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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento celular, o acumulo de lipidios e o perfil de
dcidos graxos no cultivo mixotrofico da microalga Phaeodactylum tricornutum, utilizando como
fonte de carbono glicerina de grau analitico e glicerina residual obtida da producdo de biodiesel
em diferentes concentragoes (0,03 M, 0,05 M e 0,07 M). Ao utilizar a glicerina de grau analitico
e a glicerina residual no cultivo, ndo foram observadas diferencas significativas entre as
concentragoes, para a biomassa maxima. Os maiores teores de ljpidios foram obtidos com 0,03
M, para a glicerina de grau analitico (48,0 + 1,34 %) e para a glicerina residual (49,0 + 1,4 %).
Com relacdo ao perfil de acidos graxos, foram obtidos teores maiores de &cidos graxos
monoinsaturados, ficando em 45,1% em glicerina de grau analitico e 37,1% em glicerina
residual.

Palavras-chave: Glicerina, lipidios, biomassa, acidos graxos, Phaeodactylum triconutum.

INTRODUCAO

Devido aos inimeros incentivos governamentais que tem impulsionado a producdo de biodiesel,
tal combustivel esta sendo produzido largamente, e um fator preocupante frente a este
crescimento € o destino da glicerina excedente, uma vez que para cada tonelada de biodiesel
obtido sdo gerados cerca de 100 Kg deste coproduto, provocando efeitos adversos a viabilidade
econdmica do biodiesel!. A disposigao da glicerina excedente constitui um sério problema para a
producdo do biodiesel, e é fundamental buscar alternativas para seu consumo, na forma bruta
e/ou como derivado de alto valor agregado, viabilizando economicamente o aumento da
producdo de biodiesel2. A glicerina residual resultante da sintese do biodiesel usualmente
apresenta 55-90% de pureza. O restante consiste de triacilglicerdis ndo convertidos, metanol ou
etanol ndo convertido, biodiesel, sabdes e outros®. A glicerina residual vem sendo investigada
como fonte de carbono em processos microbianos para a obtencao de bioprodutos de alto valor
agregado, uma vez que é considerada uma fonte de carbono altamente reduzida e assimilavel
por diverso4s micro-organismos sob condicOes aerdbicas e anaerdbicas para obtencdo de energia
metabdlica”.
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Neste contexto o objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento celular,
0 acumulo de lipidios e o perfil de acidos graxos no cultivo mixotréfico da microalga marinha,
Phaeodactylum tricornutum, utilizando como fonte de carbono glicerina de grau analitico e
glicerina residual obtida da produgao de biodiesel.

MATERIAL E METODOS

Nos experimentos foi utilizada a microalga marinha P. triconutum, cedida pelo Laboratério de
Biologia Marinha e Biomonitoramento (LABIOMAR) da Universidade Federal da Bahia — UFBa. O
volume de indculo adicionado correspondeu a 10% do volume de meio estéril. O micro-
organismo foi mantido em fotobiorreatores, do tipo Erlenmeyer de 1 L, contendo 900 mL do
meio Conway®, utilizando 4dgua marinha com ajuste de salinidlade em 28 ups. Os
fotobiorreatores foram dispostos em uma estufa com fotoperiodo. As condi¢des de cultivo
foram: temperatura de 24+1°C, irradiancia de 3000 Lx, fotoperiodo integral e agitacdo
constante através da injecao de ar estéril. Nos cultivos mixotroficos foram testados os seguintes
meios de cultivo: meio Conway adicionado de glicerina de grau analitico ou glicerina residual
(82,09% de pureza) em diferentes concentragdes (0,03 M, 0,05 M e 0,07 M). Os experimentos
foram conduzidos em triplicata e aliquotas dos cultivos foram retiradas a cada 24 h, para a
determinacdo da biomassa, por medida da absorvancia a 625 nm® e posterior conversdo a
concentracdo (g L) por uma curva de calibragdo previamente construida. Ao término dos
experimentos foi realizada a quantificacdo de lipidios utilizando o método de Bligh & Dyer’. Para
a determinacdo do perfil de acidos foi utilizada a cromatografia gasosa. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), a fim de verificar diferencas significativas entre as
diferentes concentracdes de glicerina de grau analitico e entre as diferentes concentracoes de
glicerina residual, a 95% de confianga (p<0,05). As diferencas entre os cultivos com glicerina de
grau analitico e glicerina residual foram avaliados pelo Teste t a 95% de confianca.

RESULTADOS E DISCUSSAO
As Figuras 1(a) e 1(b) mostram as curvas de crescimento da microalga Phaeodatylum
tricornutum ao longo de 11 dias de experimento, utilizando glicerina de grau analitico e glicerina
residual, respectivamente, nas concentracao de 0,03 M, 0,05 M e 0,07 M.
Com a glicerina de grau analitico a biomassa maxima para a concentragao de 0,03 M foi atingida
no 4° dia de cultivo, obtendo-se 2,84 + 0,07 g.L™}, enquanto que nas concentracdes de 0,05 M e
0,07 M a biomassa maxima foi alcancada no 7° e 89 dia de cultivo, obtendo-se, 3,09 + 0,05 g.L°
e 2,96 + 0,26 g.L!, respectivamente. Com a glicerina residual pode-se observar que a
biomassa maxima para a concentragao de 0,05 M foi atingida no 7° dia de cultivo, obtendo-se
2,87 £ 0,19 g.L'!, enquanto que nas concentracdes de 0,03 M e 0,07 M a maior producdo de
biomassa foi alcancada no 8° dia de cultivo, obtendo-se 2,93 +0,04 g.L" e 2,92 + 0,08 g.L",
respectivamente.
Para o conteudo lipidico da biomassa de A. tricornutum utilizando glicerina de grau analitico foi
alcancado um teor de 48,0 + 1,3% (0,05 M), nao sendo observada diferenca significativa entre
as concentragOes utilizadas, enquanto que para a glicerina residual o maior acimulo de lipidios
foi alcancado na concentracao de 0,03 M, com 49,0 = 1,4%, diferindo significativamente das
demais concentracoes. Na concentracao de 0,03 M, quando passou da glicerina de grau analitico
para a utilizacdo da glicerina residual, ndo houve diferenca no teor lipidico (respectivamente,
50,4 + 2,0% e 49,0 = 1,4%), enquanto que nas concentracdes de 0,05 M e 0,07 M houve
diminuicdo no acumulo de lipidios, de 48,0 £ 1,3% para 43,3 £+ 0,3%, e de 50,0 = 1,4% para
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45,4 + 1,3%, respectivamente. Morais®, em seu estudo comparando a
producdo de lipidios em diferentes concentracdes de glicerol, utilizando a microalga A.
tricornutum, verificou que maior concentracao utilizada (0,15 M) foi a que produziu menor teor
de lipidios em relacdo as demais concentragOes utilizadas, o que permite confirmar que o
aumento da concentracdo de glicerol ndo esta diretamente relacionado a elevagao da producao
de lipidios. Uma possivel explicacdo para a queda da producao de lipidios com o aumento na
concentragdo de glicerina residual pode estar no fato da existéncia de algum interferente nesta
fonte de carbono que afeta o metabolismo da microalga 2. tricornutum.

Figura 1 — Crescimento celular de A. tricornutum (a) Glicerina de grau analitico: (o) 0,03 M; (o)
0,05 M; (0)0,07 M. (b) Glicerina residual: (¢) 0,03 M; (=) 0,05 M; (¢)0,07 M.
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Com relacao ao grau de insaturagao, observa-se que a microalga P. tricornutum apresentou um
percentual mais elevado de acidos graxos monoinsaturados (AGMs) em meio contendo glicerina
de grau analitico (45,1%) do que em meio contendo glicerina residual (37,1%), com destaque
para os acidos hexadecaendico (16:1, acido palmitoleico), 31,5% e 15,7%, respectivamente; e
octadecendico (18:1n-9, acido oléico), com 11,61% e 20,5%, respectivamente.

Para os acidos graxos saturados (AGSs) estes percentuais foram de 33,5% a 36,8%,
respectivamente, para glicerina de grau analitico e glicerina residual, com destaque para o acido
hexadecandico (16:0, acido palmitico), com 24,8% e 25,9%, respectivamente. Teor semelhante
foi encontrado por Borges-Campos® para P. tricornutum, obtendo um valor de AGS de 35%.
Segundo Chist®, a abundancia de AGS e de AGM entre 14 e 18 carbonos aponta para o uso
dessas espécies como matéria-prima para a producao de biodiesel.

Para os acidos graxos poli-insaturados (AGPIs) obteve-se 21,4% destes compostos quando
utilizada a glicerina de grau analitico, e 26,1% quando utilizada a glicerina residual. O acido
linoleico (18:2n-6) foi obtido em maior proporcao quando utilizada a glicerina residual (2,9%,
sendo 0,9% para a glicerina de grau analitico), o acido docosadiendico atingiu um teor de 2,8%
para ambos os cultivos e o acido docosahexaendico — DHA (22:6n-3) foi obtido em um teor
menor quando glicerina de grau analitico foi substituida por glicerina residual (de 0,9% para
0,6%). Os acidos y- linolénico (18:3n-6) e acido a-linolénico (18:3n-3) passaram de 5,2% a
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4,7%, e de 5,2% a 8,3%, respectivamente; e o acido eicosapentaendico
(20:5n-3), EPA, passou de 5,0% para 2,2%, respectivamente, para glicerina de grau analitico e
glicerina residual.

CONCLUSOES

Comparando glicerina de grau analitico e glicerina residual para esta microalga, nao foram
observadas diferencas significativas em relacdo a biomassa maxima atingida para todas as
concentracdes de substrato. Quanto ao teor de lipidios da biomassa de P. tricornutum, os
maiores teores foram obtidos na concentracao de 0,03 M, tanto para a glicerina de grau
analitico, quanto para a glicerina residual, atingindo-se valores de, respectivamente, 50,4 +
2,0% e 49,0 + 1,4%. Para esta mesma concentragao de substrato, os teores para os AGMs
foram de 45,1% em glicerina de grau analitico e 37,1% em glicerina residual. Para os AGPIs,
observou-se aumento no teor do acido a-linolénico (de 5,2% para 8,3%) e no acido
araquidonico (de 1,4% para 4,6%), quando utilizada a glicerina residual. Com base no acima
exposto, pode-se afirmar que é possivel utilizar a glicerina residual oriunda da producdo do
biodiesel no cultivo da P. tricornutum, aproveitando desta forma o coproduto com impurezas,
sem tratamentos prévios, de baixo custo, permitindo agregar valor a cadeia produtiva do
biodiesel.
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