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RESUMO - Lipidios a partir de microalgas tém atraido a atencdo de pesquisadores para
producdo de biocombustiveis. Varios métodos para a quantificacdo de lipidios neutros,
tais como extracdo com solvente, requerem um grande volume de amostra e tempo. Neste
trabalho, Vermelho de Nilo foi utilizado para avaliar o teor de lipidios em microalgas
associado a espectroscopia de fluorescéncia 2D. O cultivo de microalgas foi realizado
durante 10 dias com coleta de amostras a partir do 5° dia de cultivo. O método padréo
utilizado para extracdo de lipidios foi Bright & Dyer. A andlise utilizada para
caracterizacdo com fluorescéncia consiste em diluir a amostra em etanol (40°C, 10min), e
adicionar solu¢do de Vermelho do Nilo (10 pg/ml em Etanol). Os resultados da
quantificacdo apresentaram R2 de 0,96, usando modelos lineares selecionados de acordo
com a metodologia PSCM. A metodologia proposta apresentou resultados satisfatorios,
permitindo medicGes répidas e robustas em menos de 15 min.

1. INTRODUCAO

O uso continuo de combustiveis derivados do petroleo é amplamente reconhecido como
insustentavel devido ao esgotamento das reservas e a contribuicdo desses combustiveis para o
acumulo de dioxido de carbono no ambiente. A biomassa de microalga € um excelente candidato
como matéria-prima para producdo de biodiesel, principalmente devido a alta produtividade, se
comparada com matérias-primas convencionais como oleaginosas, gordura animal e 0leos usados
(Chisti, 2007). Muitas espécies de microalgas apresentam crescimento rapido e produzem diversos
tipos de lipidios, triglicerideos e digliceridios, fosfolipidios e glicolipideos, hidrocarbonetos e outros
(Hu et al., 2008; Han et al., 2011).

Definir o momento correto para a extracdo de lipidios a partir de um cultivo € um ponto
importante para a otimizacéo do processo, sendo assim necessario o acompanhamento da evolugéo da
concentragdo de lipidios no decorrer do cultivo. Existem varios métodos para a determinagéo do teor
de lipidios em microalgas. Alguns desses métodos sdo: cromatografia em camada fina (TLC), HPLC,
cromatografia gasosa (GC/MS), cromatografia liquida (LC/MS) e o gravimétrico. O método mais
utilizado é o gravimétrico que compreende a extracdo usando solventes (normalmente organicos ou
clorados, tais como o hexano ou o cloroférmio) de uma quantidade conhecida de biomassa seca. A
maior desvantagem desse método é a necessidade do uso de quantidades relativamente grandes de
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amostras e reagentes; além disso, requer demorados processos de secagem e extracdo (Chen et al.,
2011). Para uma quantificagdo mais eficiente, podem ser usados métodos que envolvem o
rompimento da parede celular das microalgas antes da extracdo dos lipidios (Lee et al., 2010). Assim,
é necessario avaliar alternativas mais rapidas de medicdo, que necessitem de menor quantidade de
amostra e que utilizem solventes menos perigosos ao manuseio.

Uma possivel solugdo seria a utilizacdo de um método, rapido e menos agressivo, baseado em
espectroscopia de fluorescéncia. A espectroscopia de fluorescéncia permite quantificar o teor de
lipidios in situ, desde que seja usado um marcador fluorescente apropriado. O Vermelho do Nilo (9-
dietilamino-5H-benzo [a]-fenoxazina-5-ona) tem sido amplamente utilizado como um marcador de
lipidios in situ, com a vantagem de possuir uma forte fluorescéncia em ambientes ndo-polares, sendo
sensivel & sua percentagem, permitindo sua quantificacdo através de medi¢6es de fluorescéncia (Diaz
et al., 2008; Chen et al., 2011;De La Hoz Siegler et al., 2012).

O presente estudo tem por objetivo propor e avaliar a viabilidade de um método que permita a
quantificacdo de lipidios da microalga Scenedesmus sp. baseada em medidas de espectroscopia
fluorescente. O procedimento proposto embasou-se no protocolo experimental apresentado por Chen
et al. (2011) e De La Hoz Siegler et al. (2012), mas com modificagdes no preparo das amostras e com
medidas de intensidade de fluorescéncia abrangendo um intervalo excitacdo variando de 300nm a
800nm e emissdo de 300nm a 850nm. Modelos quimiométricos baseados em pares de fluorescéncia
selecionados para a caracterizacdo das amostras sdo ajustados e validados. No caso do método ser
viavel pode ser utilizado para quantificar os lipidios de forma rapida e sem necessidade de grandes
volumes de amostra.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Preparo do meio de cultivo

A microalga utilizada neste trabalho é a Scenedesmus sp. O meio de cultivo utilizado foi o
Guillard Modificado. Este meio € composto por 10 ml de cada componente do meio Guillard,
recomendado por Stein (1979), sem adicdo de vitaminas.

2.2. Preparo dos fotobiorreatores

Foram montados sete fotobiorreatores air-lift de aproximadamente 3 litros cada (para maiores
informagdes ver o trabalho de Gris et al., 2013). Os fotobiorreatores foram mantidos a temperatura de
20°C, temperatura recomendada por Xin et al. (2011) para obtencéo de maior conteudo de lipidios. O
fluxo de ar injetado em cada fotobiorreator foi de 0.75 L.min™ e a intensidade luminosa & qual o meio
foi exposto foi de 10000 lux (~135 pmol.m2s™). A concentracdo de biomassa foi determinada
através de medidas de densidade Optica para o comprimento de onda de 570nm (DOs7onm), usando
espectrofotometro (UV-1600,Pré-Andlise). Os valores de absorbancia foram convertidos em
concentracdo de biomassa segundo a equagdo 1. O tempo de cultivo foi de 10 dias. A Equagdo 1
apresenta a curva de calibracdo ajustada para conversdo de medidas de densidade Optica em
concentracdo de biomassa.
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2.3. Secagem de amostras de biomassa microalgal

Como as concentragdes de biomassa foram baixas nos primeiros quatro dias, amostras foram
coletadas apenas a partir do quinto dia. Diariamente, o conteddo de um dos reatores foi retirado e
centrifugado em tubos de 50 mL. Foram centrifugados 2,5L de meio de cultivo em agitador tipo
shaker (modelo MA-563) por 8 min, a 4800 rpm e 4°C com tempo de aceleracdo e frenagem de 30 s.
A fim de obter biomassa seca, o contetdo resultante do processo de centrifugacdo foi distribuido em
vidros relogio, previamente pesados, e levados a estufa de secagem com circulacédo e renovacdo de ar
(modelo SL102/100). Experimentos prévios mostraram que o tempo de residéncia ideal das amostras
de microalga dentro da estufa, a 40°C, é de 18 horas.

2.4. Determinacéo de conteudo lipidico

De posse das amostras de biomassa seca, € dado inicio ao procedimento de determinacdo dos
lipidios, através de dois métodos: espectroscopia de fluorescéncia e pelo método de Bligh & Dyer
com ultrassom.

Método de espectroscopia de fluorescéncia: Foram pesados 0,005 g de biomassa seca e esta foi
diluida em etanol, em microtubo eppendorf, até completar 1 mL. Posteriormente, foi agitada em
vortex e levada a estufa a 40°C durante 10 min. Para cada amostra medida no espectrofluorémetro foi
preparado 3 mL de uma solugdo composta de: 50 pL da biomassa diluida, 150 pL da solucdo de
Vermelho do Nilo (10 pg/mL em etanol) e 2,8 mL de etanol. A concentracdo final de Vermelho do
Nilo foi de 0,5 pg/mL, conforme recomendado por Chen et al. (2009). As amostras foram analisadas
em espectrofluorémetro (modelo FluoroMax-4 da marca Horiba), e as intensidades foram obtidas a
partir de varreduras de excitagdo de 300 nm a 800 nm e emissdo de 300 nm a 850 nm com
incremento de 10 nm. Foi realizado o mesmo procedimento para amostra de 0,05 g. Os dados obtidos
foram avaliados de acordo com a metodologia PSCM, proposta por Ranzan et al. (2014), onde
modelos quimiométricos, baseados em pares de fluorescéncia puros, sdo ajustados atraves de modelos
multilineares. Os pares de fluorescéncia sdo selecionados através da utilizagdo do algoritmo de
otimizacdo heuristico ACO (Ant Colony Optimization) e combinados de forma a predizer a
concentracdo de lipidios nas amostras. Por este método tratar-se de um método de modelagem
assistido, no processo de calibracdo e ajuste de modelos é necessario que as amostras estejam
previamente caracterizadas com relagdo a concentracdo de lipidios das amostras do conjunto de
calibracéo.

Método de Bligh & Dyer com Ultrassom: O método em questdo foi adaptado por Gris (2011)
para aplicacdo em cultivos de microalgas. Foram pesados 500 mg da biomassa seca em balanca
analitica, macerados em cadinho de porcelana com 30 ml de cloroférmio e depois foram adicionados
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10 ml de metanol a mistura. A mistura resultante foi transferida para um tubo plastico de 50 ml e
mantida em banho ultrassom de 40 kHz por 30 min. Apos esse tempo, foi adicionado 12 ml de NaCl
1% ao tubo e transferiu-se o contetdo para um funil de separacdo. Apds agitacdo vigorosa ha a
separacgdo da solucdo em duas fases. A fase pesada, correspondente a fase lipidica, deve ser filtrada. O
conteudo lipidico foi transferido para um baldo volumétrico de massa conhecida e colocado em um
rotaevaporador a 30°C, por tempo suficiente para a retirada completa de solvente, sendo entédo
transferido a um dessecador até atingir temperatura ambiente. O baldo com a amostra resultante é
pesado e a quantidade de lipidios obtida por diferenca.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Curva de crescimento

Foi realizada a medicdo da curva de crescimento na fase exponencial. Através da Figura 1,
pode-se observar as medidas de biomassa entre reatores durante 10 dias. Nos ultimos dias, 0 volume
reacional apresentou diminuicdo, devido a retirada de aliquotas amostrais para a quantificacdo da
concentracdo lipidica através dos dois métodos empregados, fluorescéncia (necessario 0,055g de
biomassa seca por amostra) e qualitativo (0,59 de biomassa seca por amostra).
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Figura 1 — Curva de crescimento da microalga Scenedesmus sp. em fotobiorreatores air-lift nas
condicdes de 20°C e 10000 lux.

3.2. Contetdo de lipidios — método tradicional
A Figura 2 apresenta os resultados da extracdo de lipidios obtidos pelo método tradicional

(Bright & Dyer). Observa-se que o conteudo atingiu a maxima concentracdo no 7°dia de cultivo, e a
porcentagem de lipidios se mantém nos dias seguintes.

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 4



mEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

28
26 |
24 |
2z |
2o |
18
16
14
12
10

Lipidios %]

[ ]

5 =] 7 a 10
Tempo [dia]

Figura 2 — Conteudo de lipidios da microalga Scenedesmus sp.

A Figura 3 apresenta os dados de concentracdo de lipidios [g.L™*], para observar o
comportamento da quantidade de lipidios ao longo do cultivo. Observa-se que o contetdo de lipidios
aumenta no 7° dia e depois vai diminuindo ou apresenta valor semelhante. Assim, pode ser Util extrair
os lipidios no 7° dia ou continuar o cultivo para obtencdo de maior quantidade de biomassa e
avaliacdo da presenga de outros compostos.
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Figura 3 — Quantidade biomassa e lipidios da microalga Scenedesmus sp.

3.3. Conteudo de lipidios - Fluorescéncia

Os dados obtidos pelas medicdes de fluorescéncia foram comparados com os dados obtidos
pelo método Bright & Dyer com ultrassom (vistos na Figura 2). Foram estimados modelos de 1 a
6 pares de excitacdo/emissdo utilizando as intensidades de fluorescéncia relativas, isto €, as
intensidades foram subtraidas da intensidade da amostra de branco do método analitico, sem
adicdo da amostra de microalga, essa diferenca visa compensar a influéncia do meio de cultivo.
Na Tabela 1 tém-se os 6 melhores modelos ajustados com o0s respectivos coeficientes de
determinacéo apresentados por cada um na etapa de calibracéo.
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Tabela 1 — Pares de excitacdo/emissdo utilizados na obtencdo de modelos quimiométricos e
resultados de coeficientes de correlagdo apresentados na etapa de calibragdo dos mesmos.

Diluicéo 0,05
Tamanho R2 Pares de fluorescéncia selecionados
do modelo
Ex640/
1 0,94708 Em670
Ex620/ Ex640/
2 0.980577 2690 Em740
Ex620/ Ex640/ Ex550/
3 0,983816 Em630 Em750 Em630
Ex340/ Ex730/ Ex430/ Ex610/
4 0,996385 Em400 Em790 Em800 Em620
Ex300/ Ex370/ Ex650/ Ex400/ Ex430/
S 0999465 - 760 Em780 Em790  Em620 Em470
6 0.999732 Ex450/ Ex540/ Ex560/ Ex620/ Ex430/ Ex400/
’ Em620 Em550 Em710 Em770 Em750 Em590
Dilui¢do 0,005
Tamanho R2 Pares de fluorescéncia selecionados
do modelo
Ex610/
1 0,943868 Em740
Ex330/ Ex350/
2 0,986006 570 Ems60
Ex350/ Ex320/ Ex330/
3 0,99377 Em710 Em590 Em350
Ex330/ Ex350/ Ex510/ Ex370/
4 0,996229 Em660 Em580 Em720 Em500
Ex620/ Ex430/ Ex360/ Ex460/ Ex610/
5 0,938807 Em710 Em530 Em680 Em650 Em700
6 0,999789 Ex610/ Ex340/ Ex700/ Ex300/ Ex390/ Ex470/

Em680 Em410 Em730 Em560 Em650 Em700

Por tratar-se de um método assistido, os resultados obtidos pelo método analitico de Bright
& Dyer sdo utilizados como varidveis de entrada do método proposto para caracterizacdo da
concentracdo lipidica com medidas de fluorescéncia. Neste processo, dados de fluorescéncia e
respectivas concentragcdes de lipidios das amostras de microalga sdo separados em dois conjuntos
de dados, um utilizado na etapa de calibracdo dos modelos, e outro na etapa de testes.

O conjunto de amostras destina a etapa de calibracdo é composto por 2/3 do numero total
de amostras disponivel, deixando 1/3 restante para o teste dos modelos gerados. A segmentagéo
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do conjunto de dados amostral é feita aleatoriamente, empregando a estratégia de validacéo
cruzada no ajuste e teste dos modelos.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 2, foram realizados testes para predizer os
valores de porcentagem de lipidios das amostras destinadas a etapa de testes, a fim de verificar a
validade dos modelos ajustados aos pares determinados.

0,9

0,8 -
0,7
0,6
% 0,5
m Teste 0.05g
0, m Teste 0.005g
0,3 -
0,2
0,1 -
0
1 2 3 4 5 [

Pares

-]

=

Figura 4 — Coeficiente de correlacdo de dados preditos pelo nimero de pares usados.

A Figura 4 apresenta o ceficiente de correlagcdo em funcdo do tamanho do modelo
ajustado, tanto para a diluicdo de amostra de 0,05g como para 0,005g. Pode se observar que 0s
melhores resultados foram obtidos nas amostras avaliadas com 0,05g de biomassa. Modelos com
1 e 5 pares apresentaram os melhores resultados de predicdo, com R? igual a 0,92 e 0,96,
respectivamente. Os resultados apresentados por estes modelos indicam que a metodologia
apresenta viabilidade para predizer adequadamente o conteddo de lipidios. Os resultados
mostram que os melhores valores de medida de excitacdo estdo entre 360 a 620 nm e emissao
entre 530 nm a 740 nm, restringindo a coleta de dados espectrais a um nimero limitado de pares
de fluorescencia.

4. CONCLUSOES

Foi proposto um método de quantificacdo de lipidios da microalga Scenedesmus sp.
baseado em medidas de espectroscopia de fluorescéncia, comparando dados obtidos pelo método
guantitativo com dados obtidos por fluorescéncia. Conclui-se que é possivel usar este método
usando amostras com taxa de diluicédo de 0,05.

Com relagdo & caracterizacdo da concentracdo de lipidios em amostras de microalga, o
método baseado em medidas de espectroscopia fluorescente apresentou resultados promissores
para esta técnica. Os resultados mostram que modelos quimiométricos compostos por 5 pares de
fluorescéncia, e utilizando taxa de diluicdo de 0,05, apresentaram R2 superior a 0,9 na etapa de
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testes, confirmando a viabilidade da metodologia de caracterizacao.

Apesar dos bons resultados de coeficientes de determinacdo apresentado na etapa de
calibracdo, modelos ajustados usando taxa de diluicdo de 0,005 ndo apresentaram resultados
significativos na etapa de testes. Este resultado indica que estudos aprofundados devem ser
realizados para determinacdo da taxa de diluicdo ideal a ser utilizada, tornando o processo de
amostragem menos invasivo, e a medi¢do o mais precisa possivel.
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