scenedesmus sp. realizados para as analises foram feitos em
duplicata em quatro diferentes condic¢Ges, cultivo com 0% de vinhaga, 8,1% de vinhaca,
20% de vinhaga e 31,9% de vinhaga. Maiores detalhes sobre a metodologia de cultivo e
composicdo da podem ser encontrados no trabalho de Ramirez (2013).

A escolha por realizar os cultivos com diferentes porcentagens de vinhaca foi baseada
no trabalho de Ramirez (2013), no qual foi discutida a hipdtese de que o residuo atua
como um fator estressante no cultivo das microalgas. Isso ocorre em virtude do aumento
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da turbidez do meio, de forma que menos luz penetra no fotobiorreator, o que pode fazer
com que a microalga acumule maiores quantidades de lipidios, como afirmado por Hu et
al. (2008).

3.2.4 Medidas de Biomassa

Para o acompanhamento da biomassa produzida foram realizadas leituras diarias de
absorbancia dos fotobiorreatores no comprimento de onda de 570 nm. A curva de
calibracdo utilizada para a conversdo dos valores de absorbancia para concentracdo de
biomassa foi definida no trabalho de Ramirez (2013). As leituras de absorbancia foram
realizadas em Espectrofotdmetro (UV-1600 Pré- Analise).

3.2.5 Medidas de Espectroscopia de Fluorescéncia

As leituras de fluorescéncia foram realizadas em espectrofluorometro FluoroMax-4,
Horiba. As amostras para analise foram preparadas conforme Chen, Sommerfeld e Hu
(2011), no qual 10 pL de cultivo de algas sdo adicionado a 50 pL de DMSO (dimetil
sulfoxido) e entdo colocados em um micro-ondas por 50 segundos em poténcia alta
(1250 W). Apos, sdo adicionados 0,935 mL de agua destilada e 10 pL de solugdo de
Vermelho do Nilo (100 pg/mL em acetona), sendo novamente colocadas no micro-ondas
por mais 60 segundos. A faixa de varredura foi comprimento de onda de excitacdo entre
220 e 600 nm e emissdo entre 240 nm e 850 nm (com incremento de 10 nm).

3.3 Analise de Dados de Espectroscopia de Fluorescéncia

Para a extracdo de informacdes Uteis dos dados espectrais, fez-se o uso da
metodologia PSCM (Pure Spectra Chemometric Modeling), associada a ferramenta de
otimizacdao heuristica “Ant Colony Optimization”- ACO. Esta metodologia permite a
obtencdo de modelos que utilizam diretamente a intensidade de determinados pares de
fluorescéncia (variaveis independentes) para a predicdo de estados do sistema (varidveis
dependentes). Rotinas e procedimentos de calculos foram realizados no software
MATLAB (Ver. 5.3.0.10183 R11, The Mathworks, Inc., Natick, USA).

Devido a pouca quantidade de dados amostrais, optou-se pela utilizacdo da
metodologia de “Cross Validation” para teste e comparacdo de resultados. Nesta
metodologia, parte-se de um conjunto de n amostras gerando-se n pares de conjuntos de
calibragdo e validacdo. Sequencialmente cada amostra é retirada do conjunto de
calibracdo para servir como amostra de teste. Esta técnica é capaz de extrair o maximo de
informacdes dos dados e é indicada para situacdes onde o nuimero de varidveis de
entrada é significativamente superior ao nimero de amostras disponiveis, como é o caso
apresentado neste trabalho (Li, Morris e Martin, 2002).

3.3.1 Modelos Baseados em Componentes Espectrais (Pure Spectra Chemometric
Modeling - PSCM)

Este método de andlise baseia-se na modelagem de varidveis de processo utilizando
modelos multilineares e elementos espectrais (excitacdo / emissdo). A andlise visa
selecionar os componentes do espectro que apresentam maior correlagdio com as
varidveis de estado, descartando ruidos e erros adicionados pelas regides espectrais que
ndo sdo relacionadas as varidveis de interesse (Skoog, Holler e Crouch, 2007). Neste
trabalho, a selecdo de grupos espectrais independentes é feita usando Ant Colony
Optimization (ACO).
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ACO é uma metodologia de otimizacdo para problemas discretos. A ferramenta de
otimizacdo é baseada no comportamento de formigas reais, mais especificamente pela
comunicacado indireta entre elas dentro da col6nia, usando a secrecdo de feromonios. A
principal ideia da implementacdo da metodologia ACO é que nas formigas a convergéncia
da trilha deixada pelas formigas no menor caminho entre a fonte de alimento e o ninho é
um resultado do acumulo de feromonio nas trilhas mais utilizadas (Mullen et al., 2009).

A trilha de feromonios trata-se de um vetor utilizado internamente pela metodologia
ACO como indicativo da qualidade de cada uma das varidveis de busca para resolucdo do
problema de otimizacdo. Na inicializacdo do algoritmo, este vetor é inicializado com o
mesmo valor para cada varidvel de busca e o valor de cada uma é entdo atualizado
inversamente proporcional ao erro da funcdo objetivo e também multiplicado por um
fator redutor. Este fator redutor simula a taxa de evaporacdo de feromoénio real. No
algoritmo implementado, a taxa de evaporacao utilizada é igual a 0,5, indicando que a
cada iteracdo cada componente do vetor trilha de feromonios tem seu valor reduzido em
50%.

Maiores informacdes sobre a metodologia PSCM sdo encontradas em Allegrini e
Olivieri (2011).
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4 Resultados e Discussao

4.1 Analise Qualitativa Utilizando-se a Metodologia ACO

As medidas de espectrofluorescéncia sdo apresentadas na forma de tabelas, onde
cada linha esta correlacionada com um Unico comprimento de onda de excitacdo, e cada
coluna estd relacionada a um comprimento de onda de emissdo. Esta matriz de dados
pode ser apresentada graficamente na forma de gréficos 3D, conforme mostra a Figura
4.1.
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Figura 4.1: Espectro de fluorescéncia para amostra contendo azeite em acetona (0,1
mL/10 mL).

Utilizando-se primeiramente a metodologia ACO, obtiveram-se os graficos
apresentados na Figura 4.2, que mostram qualitativamente as regides significativas do
plano espectral de fluorescéncia 2D.

A aplicacdo da metodologia PSCM, associada a utilizacdo do algoritmo ACO para a
resolucdo do problema de otimizacdo e selecdo de varidveis de entrada dos modelos
guimiométricos, permite a obtencdo do que é chamada de assinatura espectroscdpica da
varidvel de estado analisada, dentro do meio onde sdo feitas as medidas de
espectroscopia.

Esta analise qualitativa permite definir quais regides espectrais apresentam maior
correlagdo com a varidvel de estado, determinando assim, as regides que carregam a
informacdo referente a varidvel de interesse, ignorando possiveis informacdes
irrelevantes e/ou ruidos presentes nos dados espectrais.

A informacdo referente a assinatura espectroscépica das varidveis de estado estd
contida na varidvel “Trilha de Feromonios”. Esta varidvel auxiliar do método ACO possui a
funcdo de indicar ao método o quao significativo cada elemento espectral é na predicao
da varidvel de estado avaliada, auxiliando o método na convergéncia ao 6timo almejado.

Estudos anteriores mostraram que o perfil da trilha de feromoénios se mantém
constante a partir de um certo nimero de avaliacdes da funcdo objetivo; entretanto, este
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perfil tende a variar quando comparado a diferentes estruturas de modelo (para a mesma
variavel e mesmo conjunto de dados espectrais). Esta variacdo entre a forma das trilhas
de feromonio se caracteriza por salientar novas regides, ou entdo regides ja indicadas
para outras estruturas de modelos avaliadas.

A Figura 4.2 apresenta as trilhas de feromonios obtidas na avaliagcdo da concentracdo
de azeite em solucdo de acetona, caracterizado por espectroscopia fluorescente 2D e
utilizando o corante Vermelho do Nilo. Nesta Figura, sdo apresentadas as trilhas de
feromonio obtidas com modelos multilineares polinomiais, sem avaliacdo de parametros
de interacdo entre os pares. Nesta busca foram avaliados modelos de cinco estruturas
diferentes, desde modelos com apenas uma variavel de entrada (modelos com um par de
fluorescéncia) até modelos com cinco variaveis de entrada distintas (modelos com cinco
pares de fluorescéncia).
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Figura 4.2: Concentracdo de feromodnios obtida na caracterizacdo de azeite de oliva em
acetona utilizando a metodologia ACO aplicada a dados de espectroscopia fluorescente
2D.

€00 . 800 . 1000 1208, 1400 1600



DEQUI / UFRGS — Larissa Bresolin 21

Como pode ser observado, os modelos gerados com um e dois pares de fluorescéncia
ndo apresentam uma segmentacdo eficiente na distingdo de regiées importantes para a
referida varidvel de estado, salientando componentes espectrais isoladamente. J& os
modelos gerados com trés, quatro e cinco pares apresentam regides especificas definidas,
apresentando um melhor indicativo da assinatura espectral da referida varidvel. No
modelo com quatro pares é apresentada uma possivel selecdo de regides significativas,
por salientar de forma mais evidente regides especificas do espectro.

4.2 Analise Quantitativa de Azeite em Acetona Utilizando EF2D

A andlise PSCM foi realizada em um conjunto de dados composto por quatorze
amostras, no qual estas foram analisadas considerando-se apenas a intensidade de
fluorescéncia relativa, ou seja, o espectro de fluorescéncia da amostra de branco
(concentragdo nula de azeite) foi reduzido das demais amostras.

Na Figura 4.3 sdo apresentados os erros percentuais obtidos entre os valores medidos
e preditos das amostras de azeite (varidavel dependente) e modelos de diferentes
numeros de varidveis de entrada (desde um até doze pares de fluorescéncia, em modelos
multilineares). Os erros sdo apresentados em funcdo das amostras preditas. Estes
resultados permitem que seja selecionada a estrutura de modelo que apresenta a melhor
relacdo robustez versus tamanho de modelo (nimero de varidveis independentes
utilizadas para a predicdo das variaveis dependentes).
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Figura 4.3: Erro relativo percentual obtido entre a variavel predita e a variavel medida, na
gual o tamanho refere-se ao nimero de entradas (varidveis independentes) de cada
modelo.

Os modelos que consideram o0s menores numeros de varidveis de entrada
apresentam os maiores erros (principalmente para as amostras um e oito, que
apresentam as menores concentracbes de azeite dentro do conjunto de amostras),
gerando um problema de escalonamento do grafico, de forma que, para a selecdo do
melhor modelo, faz-se necessdrio a avaliacdo da Figura 4.4, onde sdo mostrados apenas
os resultados de modelos compostos por oito ou mais varidveis de entrada, que sdo os
gue apresentam menores erros percentuais nas predi¢des do conjunto amostral.
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Figura 4.4: Erro relativo percentual obtido entre a variavel predita e a variavel medida nos
modelos que apresentam erros considerados aceitaveis.

A Tabela 4.1 apresenta os pares de emissdo / excitacdo selecionados nos modelos de
tamanhos um a nove.

Tabela 4.1: Pares de Excita¢do / Emissdo referentes aos modelos selecionados.

Tamanho 8 Tamanho 9 Tamanho 10 Tamanho 11 Tamanho 12

Par 1 230/550 230/550 220/460 220/590 250/420
Par 2 240/750 260/410 220/810 240/740 270/620
Par 3 260/410 280/370 230/460 330/370 280/720
Par 4 280/370 310/360 290/530 340/700 310/530
Par5 320/340 320/640 290/670 360/720 310/460
Par 6 440/670 320/750 400/750 390/850 360/500
Par7 570/800 420/680 410/730 440/600 380/590
Par 8 570/810 440/670 460/660 460/660 400/560
Par9 - 450/720 500/620 460/680 430/480
Par 10 - - 510/790 490/580 560/660
Par 11 - - - 540/630 580/740
Par 12 - - - - 580/790

A Figura 4.4 mostra que os resultados obtidos na predicdo da varidvel de estado,
utilizando modelos com maior nimero de varidveis de entrada, apresenta erros
percentuais maiores para as amostras um e oito, entretanto, nestes modelos, o erro ndo
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assume valores superiores a 4% (nos piores casos), assumindo valores inferiores a 0,5%
para modelos com nove ou mais varidveis de entrada.

Estes resultados comprovam e efetividade da metodologia de caracterizacdo
proposta, de forma que a quantificacdo de solucdes de azeite em acetona, utilizando o
corante Vermelho do Nilo e Espectroscopia Fluorescente 2D, é viavel, apresentando erros
de predicdo satisfatorios.

A ideia principal na selecdo de um modelo é a busca pela melhor relacdo entre
robustez (capacidade de predicdo) e tamanho de modelos (nimero de variaveis
independentes utilizadas para a calibracdo do modelo). Com base nisso, o modelo
selecionado é o de tamanho nove, visto que apresenta erros considerados aceitaveis
(menores que 0,5%).

4.2.1 Valida¢Go da Metodologia de Andlise Quantitativa

Para a avaliacdo dos modelos obtidos para quantificacdo da concentracdo de azeite de
oliva em acetona, utilizando dados de espectroscopia fluorescente, foi realizada a
caracterizacdo de novas amostras, produzidas com uma marca de azeite diferente, marca
Vilaflor (Portugal), daquela utilizada nas amostras que serviram para a calibracdo dos
modelos. Este teste visa a avaliacdo da robustez da metodologia de caracterizacdo. Os
resultados obtidos neste teste sdo apresentados na Tabela 4.2.

O conjunto de teste é composto por quatro amostras, A, B, C e D, com concentracdes
de azeite de 3, 15, 25 e 40 mL de azeite/100 mL de acetona, respectivamente. Cada
amostra é mensurada com espectroscopia fluorescente em duplicata, sendo cada medida
avaliada separadamente.

Tabela 4.2: Resultados dos testes realizados para a validagao da metodologia proposta.

Amostra A Amostra B Amostra C Amostra D

(3% azeite) | (15% azeite) | (25% azeite) | (40% azeite)
Medidas (mL/mL) 1 2 1 2 1 2 1 2
Tamanho 8 2,77 051|980 7,47 | 8,35 7,42 |10,25 12,97
Tamanho 9 4,47 0,36 (12,63 1,51 (12,02 9,63 |11,54 14,68
Tamanho 10 468 -1,71|10,73 6,61 | 8,36 6,66 | 8,80 12,37
Tamanho 11 -0,99 -0,54| 6,83 4,24 | 6,53 5,92 11,34 9,61
Tamanho 12 2,72 046 | 581 554|703 7,05/ 830 11,63
Média dos Modelos | 2,44 0,18 | 7,80 4,56 | 7,21 6,45 | 8,54 10,54
Valor Predito 1,31 6,18 6,83 9,54
Valor Corrigido 4,72 26,40 29,30 41,37
Valor Real 3,00 15,00 25,00 40,00
Erro Relativo 57% 76% 17% 3%

Como pode ser observado, as amostras A e B apresentam um elevado erro relativo
em relacdo a concentracdo real, j4 para as amostras C e D, o teste realizado mostrou
resultados satisfatdrios. Para as amostras A e B, os resultados da caracterizacdo de cada
uma das medidas de espectroscopia (duplicatas) apresentaram resultados
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significativamente diferentes, indicando a presenca de erros experimentais elevados nas
medidas destas amostras. Fato que inviabiliza suas utilizacdes para a avaliacdo da
eficiéncia da metodologia proposta.

O resultado apresentado pela aplicacdo direta dos modelos ajustados na predicdo das
novas amostras de azeite mostrou ser ineficiente na caracterizacdo das amostras de
teste. Os valores preditos necessitaram de uma correcdo através da multiplicacdo por um
fator constante, obtido através da relacdo média entre os componentes espectrais do
espectro de branco de azeite mensurado na etapa de coleta das amostras de calibracdo e
das amostras de teste. A diferenca quantitativa entre estes espectros evidencia a
discrepancia nas caracteristicas dos dados espectrais entre as duas etapas de coleta de
dados experimentais.

A Figura 4.5 mostra os espectros dos brancos (solu¢des com 0% de azeite) utilizados
na etapa de calibracdo dos modelos e no teste realizado, enquanto a Figura 4.6 mostra a
diferenca entre esses espectros de brancos. Ambas evidenciam a diferenca apresentada
entre os dois espectros, indicando que a solugdo de Vermelho do Nilo utilizada ndo se
manteve constante (os testes foram realizados com grande intervalo de tempo),
possivelmente devido a evaporacdo do solvente do reagente ou contaminacdo do mesmo
com azeite. Outra possivel fonte de erros pode ser devido ao tempo de conservacdo da
solucdo de Vermelho do Nilo, pois o mesmo ficou dois meses acondicionado em
geladeira, mas, devido a sua instabilidade, pode ter ocorrido alguma degradacdo na
solucdo. Para evitar tais possiveis erros, nova solucdao de Vermelho do Nilo deveria ter
sido feita, no entanto no experimento foi utilizada a solucdo que estava disponivel. Esta
diferenca significativa entre as medidas demonstra um ponto fraco da metodologia,
influenciando diretamente nas andlises.
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Figura 4.5: Espectros de brancos (0% de azeite em acetona) utilizados na calibra¢do do
modelo e no teste de validacdo, respectivamente.
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Figura 4.6: Diferenca entre os espectros dos brancos utilizados na calibracdo do modelo e
no teste de validagao.

4.3 Cultivo das Microalgas

Para a construcdo das curvas de crescimento das microalgas, foram realizadas
medidas didrias de absorbancia dos fotobiorreatores, os quais foram mantidos nas
condicdes de 20°C, 10000 lux (intensidade luminosa), fotoperiodo de 12 horas luz e 12
horas escuro e alimentacdo de ar de 25 v.v.m. A relacdo entre densidade otica e
biomassa, apresentada na Equacdo 4.1, foi definida no trabalho de Ramirez (2013).

Biomassa (“:—7) = 0,4669 X DO(570nm) — 0,0243 (4.1)

As curvas de crescimento de biomassa microalgal sdo apresentadas nas Figuras 4.7,
4.8,4.9 e 4.10.
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Figura 4.7: Curva de crescimento microalgal cultivada com 0% de vinhaca.
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Figura 4.8: Curva de crescimento microalgal cultivada com 8,1% de vinhaga.
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Figura 4.9: Curva de crescimento microalgal cultivada com 20% de vinhaga.
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Figura 4.10: Curva de crescimento microalgal cultivada com 31,9% de vinhaga.
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Como pode ser observado nas Figuras 4.7 e 4.8, os fotobiorreatores com 0% e 8,1% de
vinhacga apresentaram uma boa equivaléncia entre as duplicatas. Ja os reatores com 20%
e 31,9%, embora apresentem a mesma tendéncia, ndo apresentam uma equivaléncia tao
evidente. Isso ocorre porque a vinhacga utilizada continha muitos sdélidos suspensos que
ocasionaram diferencas de turbidez entre as duplicatas, fator que influi diretamente no
crescimento desses microorganismos e que apresentou a maior evidéncia nos
fotobiorreatores que continham 31,9% de vinhaca.

Como pode ser observado na Figura 4.11, ocorreu a floculacdo de particulados sélidos
que dificultaram a homogeneizagdo dos reatores, sendo que para maiores porcentagens
de vinhaga houve maior floculagdo. A ndo homogeneidade do meio pode ser fonte de
erro para as andlises de densidade 6tica em virtude da inconsisténcia das caracteristicas
das aliquotas para a analise. Portanto, a discrepancia de dados que pode ser vista na
Figura 4.9 entre o quinto e décimo primeiro dias pode ser devido a erros experimentais
em decorréncia da floculacdo de sélidos suspensos presentes na vinhaca.

Figura 4.11: Fotobiorreatores com 20% e 31,9% de vinhaga com o conteudo de sélidos
suspensos floculados.

O cultivo dos fotobiorreatores com 0% e 8,1% de vinhaga teve duragdo de onze dias,
como sugerido no trabalho de Ramirez (2013). Entretanto, nos fotobiorreatores com 20%
e 31,9% de vinhaca, o cultivo foi de vinte e um dias devido a analises visuais que
indicaram um atraso no crescimento das microalgas, como pode ser visto na Figura 4.12.
Como visualmente a coloracdo esverdeada caracteristica do crescimento desse
microorganismo se mostrou evidente apenas a partir do décimo dia, decidiu-se dar
continuidade ao cultivo para a obtengdo de dados mais consistentes.
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Figura 4.12: Acompanhamento visual do crescimento da microalga. a) quinto dia
de cultivo; b) décimo dia de cultivo; c) décimo oitavo dia de cultivo.

4.3.1 Andlise de Fluorescéncia dos Cultivos de Microalgas

Durante o periodo de cultivo foram realizadas medidas de espectroscopia
fluorescente em intervalos de dois dias visando o acompanhamento do acumulo lipidico
das microalgas. A intencdo é avaliar a aplicacdo direta dos modelos desenvolvidos para
caracterizacdo lipidica desenvolvida com azeite de oliva em acetona, com a finalidade de
guantificar a evolugdo da concentracgao de lipidios nos reatores de microalgas.

Os resultados iniciais da aplicacdo dos modelos quimiométricos nos dados de
espectroscopia dos fotobiorreatores, apresentaram resultados incoerentes com o que era
esperado, como resultados de concentracdo negativa de lipidios, ou entdo, valores
absolutos elevados. Estes resultados evidenciam que deve ser aplicada uma nova
metodologia de calibragcdo aos modelos quimiométricos, de forma a possibilitar a
caracterizacdo da concentracdo de lipidios nos reatores, sem sofrer o efeito da
modificacdo das caracteristicas dos espectros, devido a modificacdo da matriz de
compostos do meio reacional, uma vez que esta sofre modificacOes significativas entre
cultivos.

Apesar dos resultados negativos obtidos na avaliacdo quantitativa da concentragdo de
lipidios em fotobiorreatores, pode ser observado na Figura 4.13 que os resultados obtidos
através das andlises de fluorescéncia apresentam uma tendéncia de crescimento que
condiz com o crescimento da biomassa microalgal para os fotobiorreatores com 8,1% de
vinhaca, indicando a viabilidade de acompanhamento do acumulo lipidico através do
método proposto, apds ajustes no método de calibracdo. Como no comeco do cultivo o
meio encontrava-se turvo, dificultando a penetrabilidade de luz no meio, as microalgas
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podem nao ter realizado fotossintese e terem consumido fonte de carbono diferente de
CO, disponivel no meio, o que pode afetar diretamente a forma como o microrganismo
produz ou consome lipidios.
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Figura 4.13: Crescimento da biomassa microalgal (coordenada da esquerda) e
acompanhamento lipidico do cultivo (coordenada da direita) realizado com 8,1% de
vinhaca no fotobiorreator B.

Para a andlise do acompanhamento lipidico, os dados obtidos aplicando-se a
metodologia desenvolvida foram normalizados para a obtencdo das médias dos
tamanhos de modelos de interesse, definidos na caracterizacdo do azeite em acetona
(tamanhos de modelo entre oito e doze). Com base nessa média, foi possivel analisar a
tendéncia dos dados obtidos para os diferentes cultivos realizados.

Para a avaliacdo qualitativa dos resultados obtidos na metodologia de caracterizacdo
proposta, os resultados obtidos na aplicacdo dos modelos quimiométricos previamente
selecionados (modelos de tamanho entre oito e doze variaveis de entrada) nos dados de
fluorescéncia oriundos dos fotobiorreatores foram normalizados e combinados através da
média da predicdo, entre todos os modelos, para cada amostragem.

A Figura 4.14 apresenta os resultados da predicdo média normalizada para tendéncia
de acumulo lipidico, obtida para os cultivos realizados. Como podem ser observados,
alguns dados apresentam comportamento oscilatério, possivelmente devido a erros
experimentais ou ruidos de medida devido ao meio reacional altamente complexo. Outra
possivel fonte de erro estd associada a instabilidade do corante Vermelho no Nilo, uma
vez que o mesmo perde sua capacidade fluorescente no decorrer da analise
fluorométrica, como mostrado na Figura 4.15. A amostra, de coloracdo arroxeada antes
da analise, apresenta-se praticamente incolor apds a varredura realizada pelo
equipamento (em torno de dez minutos), indicando que, possivelmente, ocorre a
degradacdo do Vermelho no Nilo e perda de fluorescéncia.
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Figura 4.14: Média de concentragdo lipidica predita normalizada dos cultivos de
microalgas, obtidas com dados de espectroscopia fluorescente e modelos quimiométricos
ajustados com solucdes de azeite de oliva em acetona.

Figura 4.15: Comparagao de coloragdo da amostra antes e depois da medida de
espectroscopia fluorescente. a) amostra antes da analise — tom arroxeado; b) amostra
apods andlise — incolor (aproximadamente dez minutos).
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5 Conclusoes e Trabalhos Futuros

Com base nos resultados obtidos conclui-se que a metodologia de quantificacdo de
lipidios estudada ndo pode ser aplicada diretamente para a quantificacdo dos lipidios
presentes nas microalgas. No entanto, os resultados indicam que a metodologia pode ser
refinada através de calibracdes dos modelos quimiométricos, usando dados e amostras
reais do processo, viabilizando o acompanhamento da concentracdo de lipidios nos
fotobiorreatores através de medidas de espectroscopia fluorescente prépria.

Nos primeiros testes realizados com diferentes concentracées de azeite de oliva em
acetona foi possivel a modelagem e predicdo de concentracdes utilizando-se a
metodologia PSCM, conforme pode ser visto na Figura 4.4. O teste de validac¢do realizado
mostrou ser ineficiente na caracterizacdo de amostras analisadas com dois meses de
diferenca. Para obtencdo de valores preditos significativos, os resultados do teste
necessitam ser corrigidos através da utilizacdo de um fator de corre¢do constante, obtido
através da andlise da variacdo média apresentada entre os componentes espectrais das
amostras de branco de azeite coletada em ambas as etapas. Com o uso deste fator de
corregdo, a predicdo para as amostras C e D apresentou erros aceitaveis (17% e 7%,
respectivamente). Para evitar a necessidade de corre¢do em virtude da diferenca entre as
solugcdes de branco, como trabalho futuro poderdo ser realizados novos testes com nova
solucdo de Vermelho no Nilo em acetona. Este fato em conjunto com a perda de
coloracdo durante a medicdo indica que o Vermelho do Nilo ndo parece ser o corante
mais adequado para este tipo de analise.

Com base no modelo proposto, utilizando unicamente dados de azeite em acetona,
foi realizada a quantificacao lipidica das microalgas. Devido ao meio microalgal ser mais
complexo do que solucdes de azeite em acetona, apresentando elementos que
interferem na matriz de espectroscopia de forma imprevisivel, os resultados quantitativos
obtidos ndo foram satisfatérios. A vinhaga, um dos constituintes do meio reacional, pode
ter influencia direta na fluorescéncia, no entanto o comportamento fluorométrico da
mesma nao foi avaliado individualmente.

Na tentativa de minimizar a influéncia do meio reacional nos modelos
guimiométricos, foi feito o uso de intensidades de fluorescéncia relativas, tanto na etapa
de calibracdo dos modelos, quanto na avaliacdo dos fotobiorreatores, entretanto os
resultados ndo apresentaram nenhuma melhora significativa.

A avaliacdo qualitativa das predi¢cbes de lipidios nos fotobiorreatores foi efetuada
através da normalizacdo destes e avaliagdo conjunta valendo-se da média entre os
modelos quimiométricos, constatando-se o aparecimento de um padrdo de variacdo da
concentracdo de lipidios equivalente ao esperado, baseado na curva de crescimento de
biomassa. Esta tendéncia de acumulo lipidico se apresentou com maior evidencia para o
cultivo com 8,1% de vinhaga. Para os demais cultivos, os resultados apresentaram
oscilagbes para certas amostragens, entretanto, existe a presenca de padrdes
estacionarios e/ou de incremento proporcional em partes do cultivo, indicando que
estudos posteriores devem ser realizados para a avaliacdo da viabilidade desta
metodologia de quantificacao.

Os cultivos de todos os fotobiorreatores apresentaram resposta positiva, com
aumento da biomassa. O fato de a vinhaca utilizada apresentar alta quantidade de sélidos
suspensos pode ter influenciado no aumento da fase de adaptacdo da microalga ao meio
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reacional, principalmente nos fotobiorreatores com 20% e 31,9%, fazendo com que estes
apresentassem maior tempo de cultivo em relacdo aos fotobiorreatores com 0% e 8,1%
de vinhaca. Para a otimizacdo do tempo de cultivo das microalgas em meios contendo
altos teores de vinhaca com muitos sdélidos suspensos as repicagens do indculo poderiam
ser realizadas em meio jd4 contendo as porcentagens de vinhaca desejadas. Assim, os
microrganismos ja estariam adaptados as condi¢des impostas e a fase de adaptacdo do
cultivo nos fotobiorreatores seria menor do que a constatada.

Embora a metodologia de quantificacdo lipidica microalgal ndo possa ser diretamente
aplicada nos dados coletados, pode se constatar que existe uma relacdo entre
crescimento de biomassa e acumulo lipidico. Como préximos passos, além de se tratar os
erros discutidos, aconselha-se investigar a relacdo entre crescimento de biomassa,
acumulo lipidico e qual a influéncia das caracteristicas do meio de cultivo (iluminacdo,
teor de nitrogénio, pH, etc.) no acumulo de lipidios intracelulares.
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