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RESUMO

O controle do teor de nitrogénio é essencial na produgdo de &cidos graxos, especialmente o &cido
docosa-hexaenoico (DHA), a partir de microalgas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar a
importancia do nitrogénio no processo de desenvolvimento das microalgas para a producdo de
biomassas ricas em &cido docosahexaenoico (DHA). A determinacdo da quantidade ideal de nitrogénio
nos meios de cultivo dessas microalgas € crucial, pois influencia diretamente a produtividade das
espécies microalgais e a obtencao dos acidos graxos. Esses fatores sdo inversamente proporcionais e a
importancia do nitrogénio na producdo de DHA em microalgas esta relacionada a sintese de acidos
graxos insaturados da série 6mega-3. Estudos mostram a disponibilidade adequada de nitrogénio pode
maximizar a producdo de lipideos. Embora ndo tenham sido utilizados estudos especificos para a
producdo de DHA, as espécies analisadas neste trabalho sintetizam &cidos graxos insaturados como o
acido docosahexaenoico. O DHA possui grande visibilidade no mercado comercial, sendo uma fonte
sustentavel essencial para a saude humana e animal. Ele contribui economicamente para a
produtividade e qualidade dos produtos aquéticos, como na aquicultura.
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1 INTRODUCAO

As microalgas podem ser cultivadas em larga escala nas indastrias. Elas tém sido um assunto muito
comentado por produzir biomassa com compostos de alto valor agregado no mercado comercial, além de ser uma
fonte sustentavel, contribuindo para o desenvolvimento de tecnologias limpas (FREITAS, 2009).

As microalgas sdo uma fonte promissora de compostos bioativos naturais, com aplicacdes em diversas
areas, incluindo nutricdo, farmacéutica, cosmética e produgdo de biocombustiveis (MINELLO, 2022). Entre os
pigmentos produzidos pelas microalgas, destacam-se as clorofilas, carotendides e ficobiliproteinas, que possuem
aplicacbes em alimentos, cosmética e como antioxidante. Além disso, as microalgas acumulam lipidios,
carboidratos e proteinas, que podem ser utilizados na producdo de biocombustiveis, alimentos funcionais e
suplementos nutricionais (VICTOR; MOUTINHO; RIATTO, 2023).

Acidos graxos, como o dmega-3, sdo utilizados para alimentagdo animal em especial para dietas de
peixes melhorando o crescimento saudavel deles, fortalecendo o sistema imunoldgico, aliviando o estresse,
melhorando a fertilidade e qualidade dos ovos e o beneficiamento no consumo humano de carnes ricas em
nutrientes. Isso explica as microalgas serem fontes alternativas de alimentos para aquicultura, n&o
sobrecarregando a pesca de peixes menores, que € um risco para o estoque global de peixes (CARDOSO, 2018)

Para a producdo, em especial, do acido docosahexaenoico (DHA) (dmega-3) a partir de microalgas €
importante conhecer os diversos fatores que influenciam no crescimento desses microrganismos, como a luz,
temperatura, nutrientes, pH, salinidade, gases, agitagdo e contaminacao. O nitrogénio é um dos fatores essenciais
para o crescimento das microalgas, devendo ser inserido durante o processo em propor¢fes adequadas ao
objetivo do cultivo (PEDRUZI et al., 2018). Embora o nitrogénio seja importante para o crescimento das microalgas
e composicdo bioguimica da biomassa, com o seu déficit as microalgas entram em estado de estresse,
redirecionando o seu metabolismo para a producéo de lipidios (incluindo &cidos graxos) no interior de suas células
(YAP et al., 2016). A privacdo de nitrogénio no meio de cultivo € uma estratégia utilizada para maximizar a
producéo de triglicéridos (TG), ricos em DHA.

O objetivo deste trabalho foi estudar a importancia da concentracdo de nitrogénio no processo de

desenvolvimento das microalgas para a producao de biomassas ricas em acido docosahexaenoico (DHA).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producédo de 6mega 3 a partir da biomassa de microalgas

A producgédo de biomassa como fonte de dmega 3 para ragdo animal a partir de microalgas é realizada em
etapas. Primeiramente as microalgas s@o selecionas, em seguida sdo cultivadas em biorreatores ou sistemas
abertos e posteriormente séo secas.

Para que as espécies de microalgas sejam selecionadas é necessario determinar o composto de interesse
a ser obtido, pois possuem diversas espécies com diferentes aplicacdes biotecnoldgicas, sendo que a composi¢ao
bioquimica véaria muito de um grupo para o outro. Além disso, os meios de cultivo a serem utilizados, a
esterilizacdo do meio para que ndo tenha competitividade com outras espécies, e os fatores como, disponibilidade
de nutrientes e temperatura também influenciam na composigéo bioquimica da espécie (SOUTO et al., 2014).

E necessario a caracterizagdo inicial desses microrganismos em laboratérios com menores quantidades

para conhecer as condi¢cdes de cultivo mais adequada para o desenvolvimento ideal em producdes de largas



escalas industriais. Nas empresas sao realizados muitos testes pelo setor de tecnologia para um melhor processo
de producéo e obtencao desses produtos (ROMERAL et al., 2017).

Na producdo de dmega 3 para racdo animal o meio de cultivo pode ser seco em tambores rotativos de
120°C formando uma farinha de cor amarelada/amarronzada, contendo éleo rico em dmega 3 encapsulado. Esse
produto serve como matéria-prima (suplemento alimentar) para empresas fabricantes de racfes animais,

especialmente racdes de peixes.

2.1.1 Espécies de microalgas utilizadas na producao de DHA

As microalgas sdo algas microscépicas unicelulares podendo ser procariontes ou eucariontes. A maioria
das espécies de microalgas de interesse para a produgéo de pigmentos, proteinas, lipideos e bioenergia (biodiesel
e biogas) esta distribuida nos dominios Eubacteria e Eucarya, especialmente dentro dos grupos ciandfitas e
cloréfitas (SOUTO et al., 2014).

O cultivo de microalgas continentais tem ganhado destaque devido as suas diversas aplicaces
biotecnoldgicas, incluindo a produ¢do de compostos de alto valor agregado, como o acido docosa-hexaenoico
(DHA) (SOUTO et al.,, 2014). Géneros como Schizochytrium e Aurantiochytrium fazem parte do grupo dos
Thraustochytrids e espécies como Crypthecodinium cohnii pertencem ao género da familia Crypthecodiniaceae.
Essas microalgas séo altamente eficientes na producdo de DHA, sendo ideais para aplica¢6es industriais (LOPES;
MONIZ; REIS, 2020).

Thraustochytrids s&o protistas marinhos heterotréficos unicelulares do grupo Stramenopile, microalgas nao
fotossintéticas, presentes principalmente em aguas ricas em sedimentos e materiais organicos ricos em acido w3-
docosahexaendico (DHA) (MORABITO et al., 2019).

Esses organismos tém uma capacidade notavel de acumular &cidos graxos poliinsaturados de cadeia
longa. Foram identificadas duas vias metabdlicas em Thraustochytrids que sintetizam esses acidos. Uma via
convencional aerébica, através das enzimas elongase/dessaturase (ELO/DES) e uma via anaerdbica de sintese
de policetideo (PKS). Entre as Thraustochytrids, algumas contém as vias PKS e ELO/DES. No entanto, a maioria
dos Thraustochytrids tem apenas uma Unica via PKS ou ELO/DES, o que pode levar a diferengas na sintese de
acidos graxos (MA et al., 2022).

Schizochytrium sp. se destaca por sua capacidade de produzir grandes quantidades de lipidios,
especialmente DHA (4cido docosa-hexaenoico), que excede 62% do total de seus lipidios que representa entre
36% a 84% da biomassa. O 6leo de algas extraido de Schizochytrium sp. € amplamente utilizado e considerado
seguro para consumo humano (DING et al., 2022). A producéo elevada de DHA pelo Schizochytrium sp. € devido
a sua via PKS (sintase de poliquetideos) Unica e eficiente. Esta via permite a sintese de DHA sem a necessidade
das enzimas elongases ou desaturases de &cidos graxos, que sdo comuns em outros eucariotos (DING et a.l,
2022). A Aurantiochytrium sp. também pertencente a classe dos Thraustochytrids, € um microrganismo
heterotréfico que vive em ambiente marinho, podendo ser utilizado em industrias de racédo pelo seu alto contetdo
lipidico (55 a 75% na matéria seca), sendo que até 49% dos lipidios totais € DHA (BATISTA, 2019).

A espécie Crypthecodinium cohnii € uma microalga marinha heterotréfica, salobra e litorAnea, amplamente
distribuida em regifes temperadas e tropicais. Destaca-se por produzir apenas acido docosahexaenoico (DHA) em
seus lipidios celulares, o que facilita a purificacdo do DHA, tornando-a ideal para aplicacdes farmacéuticas e
nutracéuticas. Este organismo € notavel pela sua resiliéncia e adaptagdo a diferentes condigbes ecolédgicas
(MENDES et al., 2008).



2.1.2 Cultivo de microalgas

Existem dois tipos de sistemas de cultivo de microalgas para produces em largas escalas industriais. A
escolha do sistema a ser utilizado depende muito da fisiologia da microalga. Os sistemas abertos sdo mais
simples e econdmicos por serem feitos de plastico ou concreto tendo alta durabilidade e com disponibilidade de
energia solar e oxigénio livre através da atmosfera. S8o constituidos por pas de agitacdo que evitam a
sedimentacgéo e aeradores para o fornecimento de CO, que também pode ser obtido na atmosfera. Esse sistema é
mais propicio para espécies que crescem mais rapidamente e sobrevivem em condi¢cdes extrema de pH,
temperatura e salinidade. Lembrando que, os sistemas abertos podem ser artificiais como o descrito acima e
naturais como as lagoas abertas sem agitacdo mecanizada (CARNEIRO et al., 2017). Esse tipo de sistema néo é
vantajoso para empresas que necessitam de processos estéreis e trabalham com espécies mais sensiveis a
contaminag8es e aos fatores de cultivo, ja que séo abertos e expostos ao meio sujeitos a chuvas e evaporacéo do
meio de cultivo (LUCHE; GONCALVEZ; SILVA, 2019).

Os sistemas fechados sdo mais complexos e possuem maiores custos de constru¢do e operagdo, mas
sdo mais propicios quando se pretende ter maior controle de pH, nutrientes, temperatura, agitacdo, aeracéao,
intensidade luminosa e esterilizagdo no processo. S&o mais utilizados para producdo em larga escala de produtos
com alto valor comercial como o 6mega 3. Fazem parte do sistema fechado, os fotobiorreatores e os biorreatores.
Nos fotobiorreatores sé@o cultivadas espécies autotréficas ou mixotroficas, pois eles permitem a captagéo da luz
pelas microalgas para realizagéo da fotossintese. Enquanto os biorreatores sdo para espécies heterotroficas como
as mencionadas neste trabalho, que necessitam da insercdo de um substrato organico como fonte de carbono,
exemplo a glicose. Além disso, os biorreatores sdo de construgdo mais simples j4 que sdo isentos a utilizacdo de
luz solar ou artificial (LUCHE; GONCALVEZ; SILVA, 2019).

Durante o processo de cultivo ha diversos fatores que influenciam na concentracdo e composi¢do da
biomassa microalgal. Dentre os parametros fisico-quimicos estudados estdo a temperatura, o pH, a agitacédo e
aeracdao e os nutrientes (PEDRUZI et al., 2020).

A temperatura é uma condi¢cao importante para o crescimento das microalgas e produc¢do de lipideos e
acidos graxos. O aumento da temperatura causa a diminuicdo do percentual de acido graxos insaturados como o
docosahexaenoico nas frag@es lipidicas da célula (SOUTO et al., 2014), esse fator varia de espécie para espécie,
geralmente a temperatura ideal esti entre 28 °C e 35 °C. Manter uma temperatura constante durante as
operacBes de cultivo permite uma maior reprodutibilidade e previsibilidade de respostas das espécies.
Normalmente essa temperatura constante em sistemas fechados é atingida por sistemas de refrigeracdo, como
aspersores de agua e trocadores de calor como serpentinas. Em sistemas abertos a dificuldade de controlar a
temperatura ja € maior, podendo a reducédo ser feita por lonas de plasticos cobrindo as lagoas (HERNANDEZ-
PEREZ; LABLE, 2014) (GUIRADO, 2019).

O pH nédo somente influencia no crescimento das microalgas como também na dissolugdo dos minerais. O
pH precisa ser quase neutro para que as microalgas tenham uma boa absor¢cdo dos componentes do meio, o que
também depende muito das espécies de cultivo. Para espécies como Schizochytrium sp valores de pH entre 4,9 e
5,1 sdo consideravelmente bons para o crescimento celular. (GUIRADO, 2019). O controle de pH também pode
ser feito com o uso de tampdes (PEDRUZI et al., 2020). O processo de agitacdo ajuda na homogeneizacdo do
meio, mantendo as células em suspensao evitando que as mesmas se depositem no fundo do reator e distribuindo

0s nutrientes auxiliando na captura de CO, pelas microalgas. A agitacdo pode ser feita por injecdo de ar



pressurizado e agitacdo mecanica através de pas que provocam a movimentacao circular do liquido formando
vortices. Essa agitacdo deve ser em uma velocidade consideravel para que ndo aconteca estresse fisico nas
células (PEDRUZI et al., 2020).

O nitrogénio é um dos nutrientes mais importantes para o crescimento das microalgas, constituinte de
aminoacidos, proteinas, enzimas, coenzimas e nucleotideos. Em abundancia esses nutrientes causam aumento
nas concentracdes de proteinas e clorofila, s6 que em baixas concentracfes causam reducdo na multiplicacdo
celular diminuindo a biomassa de microalgas e aumentando as concentracdes de lipideos nas células (SOUTO et
al., 2014).

2.2 Importancia do nitrogénio no metabolismo das microalgas para a produc¢édo de d6mega 3

O nitrogénio é fundamental no metabolismo das microalgas, influenciando a sintese de proteinas e
lipidios, além de desempenhar um papel critico nas rea¢bes bioquimicas que sustentam seu crescimento e
desenvolvimento. A gestdo adequada da disponibilidade de nitrogénio é essencial para otimizar a producédo de
biomassa e a produc¢éo de lipidios ricos em 6mega-3.

A proporcédo de nitrogénio pode variar de 7 a 10% na biomassa seca (JARENKOW, 2014). A redugéo na
guantidade de nitrogénio no meio de cultura possibilita que lipidios e carboidratos sejam sintetizados
preferencialmente, isso acontece porque em estado de estresse as microalgas alteram o seu metabolismo para se
adaptarem a escassez de nitrogénio. As microalgas interrompem a sintese de proteinas e passam a produzir
lipideos como forma de armazenamento de energia e carbono para sobrevivéncia em condi¢cdes adversas
(BERTOLDI; SANT'ANNA; OLIVEIRA, 2008).

De acordo com Gregory e Rech (2015) o aumento da concentracdo de nitrogénio combinada a diferentes
temperaturas interferem na composi¢do bioquimica da microalga Chlorella sp., onde a maior concentracdo de
biomassa se encontra no ensaio com maior quantidade de nitrato de sédio (NaNO3) a uma temperatura de 27°C.
Isso afirma que quanto maior for a concentracdo de nitrogénio inserido no meio de cultura maior serd a
concentracdo de biomassa (GREGORY; RECH, 2015). Para as algas verde, baixas concentracfes de nitrogénio
aumentam o teor de lipideos, variando de 44% a 66% do peso seco. Essa resposta ao estresse nutricional é
especifica de cada espécie, e as alteracdes na composigdo dos acidos graxos e no teor de lipidios das microalgas
podem ser tanto positivas quanto negativas (RECALCATTI, 2016).

Em estudos realizados por Martins e Fernandes (2016) foram isoladas cepas como C. vulgaris, A.
fusiformis e D. spinosus para avaliagdo da producé@o de biomassa e teores lipidicos em decorréncia da diminuicao
da concentracdo de nitrogénio no meio de cultivo. Em espécies como D. spinosus os teores de lipidios
aumentaram com a deplecdo de nitrogénio e jA em espécies como C. vulgaris e A. fusiformis ndo obtiveram
diferencas significativas na producdo de lipideos. Lembrando que, essas espécies foram testadas em duas
concentracdes estressantes de nitrogénio, 0,05 g/L e 0,1 g/L de NaNO; (20% e 40%), sendo o controle de 0,25 g/L
de NaNOs; (100%).

Quando os autores usaram a cepa D. spinosus obtiveram 13,25 mg de lipidios em 217,3 mg de biomassa
no controle (6,09%), 11,8 mg de lipidios em 90,4 mg de biomassa seca (13,05%) no primeiro teste (0,05 g/L de
NaNQO3) e 12,95 mg de lipidios para 85,1 mg de biomassa (15,21%) no segundo teste (0,1 g/L de NaNO,).
Observou-se que as porcentagens de lipideos aumentaram em relacdo a massa seca quando a concentracédo de
nitrogénio é menor, sendo esses inversamente proporcionais a concentracao de nitrato de sédio. Utilizando-se a

C. vulgaris obtiveram 16,65 mg de lipidios em 130,6 mg de biomassa no controle (12,7%), 17,25 mg de lipidios em



134,8 mg de biomassa seca (12,7%) no teste 1, e 21,95 mg de lipidios para 146,3 mg de biomassa (15,0%) no
teste 2. Ja utilizando A. fusiformis foram obtidos 41,80 mg de lipidios em 174,2 mg de biomassa no controle
(23,9%), 37,45 mg de lipidios em 197,1 mg de biomassa seca (19%) no teste 1, e 36,45 mg de lipidios para 194,5
mg de biomassa (18,7%) no teste 2. Observou-se que quando os autores utilizaram as duas Ultimas espécies
cultivadas nao houve alteracbes relevantes da concentracdo de lipideos quanto a massa seca no controle e nos
tratamentos (MARTINS; FERNANDES, 2016).

Tabela 1 — Teores de lipideos totais e porcentagem de acordo com a massa seca obtida de cada espécie

em diferentes porcentagens de nitrato de sédio no meio de cultura (0 = controle, 1 = 40% e 2 = 20%).

Tratamentos Massa seca (mg/500ml) Lipideos totais (mg) Teor de lipideos (%)

A0 174,2 41,8 23,9
Al 197,1 37,45 19

A2 194,5 36,45 18,7
co 130,6 16,65 12,7
C1 134,8 17,25 12,7
C2 146,3 21,95 15

DO 217,3 13,25 6,09
D1 90,4 11,8 13,05
D2 85,1 12,95 15,21

Fonte: Martins; Fogaca, 2016.

Nos estudos de Fogaca et al. (2014) aconteceu acumulos de lipideos significativos no cultivo da espécie
Chlorella sp em baixas concentracdes de NaNOs;.O enriquecimento do ar com CO, também intensificou a
producéo de lipideos. Cultivadas em concentra¢des de 900 g/ml, 600 g/ml, 300 g/ml e 75 g/ml de nitrato de sddio,
as microalgas adquiriram porcentagens de lipideos na seguinte ordem: 12,9%, 10,8%, 12% e 14,3%
respectivamente, com a sua maior producdo de lipideos no meio com concentracdo de 75 g/ml de nitrato de sédio.
Também foram observados nesse mesmo estudo que em baixas concentragdes de nitrogénio houve baixa
producédo de biomassa (FOGACA et al., 2014).

Portanto, o redirecionamento do metabolismo das microalgas para producao de lipideos varia de espécie
para espécie, pois elas podem acumular compostos diferentes quando expostas a condi¢cdes de estresse e
também podem se readaptar ao meio, como pode ser o caso de A. fusiformis e C. vulgaris que ndo apresentaram
mudancas significativas com a reducdo no nitrogénio (MARTINS; FERNANDES, 2016). Além disso, as
combinacBes de fatores como a temperatura e inser¢do de compostos quimicos como o CO, nos cultivos de

Fogaca et al. (2014) foram essenciais para 0 aumento da concentracao de lipideos.

3 CONCLUSAO

Nao foram encontrados estudos comprovando o aumento dos teores lipidicos com a redugao de nitrogénio
em Schizochytrium sp., Aurantiochytrium sp. e Crypthecodinium cohnii, mas foi possivel observar através das
espécies Chlorella sp, D. spinosus, A. fusiformis e C. vulgaris que o nitrogénio em baixas concentracdes exerce
uma certa influéncia no metabolismo das microalgas fazendo com que elas passem a acumular compostos de alto

valor comercial em suas células como o acido docosahexaenoico da série d8mega 3, que € um importante



composto contido nas farinhas de microalgas utilizadas na aquicultura como alternativa sustentavel para

alimentagéo de peixes.
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