UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
ESCOLA DE ENGENHARIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

Utilizacdo da Técnica Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) para

Estimativa das Concentracdes de Carboidratos e de Lipideos em Scenedesmus sp.

DISSERTACAO DE MESTRADO

Cecilia Dutra Garcia Cougo

Porto Alegre
2017



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
ESCOLA DE ENGENHARIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

Utilizacdo da Técnica Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) para
Estimativa das Concentracdes de Carboidratos e de Lipideos em Scenedesmus sp.

Cecilia Dutra Garcia Cougo

Dissertacdo de Mestrado apresentada como
requisito parcial para obtencdo do titulo de
Mestre em Engenharia

Area de concentracdo: Pesquisa e

Desenvolvimento de Processos

Orientador:
Prof. Dr. Marcelo Farenzena
Co-orientadora:

Profa. Dra. Luciane Ferreira Trierweiler

Porto Alegre
2017



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
ESCOLA DE ENGENHARIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

A Comissdo Examinadora, abaixo assinada, aprova a Dissertacdo Utilizacao
da Técnica Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) para Estimativa das
Concentracdes de Carboidratos e de Lipideos em Scenedesmus sp., elaborada por Cecilia

Dutra Garcia Cougo, como requisito parcial para obtencdo do Grau Mestre em
Engenharia.

Comissao Examinadora:

Profa. Dra. Débora Jung Luvizetto Faccin

Profa. Dra. Mariliz Gutterres Soares

Prof. Dr. Paulo Cesar Oliveira Vergne de Abreu



Resumo

Com as descobertas das inimeras aplicacfes potenciais da biomassa de microalgas é
necessario o desenvolvimento de ferramentas que visem auxiliar o aumento da
produtividade dos cultivos. A espectrometria por infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) é uma técnica versatil e rapida utilizada na identificacao, caracterizacéo e
quantificacdo de diversos compostos moleculares. Sua aplicacdo esta definida de acordo
com a regido espectral a ser analisada. O objetivo deste trabalho é desenvolver uma
metodologia que torne possivel a utilizacdo da espectroscopia FTIR na regido do
infravermelho médio (MIR) para quantificar os teores de lipideos, proteinas, carboidratos
e células de Scenedesmus sp. Para tanto, a biomassa de Scenedesmus sp. foi analisada
diariamente por métodos tradicionais e através do espectro FTIR. Posteriormente 0s
dados foram correlacionados com as bandas de absorcdo caracteristicas de cada
composto. O modelo gerado para lipideos na regio entre 3000-2800 cm™ obteve o maior
coeficiente de correlagdo (R?) de 0,8265. Para os carboidratos, a banda de absorcdo que
melhor representou as ligag@es caracteristicas foi entre 1200-950cm™, com R?=0,8023.
Ja para proteinas, a escolha do método tradicional ndo mostrou boa relacdo com os
resultados do FTIR. Quando a concentracao celular foi correlacionada com a area total
foi obtido R?=0,7900. Por fim, realizaram-se experimentos para validar os modelos
preditos, obtendo bons resultados para a quantificacdo de lipideos e carboidratos. O FTIR
mostra ser uma ferramenta eficiente para estimar os contetdos de lipideos e carboidratos
de Scenedesmus sp. Além disso, o FTIR permite analise simultdnea de multiplos
metabolitos que permitird o monitoramento mais detalhado do cultivo em um tempo de

analise muito mais curto e com alta reprodutibilidade dos resultados.

Palavras-chave: Carboidratos, FTIR, Lipideos, MIR, Scenedesmus sp.



Abstract

With the discoveries of the numerous potential applications of microalgal biomass, it is
necessary to develop tools to help increase the productivity of cultivation. Infrared
spectrometry with Fourier transform (FTIR) is a versatile and fast technique used in the
identification, characterization and quantification of several molecular compounds. Its
application is defined according to the spectral region to be analyzed. The objective of
this work is to develop a methodology that makes possible the use of FTIR spectroscopy
in the medium infrared region (MIR) to quantify lipid, protein, carbohydrate and cells
contents of Scenedesmus sp. For this, the Scenedesmus sp. biomass was analyzed daily
by traditional methods and through the FTIR spectrum. Subsequently the data were
correlated with the absorption bands characteristic of each compound. The model
generated for lipids in the region between 3000-2800 cm obtained the highest coefficient
of correlation (R?) of 0.8265. For carbohydrates, the absorption band that best represented
the characteristic bonds was between 1200-950cm™, with R?=0.8023. For proteins, the
choice of the traditional method did not show a good relation with the FTIR results. When
the cell concentration was correlated whit the total area an R2?=0.7900. Finally,
experiments were carried out to validate the predicted models, obtaining good results for
the quantification of lipids and carbohydrates. The FTIR shows to be an efficient tool to
estimate lipid and carbohydrate contents of Scenedesmus sp. In addition, the FTIR allows
simultaneous analysis of multiple metabolites that will enable more detailed monitoring
of the cultivation in a much shorter analysis time and with high reproducibility of the

results.
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Capitulo 1 — Introducao

No mercado atual, a demanda por produtos derivados de microalgas no ramo
alimenticio € crescente; ja para a industria dos biocombustiveis esta biomassa tem sido
referenciada como uma fonte potencial, pela produtividade superior as oleaginosas.
Todavia, seu custo é ainda elevado. Visando reduzi-lo, surge a necessidade de se
desenvolver técnicas que possam controlar e otimizar os cultivos em tempo real, de forma
a monitorar os compostos presentes na biomassa de microalgas. Estas informacdes séo
essenciais para verificar as potenciais aplicacbes da biomassa em questdo, visando o
melhor aproveitamento dos produtos sintetizados que possuam valor agregado.

Nos cultivos em grande e pequena escalas, as analises para caracterizacdo da
biomassa das microalgas sdo realizadas de forma off-line, ou seja, realiza-se a
amostragem no biorreator e, posteriormente, a analise é feita em laboratdrio, acarretando
um atraso das informacGes do processo. Ainda, no momento que se obtém o resultado da
andlise, a condicdo fisiolégica que o cultivo se encontrava foi alterada. Além disso, 0s
métodos utilizados para as analises sdo adaptados para a matriz biomassa de microalgas,
tendo sido desenvolvidos para outras biomassas, e empregam reagentes quimicos que
acabam degradando a amostra. Estes reagentes sao, em sua maioria, Compostos organicos
(exemplo: metanol, cloroférmio, fenol e &cido sulfdrico), altamente tdxicos ao
trabalhador e ao meio ambiente, os quais devem ser descartados e tratados corretamente.
Ao mesmo tempo, as analises requerem a atuacdo de profissional habilitado, sdo
metodologias trabalhosas e, por vezes, demoradas e laboriosas.

Uma alternativa € a utilizacdo das técnicas espectrométricas que, em geral,

consistem em métodos rapidos, praticos, que ndo degradam a amostra e podem ser



aplicados em tempo real. Assim, neste trabalho, a espectroscopia por infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) na regido do infravermelho médio (MIR) foi estudada a
fim de permitir a caracterizacdo da composi¢do quimica da biomassa de microalgas e,
com isso, dar continuidade nas posteriores operacdes unitarias necessarias para a
utilizacdo do composto de interesse sem atraso no processo.

A espectroscopia por infravermelho é uma ferramenta versatil aplicada a
determinac6es qualitativas e quantitativas. Com excecdo de moléculas homonucleares,
todas as moléculas organicas e inorganicas absorvem radiacdo na regido do
infravermelho. Além disso, a singularidade do espectro infravermelho conduz a um grau
de especificidade que é raramente igualado ou excedido por outros métodos analiticos.
Os espectros de absorcdo, emissdo e reflexdo no infravermelho podem ser entendidos
assumindo que todos se originam de numerosas variagdes de energia produzidas por
transi¢des de moléculas entre diferentes estados vibracionais ou rotacionais (HOLLER,;
SKOOG; CROUCH, 2009).

1.1.  Histérico

O Grupo de Intensificacdo, Modelagem, Simulacdo, Controle e Otimizacdo de
Processos (GIMSCOP) vem estudando o cultivo de microalgas visando a otimizacao das
condigdes de cultivo, producdo e colheita da biomassa, buscando um menor custo de
producdo de tal biomassa.

Para alcancar tal objetivo, Gris et al. (2013) desenvolveram uma planta em escala
de laboratdrio para a otimizacdo dos cultivos de microalgas. A mesma possibilitou o
estudo simultdneo de varidveis como temperatura, iluminancia, fotoperiodo e
concentracdo de CO: no fluxo de aeracdo, bem como varidveis relacionadas a
concentracdo de nutrientes dos meios de cultura. Os autores também estudaram influéncia
da temperatura, concentracdo de nitrato de sodio e os efeitos da iluminancia sobre o
contetdo de lipideos em Nannochloropsis oculata.

Ramirez, Farenzena e Trierweiler (2014) avaliaram o uso de vinhagca como fonte
de nutriente, intensidade luminosa e temperatura pra o crescimento de Scenedesmus sp.
Com até 40 % de vinhaca no meio de cultivo foi possivel cultivar a microalga e a
intensidade luminosa também interferiu no crescimento celular.

Outros estudos visaram otimizar os processos de colheita da biomassa, tendo

como objetivo a redugdo dos custos do cultivo de microalgas (BORGES, 2014). O



Laboratorio de Estudos em Couro e Meio Ambiente (LACOURO) possui parceria com o
grupo de pesquisa para estudar o cultivo de microalgas sob o efluente dos curtumes,
reduzindo as cargas de contaminantes (FONTOURA et al., 2015a, 2015b) e visando a
utilizacdo da biomassa como matéria prima para a producao de biodiesel. Estes estudos
encontram-se em desenvolvimento.

Sendo assim, este trabalho propde o estudo da espectroscopia FTIR visando
auxiliar a otimizacdo do cultivo de microalgas. O desenvolvimento de um método que
facilita a quantificacdo dos lipideos, carboidratos e proteinas vém a contribuir para todos
os trabalhos que tém sido desenvolvido no laboratorio. Os resultados deste estudo visam
permitir que os pesquisadores reduzam o tempo de andlise, ndo gerem residuos toxicos,
nem se exponham a agentes quimicos. Além disso, tal técnica pode ser realizada por
sensores customizados em tempo real e 0s compostos podem ser analisados

simultaneamente.

1.1  Objetivos
Objetivo Geral
Desenvolver uma metodologia para a utilizacdo da espectroscopia infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) para monitorar o cultivo quanto ao teor de células,
proteinas, carboidratos e lipideos.
Objetivos Especificos
Os objetivos especificos da presente dissertacdo sdo:
e Monitorar a biomassa da microalga Scenedesmus sp. no espectrofotdmetro FTIR
na regido do infravermelho médio (MIR) pela técnica de refletancia total atenuada (ATR);
e Monitorar o crescimento da biomassa da microalga Scenedesmus sp., bem como
os teores de carboidratos, proteinas e lipideos por métodos tracionais;
e Testar a influéncia dos pré-tratamentos realizados na biomassa da microalga
Scenedesmus sp. para quantificacdo dos carboidratos e proteinas;
e Estudar e desenvolver uma metodologia que utilize as relacBes entre a
quantificacdo por FTIR e os métodos tradicionais;

¢ Validar a repetitividade da metodologia proposta em novos cultivos.



1.2. Estrutura da Dissertacéo

A presente dissertacdo estd dividida em cinco capitulos. No Capitulo 2 sera
realizada a revisdo bibliografica sobre os assuntos abordados neste trabalho. Esta,
apresenta topicos sobre microalgas, nutrientes necessarios e alguns de seus metabolismos;
metodologias utilizadas para quantificacdo de proteinas, carboidratos e lipideos, além da
espectroscopia FTIR aliada a caracterizacdo da biomassa de microalgas. O Capitulo 3
descreve a metodologia empregada para determinacdo dos teores de proteinas, lipideos e
carboidratos pelos métodos tradicionais e pela espectroscopia FTIR, como um método
alternativo ndo destrutivo para caracterizagdo da biomassa. J& no Capitulo 4 séo
apresentados os resultados e discussdo dos mesmos. Por fim, o Capitulo 5 apresenta as

conclusdes obtidas durante este trabalho e sugestdes para trabalhos futuros.



Capitulo 2 - Revisao Bibliografica

2.1  Microalgas

Cerca de dois tercos da superficie da Terra esta coberta por oceanos e mares, onde
vivem a maior parte das algas (HOEK; MANN; JAHNS, 1995). As microalgas sdo
encontradas em diversas condi¢des ambientais e habitats tais como lagoas salobras, de
agua doce, hipersalinas, lagoas de maturacdo de aguas residuais, barragens, rios, areas
marinhas e costeiras (MUTANDA et al., 2011).

Por definicdo algas representam micro-organismos fotossintéticos, incluindo
organismos procarioticos, ou seja, cianobactérias (Chloroxybacteria) e eucarioticos, por
exemplo, algas verdes (Chlorophyta), algas vermelhas (Rhodophyta) e diatomaceas
(Bacillariophta) (SINGH; GU, 2010). O termo alga ndo possui valor taxondmico, por
designar micro-organismos distintos entre si quanto a origem, composi¢do quimica e
morfologia (LOURENCO, 2006).

H& muitos anos, as algas sdo utilizadas por diversos povos como alimento. Ap6s
a Segunda Guerra Mundial, desencadeou-se a pesquisa pelo potencial das microalgas
como fonte proteica, sendo sugerida como suplemento alimentar para humanos e animais
(SPOLAORE et al., 2006). Posteriormente, com inicio da crise energética, foi sugerido o
uso da biomassa de microalgas para a producdo de metano (biocombustivel) e em seguida
sendo avaliado seu potencial para a sintese de produtos quimicos (CHAUMONT, 1993).

As microalgas s@o organismos fotossintéticos, ou seja, a energia da luz é fixada
como energia quimica durante o crescimento fotoautotrofico. A energia captada é
utilizada no Ciclo de Calvin onde o dioxido de carbono (CO3) é fixado em percursores
dos metabdlitos, como por exemplo, lipideos e amido (AKKERMAN et al., 2002). A
equacao abaixo representa a reacao da fotossintese.



6 CO,+ 12 H,0 + fotons — CgH,,0¢ + 6 O, + 6 H,0 (1.1)

A estrutura simples das microalgas permite atingir altos valores de eficiéncia
fotossintética quando comparado com plantas terrestres (BRENNAN; OWENDE, 2010).
Os tipos e combinacfes de pigmentos fotossintéticos presentes, a natureza quimica dos
produtos de armazenamento e das paredes celulares e 0s aspectos citoldgicos e
morfolégicos desempenham importante papel na classificacéo das algas (HOEK; MANN;
JAHNS, 1995).

A composicdo quimica da biomassa de microalgas varia bastante em relacao as
macromoléculas constituintes de seus metabolismos, normalmente possuem quantidades
elevadas de proteinas, lipideos e carboidratos. Além disso, podem conter substancias de
alto valor agregado como pigmentos, acidos graxos e vitaminas (SPOLAORE et al.,
2006). Esta composicdo pode ser alterada por diferentes condi¢bes de crescimento e,
assim, direcionar a rota metabdlica para a producdo de alguns compostos de interesse. As
condigdes de crescimento dependem principalmente da disponibilidade de nitrogénio e
fosforo no meio de cultivo, intensidade da luz, pH e temperatura (MIRON et al., 2003;
QIN, 2005).

As potenciais aplicacdes das microalgas sdo as mais diversas como por exemplo,
mitigagdo do efeito estufa através da assimilagdo do CO, (DERNER et al., 2006;
HIRANO et al., 1997) e tratamento de efluentes organicos provenientes das industrias
agroalimentar, utilizando os nutrientes remanescentes para o seu cultivo (CANTRELL et
al., 2008). Aliado a estes tratamentos, uma grande variedade de produtos pode ser obtido
a partir da biomassa de microalgas, estes vao desde os suplementos alimentares e
nutrientes para a alimentagdo humana e animal (desempenham um papel crucial na
aquicultura) (HARUN et al., 2010), adubos para o solo (RODOLFI et al., 2009),
cosméticos, produtos de alto valor agregado (pigmentos e acidos graxos) (SPOLAORE
et al., 2006) e biocombustiveis (biodiesel, bioetanol, biometano) (BRENNAN;
OWENDE, 2010; CHISTI, 2008; HIRANO et al., 1997).

Algumas das vantagens da biomassa de microalgas séo: (1) cultura ndo sazonal,
permitindo sua producdo durante todo o ano; (2) possuem potencial de crescimento rapido
(HIRANO et al., 1997); (3) podem ser cultivados em terras ndo araveis, ndo competem
com alimentos ou outras culturas (RODOLFI et al., 2009); (4) ndo necessitam
exclusivamente de agua doce (HIRANO et al., 1997; RODOLFI et al., 2009)); (5) tem

potencial de minimizacdo dos impactos ambientais principalmente pela fixagéo de CO>
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(1 kg de biomassa de algas secas fixam cerca de 1,8 kg de CO2) (HIRANO et al., 1997;
RODOLFI et al., 2009); além de que (6) os nutrientes para o cultivo de microalgas
(especialmente nitrogénio e fosforo) podem ser obtidos a partir de aguas residuais
(DISMUKES et al., 2008; RODOLFI et al., 2009).

Algumas espécies de microalgas podem ser utilizadas na producdo de
biocombustiveis pelo potencial para sintetizar maiores quantidades de biomassa com alto
teor de lipideos por hectare do que qualquer tipo de biomassa terrestre (culturas
oleaginosas) (CHISTI, 2008; RODOLFI et al., 2009; SINGH; GU, 2010; SPOLAORE et
al., 2006).

Existem também limitagdes significativas associadas com esta tecnologia: (1) a
dificuldade de manutencéo de espécies em reatores abertos; (2) limitacdo de dados sobre
as culturas de microalgas em larga escala; (3) o alto consumo de energia relacionados
principalmente a colheita e ao processamento da biomassa (RODOLFI et al., 2009).

Considerando a enorme biodiversidade das microalgas e 0s recentes
desenvolvimentos na engenharia genética e metabolica, este grupo de organismos
representa uma das mais promissoras fontes dos novos produtos e aplicacdes. Com o
desenvolvimento das técnicas de cultura e de rastreio detalhados, a biotecnologia de
microalgas pode atender a alta demanda das indUstrias de alimentos, energia e
farmacéutica (HARUN et al., 2010).

2.1.1 Scenedesmus

Scenedesmus pertencem ao grupo das algas verdes, da familia Scenedesmaceae,
ordem Chlorococcales e classe Clorophyceae (SANT’ANNA et al., 2012). Scenedesmus
é uma microalga eucariotica, que se destaca entre 0s géneros de dgua doce por ser um dos
mais comuns (BARKA; BLECKER, 2016).

Scenedesmaceae englobam os individuos unicelulares que formam cendbios em
um ou mais planos. A parede celular é constituida por uma camada interna de celulose e
uma ou mais camadas externas de esporopolenina, podendo apresentar diversas
ornamentacdes como espinhos, costelas ou granulagdes. A reprodugdo ocorre por
autosporos formando autocendbios no interior da célula-mae, os quais sdo liberados pelo
rompimento da parede (COMAS, 1996 apud RAMOS; BICUDO; MOURA, 2015).

A familia Scenedesmaceae é o maior grupo de algas verdes cocoides em
ecossistemas de dgua doce. A grande variabilidade morfoldgica de Scenedesmaceae pode

ser atribuida a propagacdo estritamente assexuada (HEGEWALD, 1997 apud
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KRIENITZ; BOCK, 2012). A Figura 2.1 apresenta a microalga Scenedesmus sp., que sera
estudada nesta dissertagéo.

Figura 2.1. Scenedesmus sp.

2.2  Composicdo Quimica das Microalgas

As microalgas convertem o CO2 em carbono orgéanico, através da fotossintese. O
carbono organico gerado a partir da fotossintese fornece o esqueleto carbénico para a
biossintese de compostos mais complexos como proteinas, carboidratos e lipideos, além
de ser fonte de energia metabdlica que move todos 0s processos bioquimicos
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2000).

2.2.1 Proteinas

As proteinas estdo presentes na maior parte dos processos biologicos.
Praticamente todas as reacdes no organismo sdo mediadas por enzimas, as quais Sao
proteinas catalisadoras que aumentam a velocidade das reacdes, sem sofrerem alteracoes
no processo global (LEHNINGER; NELSON; COX, 2000).

As proteinas sdo sintetizadas a partir de diversas combinacGes de aminoacidos
unidos por ligagdes peptidicas. Estas sdo ligacGes covalentes que envolvem a remogao do
hidrogénio do grupo amino de um aminoéacido, e da hidroxila de outro aminoacido, com
formacdo de uma molécula de agua. As proteinas sdo as moléculas organicas mais
abundantes nas células de algas e compreendem cerca de 50 % do seu peso seco
(SERVAITES; FAETH; SIDHU, 2012).

O valor nutricional de uma proteina depende do seu contetdo de aminoacidos

essenciais e da sua digestibilidade. Os aminoacidos essenciais (isoleucina, leucina, lisina,



metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina) ndo séo sintetizados pelo organismo
humano, devendo ser obtidos a partir da dieta (LEHNINGER; NELSON; COX, 2000).

2.2.2 Lipideos

O termo lipideo € utilizado para gorduras e substancias gordurosas, sdo insollveis
em agua e soltveis em solventes organicos (CECCHI, 2003). Lipideos exercem diversas
funcBes bioldgicas, como componentes de membranas, isolantes térmicos e reservas de
energia. Os quais, para as algas sdo compostos de glicerol, agicares ou bases esterificadas
em &cidos graxos saturados ou insaturados. Dentre os &cidos graxos existentes em
microalgas, alguns componentes poli-insaturados das familias 6mega-3 e 6mega-6 sdo de
interesse particular por terem elevado valor agregado quando utilizados como suplemento
alimentar para humanos. O montante total, bem como as proporc¢des relativas a &cidos
graxos, podem ser afetadas por fatores nutricionais e ambientais, como a limitagdo de
nitrogénio, por exemplo (LOURENCO, 2006).

A biomassa das microalgas possui um teor lipidico que pode variar entre 1 e 70 %
e, sob certas condicbes, algumas espécies podem atingir até 90 % do peso seco
(METTING-JR, 1996).

2.2.3 Carboidratos

Os carboidratos compreendem o0s grupos de compostos que fazem parte das
substancias organicas mais abundantes da biosfera. Além disso, constituem a principal
fonte de energia para os primeiros niveis tréficos da cadeia alimentar (LEHNINGER et
al., 1993). Os carboidratos de microalgas podem ser encontrados na forma de glicose,
dissacarideo, amido e outros polissacarideos. Sua digestibilidade é alta, razdo pela qual
ndo existe nenhuma limitacdo ao uso de microalgas secas em alimentos ou racoes
(LOURENCGCO, 2006)

Os carboidratos constituem reservas de polissacarideos e constituintes da parede
celular. Amido e glicogénio sdo polissacarideos de reserva, que sdo em geral depositados
no citoplasma das células, na forma de granulos de grande tamanho. Em eventuais
excessos de glicose, suas unidades sdo armazenadas através de ligacoes glicosidicas, nas
extremidades das cadeias de amido ou glicogénio; em eventuais necessidades
metabdlicas, elas sdo liberadas, enzimaticamente, para 0 UuSO como energia
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2000).



A Tabela 2.1 apresenta uma visdo geral da composicao de algumas espécies de
microalgas de acordo com Singh, Gu (2010) e Spolaore et al. (2006).

Tabela 2.1. Teores de proteina, carboidrato e lipideo em diferentes espécies de

microalgas.

Proteina Carboidrato Lipideo

Espécie (Yopeso seco) (%opeso seco) (Yopeso seco)

Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliella salina 57 32 6
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Scenedesmus quadricauda 47 - 18
Spirulina maxima 60-71 13-6 6-7
Synechococcus sp. 63 15 11

Fonte: Singh, Gu (2010) e Spolaore et al. (2006).

2.3  Parametros que Influenciam o Crescimento das Microalgas

Para avaliar o desenvolvimento das microalgas, € necessario acompanhar o
crescimento do cultivo e a concentracdo dos produtos de interesse. Alguns fatores como
a espeécie, o pH, a aeracdo, a temperatura, a iluminancia e a quantidade e qualidade dos
nutrientes afetam o metabolismo das microalgas e s&o decisivos tanto para a velocidade
de multiplicacdo da espécie quanto para o perfil de produtos (NETO et al., 2011).

2.3.1 Temperatura

Em geral, cada uma das espécies de microalgas é caracterizada por uma
temperatura 6tima de crescimento. Temperaturas de crescimento ideais permitem que a
célula se submeta a fotossintese sem modificar quaisquer parametros bioquimicos ou
fisiologicos inerentes (RAS; STEYER; BERNARD, 2013)

A influéncia da temperatura sobre a fotossintese é causada pelo estado de ativagédo

da enzima Rubisco. Esta enzima catalitica da fotossintese estd envolvida em vias
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fisiologicas, fotossintese e fotorrespiracdo, com atividade de carboxilase e de oxigenase
respectivamente (SALVUCCI; CRAFTS-BRANDNER, 2004).

Baixas temperaturas geralmente reduzem a atividade da Rubisco. Em ambientes
com as temperaturas prevalecentes abaixo ou acima do ideal, 0s organismos se adaptam
(morfoldgica, fisiologica, bioquimica e biofisica) para manter a integridade funcional. Tal
modificacdo devido a condigdes de temperatura € geralmente chamada de aclimatagéo
fotossintética (OQUIST, 1983).

O aumento da temperatura até a ideal tem um efeito positivo sobre a fotossintese
e a divisdo celular. Esta tendéncia é explicada pelo aumento das atividades enziméticas
ligadas ao Ciclo de Calvin. Para temperaturas superiores a temperatura ideal, a taxa de
crescimento das microalgas diminui drasticamente. Isto € esclarecido pelo stress de calor,
que pode afetar as funcionalidades de enzimas (por inativacdo, desnaturacdo) ou
modificar proteinas que estdo envolvidas em processos fotossintéticos inibindo assim o
crescimento (RAS; STEYER; BERNARD, 2013). Condi¢des de stress, ndo so
ocasionado por alteracdo da temperatura, ocasionam um desequilibrio de energia e
aumentam a producéo de radicais livres. De modo a minorar o efeito destes compostos
nocivos e, consequentemente, assegurar o crescimento, as células sdo capazes de gerar
moléculas com propriedades anti-oxidantes. Os pigmentos, tais como beta-caroteno, séo
produzidos para eliminar os radicais livres (MOLLER et al., 2000).

A mesma tendéncia foi encontrada por Xin, Hong-Ying e Yu-Ping (2011), quando
estudaram o efeito da temperatura sobre 0 acimulo de lipideos em Scenedesmus sp. LX1,
uma diminuicdo da temperatura de 25 para 20 °C aumentou o teor de lipideos em 42 %,
com uma pequena reducdo da taxa de crescimento celular (8 %). Em geral, as espécies
resistem a flutuacdes de temperatura moderadas, com uma tendéncia que as temperaturas
abaixo das temperaturas favoraveis para o crescimento seriam favoraveis para o acumulo
de lipideos.

A temperatura € um fator muito importante para atividades metabdlicas e de
crescimento de microalgas. Entretanto, é também um fator de facil controle no cultivo de
microalgas (XIN; HONG-YING; YU-PING, 2011). As condicOes de temperatura, em
conjunto com outros fatores ambientais, sdo capazes de direcionar a producdo de
determinados tipos de componentes em celulas de microalgas, confirmando a necessidade
de seu controle em cultivos (RAS; STEYER; BERNARD, 2013).
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2.3.2pH

Muitas enzimas sdo altamente dependentes do pH e se tornam inativas em pH
acido. As algas acidofilas desenvolveram vaérias estratégias para a manutencdo do pH
citosélico neutro, que resultam em maior demanda de energia na célula e, portanto,
diminuem as taxas fotossintéticas sob pH acido. As condi¢bes extremas de pH
influenciam a fotossintese, o crescimento e a assimilacdo de nutrientes em algas
intolerantes a condicdes acidas, uma vez que o processo de regulacdo do pH interno
requer energia, sendo esta desviada de outros metabolismos (GERLOFF-ELIAS;
SPIJKERMAN; PROSCHOLD, 2005; LANE; BURRIS, 1981).

A introdugdo de CO2 no meio diminui o pH pois ocasiona a hidrolise da &gua e
forma o bicarbonato. A forma de carbono inorganico é relevante para o sistema celular,
enguanto sua concentracdo € importante para as taxas de fotossintese. A maioria dos
produtores primarios aquaticos possuem metabolismos para suportar elevadas
concentragdes de CO> através do Ciclo de Calvin, situacéo na qual a funcéo oxigenase da
Rubisco é suprimida, mesmo quando o fluxo de fotons é alto. A maioria das algas pode
regular de forma eficaz estes mecanismos de concentracdo de CO, (IHNKEN et al.,
2014).

2.3.3 Nutrientes

Os nutrientes (macronutrientes, micronutriente e vitaminas) possuem diversas
funcbes no metabolismo das algas e séo requeridos em diferentes concentracdes. Alguns
sd0 essenciais por serem constituintes estruturais de biomoléculas, membranas e do meio
intracelular, por participarem de processos de trocas energéticas, por regular atividades
metabdlicas, dentre outras funcGes. Cada nutriente tende a ter varias funcdes para as algas,
e sua insuficiéncia pode comprometer processos distintos para 0 organismo
(LOURENCGCO, 2006).

Carbono

Um dos elementos essenciais para as algas € o carbono, o qual é requerido em
elevadas concentraces, pelo fato de fazer parte dos principais componentes sintetizados
pela célula, como: proteinas, carboidratos, acidos nucleicos e vitaminas (LOURENCO,
2006).
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Nos cultivos autotroficos as celulas de microalgas recebem energia luminosa e
assimilam CO fixando o carbono na forma de gliceraldeido-3-fosfato, que entra na via
glicolitica através do Ciclo de Calvin. Nos cultivos heterotréficos algumas microalgas
crescem na auséncia de luz, utilizando substratos organicos como fonte de carbono para
biossintese e energia. Nos cultivos mixotréficos as microalgas dispdem simultaneamente
de compostos organicos, luz e CO, como fonte de carbono e energia (YANG; HUA;
SHIMIZU, 2000)

Nitrogénio

O nitrogénio, apos o carbono, € o elemento com maior participacdo, em termos
quantitativos, na matéria seca das algas. O nitrogénio apresenta importancia acentuada
para as algas por ser constituinte de diversas substancias do metabolismo primario, sendo
fundamental para trés classes de substancias estruturais das células: proteinas, acidos
nucleicos e pigmentos fotossintéticos (LOURENCO, 2006).

Se o suprimento de nitrogénio é abundante nos cultivos, a tendéncia é de aumentar
as concentracdes de proteinas e clorofilas nas células. Contrariamente, quando as
concentragfes de nitrogénio disponiveis para microalgas sdo baixas, verifica-se a
diminuicdo na taxa de divisdo celular, além da reducdo da concentracdo de proteinas e
clorofila (LOURENCO, 2006). A reducdo no teor de nitrogénio no meio de cultivo
intensifica a sintese de lipidios e carboidratos. Uma vez que o cultivo seja exposto a
iluminancia adequada, a fotossintese continua sendo realizada a uma taxa reduzida, e o
fluxo de carbono fixado é desviado a sintese de lipidios e carboidratos (SHIFRIN;
CHISHOLM, 1981).

Durante o cultivo de S. dimorphs visando o acimulo de lipideos, houve uma
reducdo do teor de proteinas de 33 % para 15 %, no decorrer de 10 dias, devido a reducéo
do nutriente nitrogénio (WANG et al., 2013). Schulze et al. (2016) estudaram a redugéo
gradual do nivel de nitrogénio no meio de cultivo, e verificaram um decréscimo no teor
de proteinas de 39,5 % para 11 %, mostrando outra vez a influéncia do nitrogénio no
metabolismo proteico, desta vez a cepa estudada foi Scenedesmus obtusiusculus.

Pancha et al. (2014) em seus estudos com Scenedesmus sp. CCNM 1077 apontam
um aumento no teor de carboidratos de 18 % para 45,75 % alterando as condi¢des do
meio de cultivo. Este aumento no teor dos carboidratos foi observado no terceiro dia apos
remocdo total do nitrogénio. Chen et al. (2013) ao avaliarem o cultivo de S. obliquus

verifica que os cultivos atingiram teores de 46,65 % de carboidrato quando submetida a
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um dia na auséncia de nitrogénio. Schulze et al. (2016) encontraram niveis de 27 % a
45 % de carboidratos para S. obtusiusculus em diferentes condicGes de cultivo, atingindo
as maiores concentracdes de carboidratos com reducéo do nitrogénio correspondente na
faixa de 25 % a 5 % da concentracgéo original do meio de cultivo, no décimo dia de cultivo

(sendo o referente a cinco dias ap6s o consumo total do nitrogénio do meio).

Fosforo

Processos que envolvem trocas energéticas nas células estdo associados ao
fosforo. Adenosina trifosfato (ATP), acUcares fosfatados, &cidos nucleicos e
fosfoenzimas sdo os principais componentes estruturais que apresentam fésforo em algas.
O fésforo possui duas fungdes fundamentais na célula: transferir energia e constituir
moléculas estruturais (LOURENCO, 2006).

Em cultivos, o fésforo tende a ser adicionado aos meios de cultura como fosfatos
(NaH2P0O4.H20, Na;HP04.12H,0, K>HPO4) ou como pentdxido de fosforo (P2Os)
(LOURENCO, 2006). A restricdo deste nutriente afeta 0 metabolismo de energia dos
micro-organismos, resultando na diminuicdo da sintese de proteinas e acimulo de
metabolitos de reserva, como carboidratos e/ou lipidios (MARKOU, 2012).

Em S. obliquus cultivada com diferentes teores de nitrogénio e fosforo, nos quatro
primeiros dias do cultivo, os teores de proteinas reduziram rapidamente de 52,8 % para
em média 17,9 % em todas condi¢cdes de escassez de nitrogénio, mostrando que o
nitrogénio é fator essencial para a sintese proteica. Com a reducao de fosforo, observou-
se um pequeno declinio nos teores de proteinas, o que pode ser explicado pela falta de

energia metabdlica (ATP) ocasionada pela reducédo do fésforo (CHU et al., 2014).

Micronutrientes

O principal papel dos micronutrientes é participar da estrutura e da atividade de
diversas enzimas como cofatores. Outra funcdo genérica dos micronutrientes é a
participacdo na estruturacdo de certas organelas celulares, como os ribossomos. Muitos
metais classificados como micronutrientes podem ser toxicos as algas se encontrados em
concentragcdes elevadas (LOURENCO, 2006). A Tabela 2.2 apresenta alguns

micronutrientes e sintese das suas funcdes metabolicas.
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Tabela 2.2. Funcgbes bioldgicas de alguns micronutrientes para as microalgas.

Elemento Funcdes conhecidas ou provaveis

Transporte de elétrons na fotossintese; enzimas;

Cobre . ) _
necessario para sintese de clorofila
_ Transporte de elétrons no fotossistema Il; manutengéo

Manganés

da estrutura da membrana no cloroplasto

. Reducéo de nitrato; absorcéo ionica; fixagdo de

Molibdénio

nitrogénio gasoso
Selénio Co-fator de enzimas peroxidases
Sodio Ativacdo enzimatica, balango da agua
_ Diversas enzimas; proteinas estruturais; estrutura do
£inco ribossomo; necessario para a sintese de triptofano

Fonte: Adaptado de Lobban, Harrison, (1994) apud Lourenco, (2006)

Vitaminas

Diversas espécies de algas podem sintetizar as vitaminas que necessitam, porém
para obter cultivos com maiores densidades celulares é necesséria a adi¢do de trés
vitaminas importantes para as algas: timina (vitamina Bi), biotina (vitamina H) e
cianocobalamina (vitamina B12). A timina age como coenzima no processo de respiracéo
celular. A biotina é transportadora de CO», e a cianocobalamina esta envolvida como
cofator para a sintese de metionina (LOURENCO, 2006).

2.3.4 lluminancia

Iluminéncia € a quantidade de luz que incide sobre a superficie, medida em lux
por equipamentos especificos, como por exemplo o luximetro (SCHREDER, 2017).

A fotossintese pode ser afetada pela quantidade de energia disponivel (intensidade
luminosa); pela periodicidade do suprimento (fotoperiodo) e pela composi¢édo do espectro
de radiacdo (FREITAS, 2012). A disponibilidade da luz é um dos principais problemas
observados no cultivo fotoautotréfico de microalgas, uma vez que a luz precisa ser
continuamente fornecida ao sistema, pelo fato de que ndo pode ser acumulada (GRIMA
et al., 1996).

A medida que a concentracio celular muda, os requisitos de luz mudam também.

O crescimento de algas é limitado pela baixa intensidade luminosa, mas seu excesso pode
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ser prejudicial. Organismos fotoautotréficos devem receber luz suficiente para exceder
seu ponto de compensagéo para proporcionar 0 seu crescimento. Aumentar a intensidade
luminosa para além do ponto de compensacdo resulta num aumento da taxa de
crescimento e intensidades de luz mais elevadas podem levar a fotoinibicédo
(ANDERSEN, 2005).

A fotoinibi¢do pode ocorrer quando niveis extremos de iluminancia incidem no
cultivo de microalgas, podendo acarretar em fenémenos desfavoraveis ao crescimento
celular. A fotoinibigéo ocorre quando o fluxo de fotons absorvido nos tilacéides provoca
uma concentracdo de elétrons de alta energia na célula excessiva para ser consumida pelo
Ciclo de Calvin. Estes elétrons de alta energia reagem com agua e formam perdxido de
hidrogénio, toxico as células (CHOJNACKA; MARQUEZ-ROCHA, 2004).

2.4  Métodos Analiticos para Caracterizacdo da Biomassa

Cultivos de microalgas séo realizados objetivando a sintese de inUmeros produtos,
sendo as condic¢des do cultivo e a cepa utilizada determinantes para o rendimento do
metabdlito de interesse. Assim, é importante 0 acompanhamento dos cultivos, o qual
comumente € realizado através de analises offline, o que implica em retirada de amostras
e analises posteriores, causando um atraso no conhecimento das condi¢Ges atuais do
processo. O monitoramento do cultivo em tempo real visa atender as necessidades da
biotecnologia e proporcionar amparo a implementacdo dos cultivos de microalgas. Uma
vez que, havendo maior controle e entendimento sobre a sintese dos compostos de
interesse, estes produtos poderdo ser extraidos e utilizados de maneira mais apropriada,

acarretando em melhor aplicabilidade do cultivo em questéo.

2.4.1 Métodos Tradicionais

Segundo Lourengo (2006), as medidas mais usuais para aferir o crescimento
celular sdo: contagem de células por microscopia, contagem de células por contadores
automaticos, medidas de densidade Optica, avaliacdo por gravimetria (peso seco) e
medidas de composicao quimica.

As medicOes de proteinas e carboidratos, as quais sao amplamente utilizadas para
biomassa de microalgas, consistem geralmente em métodos colorimétricos. Baseiam-se
na variacgao de cor do sistema inerente aos compostos presentes na amostra ou em relagéo

as reacOes quimicas geradas pela adicéo de reagentes. A colorimetria tem como objetivo
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determinar a concentracdo de substancias através da absorcdo relativa da luz,
padronizadas por concentragdes conhecidas (VOGEL, 1989).

Este principio € aplicado para a quantificacao de proteinas como, por exemplo, no
método descrito por Lowry et al. (1951), que consiste na reducdo do reagente Folin-
Ciocalteau (mistura contendo &cido fosforico, sais de molibdato e tungstato) na presenga
de proteinas e do cobre (Cu?*), que atua como catalisador. A reagdo produz um composto
com absor¢do no comprimento de onda de 750 nm (SANTQOS, 2012). Este método é
utilizado por diversos autores para a quantificacdo de proteinas a partir da biomassa de
microalgas (ANSARI et al., 2015; BARBARINO; LOURENCO, 2005; LOPEZ et al.,
2010; SAFl et al.,, 2014; SRIRANGAN et al., 2015; URSU et al., 2014).

No meétodo de Bradford (1976) ocorre também reacdo colorimétrica onde o
corante azul brilhante de Coomassie liga-se a proteinas, principalmente por residuos de
arginina. A ligacdo entre o corante e os aminoacidos € atribuida a forgas de van der Waals
e interacBes hidrofobicas (BARBARINO; LOURENCO, 2005)

O método Kjeldahl determina a concentracdo de nitrogénio total por analise
elementar. E menos suscetivel a interferéncias, mas fatores de conversio devem ser
estabelecidos para relacionar o nitrogénio medido com a quantidade de proteina (LOPEZ
et al., 2010). O método de Kjeldahl baseia-se no aquecimento da amostra com &cido
sulfurico para a digestao até que o carbono e nitrogénio sejam oxidados. O nitrogénio da
proteina é reduzido e transformado em sulfato de amdnio e posteriormente ocorre a
destilacdo com liberacdo da amodnia, que é fixada em solucdo é&cida e titulada
(ANDRADE; OLIVEIRA; KICH, 2013; CECCHI, 2003).

Da mesma forma, analises colorimétricas sdo utilizadas para quantificar
carboidratos pelo método de Dubois et al. (1956). Este se baseia na desidratacdo dos
carboidratos pelo acido sulfdrico e posterior complexacdo dos produtos formados com
fenol. Tal adicdo acarreta a coloracdo amarelo-alaranjada na solucdo, sendo esta
determinada por espectroscopia em um comprimento de onda de 490 nm (SILVA et al.,
2003). Para microalgas, ha relatos na literatura da utilizacdo deste método para
quantificacdo dos carboidratos (ARRIADA, 2014; MAYERS; FLYNN; SHIELDS, 2013;
PLEISSNER et al., 2013; RODRIGUES et al., 2014; SOUZA et al., 2015). Pelo método
de Miller (1959) sdo quantificados os agucares redutores a partir da reducéo do reagente
acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) pelo aclcar, que por meio da andlise

espectrofotométrica € quantificado através da reagdo colorimétrica gerada.
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O extrator Soxhlet permite que os lipideos sejam extraidos a quente que trabalha
com um refluxo descontinuo e intermitente de solvente com a vantagem de evitar a
temperatura alta de ebulicdo do solvente, pois a amostra ndo fica em contato direto com
o0 solvente quente, evitando assim a decomposicdo da gordura na amostra. Os dois
solventes mais utilizados séo o éter de petréleo e o éter etilico. Este método utiliza grandes
quantidades de solventes porque o volume total tem que ser suficiente para atingir o siféo
do extrator de Soxhlet (CECCHI, 2003).

O método de Folch, Lees e Stanley (1957), empregado para extracdo e
quantificacdo de lipideos, utiliza uma mistura de cloroférmio e metanol (ha proporcao
2:1), seguido da adicdo da solucédo salina de KCI, para obter uma melhor separacdo da
fase lipidica. Bligh e Dyer (1959) modificaram o metodologia de Folch a fim de obter um
método mais rapido. Este ultimo é utilizado com frequéncia para biomassa de microalgas
(ANSARI et al.,, 2015; ARRIADA, 2014; LI et al., 2010; SHEKH et al., 2016;
TOYOSHIMA; SATO, 2015), visto que proporciona a extracao dos lipideos a partir de
biomassa com alto teor em agua. A presenca de agua enfraquece a parede celular pela
energia liberada durante a evaporacdo, o que facilita a extracdo por solventes organicos
(cloroférmio e metanol) (ARAUJO, 2011). Este método apresenta as seguintes vantagens
frente as extracdes a quente: (1) extrai todas as classes de lipideos, inclusive os polares;
(2) os lipideos sdo extraidos sem aquecimento; (3) podem ser utilizados para biomassas
com altos teores de umidades ou secas; (4) ndo necessita de equipamentos especializados
e sofisticados (CECCHI, 2003). Ambas as técnicas de extracdo citadas utilizam a
gravimetria para a quantificagdo dos lipideos.

Os métodos tradicionais geram perda das amostras pelo fato de serem baseados
em reacdes quimicas para a quantificacdo do metabolito de interesse e ainda sdo anélises
especificas e demoradas. Com isso, técnicas que sejam ageis e ndo degradem a amostra

vém sendo estudadas para a caracteriza¢cdo da biomassa de microalgas.

2.4.2 Métodos Alternativos

Métodos 6ticos envolvem medidas baseadas na luz e outras formas de radiacdo
eletromagnética. O objetivo principal do estudo da espectroscopia sdo as interagdes da
radiagdo com a matéria. Métodos espectroscopicos analisam a intensidade da radiacao
emitida ou absorvida por moléculas, ions e atomos de interesse. Estes métodos sdo
classificados de acordo com a regido do espectro eletromagnético envolvido na medida
(SETTLE, 1997).
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O maior apelo para 0 uso de métodos épticos como técnicas analiticas se deve a
sua: (1) rapidez, especialmente em ambientes industriais onde o tempo é essencial; (2)
baixa necessidade de preparo de amostras, uma vez que, em geral, sdo técnicas nédo
destrutivas, e (3) a possibilidade do desenvolvimento de sensores em linha (in situ)
evitando a perda de informacdo estrutural devido a etapas de separa¢do quimica e/ou
fisica (WELLNER, 2013).

Entre os métodos espectroscopicos de maior destaque no ramo industrial, é
possivel citar espectroscopia de luminescéncia molar (incluindo medidas por
fluorescéncia, fosforescéncia e quimiluminescéncia), a espectroscopia Vibracional
(espectrometria no infravermelho proximo, médio e distante) e as técnicas baseadas em
espectroscopia Raman (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

Apesar da espectroscopia de infravermelho médio (MIR), infravermelho proximo
(NIR) e Raman serem diferentes em varios aspectos, estas possuem 0 mesmo principio,
isto é, compostos quimicos podem ser identificados por alteracBes vibracionais das
moléculas através de sinais em espectros. A Figura 2.2 mostra as diferentes energias de
ativacdo, necessarias para cada analise. No entanto, enquanto a espectroscopia de Raman
¢ uma técnica de espalhamento, MIR e NIR sdo baseadas na absorcdo da radiacdo
(BURNS; CIURCZAK, 2007).
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Figura 2.2. Desenho esquematico de uma fungéo de potencial vibracional e do nivel de
energia. Fonte: Wellner (2013)
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As diferentes condigdes de excitacdo das espectroscopias Raman, MIR e NIR
levam a intensidades de sinal extremamente diferentes entre estas técnicas para a mesma
vibracdo molecular especifica. Estas diferentes condi¢cGes de excitacdo conduzem a
complementaridade do Raman e MIR como ferramentas de elucidacdo estrutural, uma
vez que a espectroscopia Raman foca predominantemente em vibragdes homonucleares
(por exemplo, C == C, C - C, S - S), enquanto que as mais intensas absor¢ées do MIR
podem rastrear os grupos polares (por exemplo, C-F, Si-O, C == O e C-O-C) (BURNS;
CIURCZAK, 2007).

A espectroscopia MIR, normalmente requer preparacdo da amostra antes da
aquisicdo dos dados. Somente a técnica de reflexdo total atenuada (ATR) evita longos
procedimentos de amostragem (BURNS; CIURCZAK, 2007).

A fotoluminescéncia é um tipo de espectroscopia Otica na qual uma molécula é
promovida a um estado eletrdnico excitado por absorcao de energia radiante. A molécula
excitada retorna ao seu estado fundamental com a emissao de um foton. Os processos de
fotoluminescéncia sdo subdivididos em fluorescéncia e fosforescéncia. A espectroscopia
de fluorescéncia, € um tipo de espectroscopia eletromagnética a qual analisa a
fluorescéncia de uma amostra (SETTLE, 1997).

Espectroscopia Infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho é uma técnica simples, rapida e ndo
destrutiva, a qual pode ser utilizada na caracterizacdo de compostos orgéanicos. Assim
como outros tipos de espectroscopia, ela se baseia em intera¢fes entre as moléculas ou
atomos e a radiacdo eletromagnética, provocando vibracfes de acordo com a amplitude
das ligacBGes covalentes existentes na molécula (SOLOMONS; FRYHLE; SNYDER,
2013).

Na regido espectral do infravermelho (IR — do inglés infrared), ocorrem trés
categorias principais, baseadas nas suas trés regides espectrais. A regido mais usada € a
do MIR, que se estende entre 670 a 4000 cm™, cujos espectros s&o aplicados tanto para
analise qualitativa como quantitativa. A regido do infravermelho préximo (NIR), de 4000
a 14000 cm?, também ¢ utilizada na determinacdo quantitativa. Ja a regido do
infravermelho distante tem sido usada principalmente na determinacdo de estruturas de
espeécies inorganicas e organometélicas (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

Na espectroscopia no infravermelho, a frequéncia da radiacdo absorvida é

resultado da frequéncia da vibragdo molecular que ocasiona o processo de absorcéo.
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Tendo como fundamento a teoria corpuscular, a radiacdo eletromagnética que provoca as
vibracBes € quantizada, envolvendo fotons de energia especifica, ou seja, pacotes de
energia. A radiacéo infravermelho ndo possui energia suficiente para provocar transicdes
eletronicas (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009), entretanto, a sua absor¢ao ocorre em
frequéncias especificas para cada grupo funcional, devido ao arranjo caracteristico de
atomos e ligacdes presentes na molécula (SOLOMONS; FRYHLE; SNYDER, 2013).

As vibragdes moleculares podem ser classificadas em deformacgdes axiais e
deformacdes angulares. Tais modos vibracionais podem ser simétricos ou assimetricos.
Uma vibragdo de deformacéo axial € um movimento ritmico ao longo do eixo da ligacéo
que faz com que a distancia interatbmica aumente e diminua alternadamente. As
vibrac6es de deformacéo angular correspondem a variagdes ritmadas de ligagcdes que tém
um atomo em comum ou ao movimento de um grupo de 4&tomos em relacéo ao resto da
molécula sem que as posic¢Ges relativas dos &tomos do grupo se alterem. Somente as
vibragbes que levam a alteracdo ritmica do momento de dipolo da molécula sdo
observadas no infravermelho convencional. As bandas caracteristicas de grupamentos
quimicos Uteis para a identificacdo da estrutura molecular envolvem frequentemente
vibracOes acopladas. InteragOes de acoplamento ocorrem entre deformacdes axiais, entre
deformac6es angulares, ou entre deformagdes axiais e angulares. Podem ocorrer também
interacdes entre modos fundamentais e modos harménicos ou modos de combinacéo
(STUART, 2004)

Muitas das absorcGes de grupos funcionais quimicos variam em uma larga faixa
porque as bandas provém de interagdes complexas com moléculas. As bandas de absor¢ao
correspondem predominantemente a um Unico modo vibracional. Certas bandas de
absorcdo permanecem razoavelmente fixas no espectro como, por exemplo, as
provenientes dos modos de deformacao axial de C-H, O-H e C=0, independentemente
de possiveis interacBes. A posicdo exata da banda de absorcdo e as mudancas nos
contornos das bandas revelam detalhes importantes da estrutura da molécula
(SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1994).

As duas bandas mais importantes para o exame preliminar dos espectros sao as
regides de 900 a 650 cm™ e de 4000 a 1300 cm™. A auséncia de bandas fortes na regi&o
de 900 a 650 cm™ indica geralmente que a estrutura em questdo ndo contém anéis
aromaticos. A regido de 4000 a 1300 cm™ é chamada regido dos grupos funcionais, na
qual ocorrem as absorgdes que correspondem a grupos funcionais importantes, como O-

H, N-H e C=0. A regido intermediaria do espectro, de 1300 a 900 cm, é usualmente
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conhecida como a regido da “impressdo digital”. O espectro nela observado ¢, com
frequéncia, complexo e com as bandas se originando de modos de vibragdo acoplados. A
absorcéo nessa regido intermediaria é provavelmente diferente para diferentes espécies
moleculares (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1994).

Na década de 1980, a maioria dos equipamentos disponiveis para analises por
MIR era do tipo dispersivo que utilizavam redes de difragdo. Atualmente, a maioria dos
espectrofotdmetros de infravermelho € do tipo transformada de Fourier (FTIR). Este tipo
de espectrometro ampliou a utilizacdo de equipamentos de analises na regido do
infravermelho devido & obtencdo de melhor relagdo sinal/ruido e menores limites de
deteccdo (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009). Subsequentemente, tais instrumentos

serdo detalhados.

Instrumentos para o Infravermelho

Trés tipos de instrumentos para medidas de absorcdo no infravermelho estdo
disponiveis no mercado: (1) espectrofotbmetros dispersivos, que empregam
monocromador baseado em rede de difragéo; (2) espectrometros com transformada de
Fourier, que empregam um interferdmetro; e (3) fotdmetros nado-dispersivos que
empregam um filtro ou gas absorvente, que sdo usados para analises de gases (HOLLER;
SKOOG; CROUCH, 2009), este ultimo ndo sera discutido a seguir, por analisar amostras

gasosas, as quais nao serdo utilizadas neste trabalho.

Instrumentos dispersivos

A maioria dos equipamentos dispersivos disponiveis sdo equipamentos de feixe
duplo que utilizam redes de difracdo. Ha preferéncia pela utilizacdo deste tipo de
equipamento em relacdo ao feixe simples, pois dgua e gas carbdnico atmosféricos sdo
absorvidos nessa regiao espectral, podendo gerar interferéncias e a utilizacao de um feixe
de referéncia é capaz de compensar tal absorcdo. A utilizacdo de feixe duplo é importante
também devido a baixa intensidade das fontes de infravermelho, a baixa sensibilidade dos
transdutores e a necessidade de amplificacdo do sinal. Os equipamentos dispersivos
exigem baixas taxas de modulacdo pelos longos tempos de resposta dos transdutores
infravermelho. Apoés a dispersdo por um prisma, a radiacdo incide no transdutor que
converte em sinal elétrico os feixes incididos (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

22



Instrumentos com Transformada de Fourier

A espectrometria FTIR foi desenvolvida a fim de superar as limitagdes
encontradas com instrumentos dispersivos. A principal dificuldade era o lento processo
de varredura. Um método para medir todas as frequéncias de infravermelho
simultaneamente, ao invés de individualmente, era necessario. 1sso levou ao emprego do
interferdmetro (SUN, 2009 apud ALISKE, 2010), que nada mais é que um dispositivo
utilizado para modular um sinal de alta frequéncia para um sinal de frequéncia mensuravel
(HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

Na espectroscopia FTIR, radiacdo contendo todos os comprimentos de onda de
interesse (4000 a 400 cm™, por exemplo) é separada em dois feixes. Um deles permanece
fixo e o0 outro se move com o espelho mével. Fazendo variar as distancias percorridas
pelos dois feixes, obtém-se uma sequéncia de interferéncias construtivas e destrutivas e,
consequentemente, variagdes na intensidade de radiagdo recebida pelo detector, o
chamado interferograma. Uma transformada de Fourier converte o interferograma obtido,
que estd no dominio do tempo, para a forma mais familiar de um interferograma no
dominio da frequéncia. Passando a radiacdo pela amostra, a transformada de Fourier em
posicdes sucessivas do espelho movel da origem ao espectro completo de infravermelho.
Como néo se usam monocromadores em instrumentos FTIR, a totalidade da faixa de
radiacdo passa simultaneamente pela amostra com enorme ganho de tempo, permitindo
resolucdes altas. Além disso, como os dados sofrem conversdo analogico-digital, os
resultados sdo manipulados facilmente. O resultado de varias varreduras é combinado
para diminuir o ruido, e espectros excelentes podem ser obtidos com pequena quantidade
de amostra (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1994).

Embora existam varios fabricantes de espectrdmetros interferométricos, as
caracteristicas basicas dos modelos ndo apresentam diferencas marcantes de concepcao.
Estes equipamentos funcionam com o principio do interferdmetro de Michelson, que é
um dispositivo que divide um feixe de radiacdo em dois feixes com aproximadamente a
mesma poténcia e os recombina, de forma que as variacdes de intensidade do feixe
resultante possam ser medidas em fung&o das diferencas das distancias percorridas pelos
dois feixes. A Figura 2.3 representa um diagrama de um espectrometro FTIR tipico, em
que a radiacdo com todas as frequéncias da fonte do infravermelho € refletida no
interferdmetro, a qual ¢ modulada pelo espelho mével da esquerda. A radiagdo modulada
é entdo refletida pelos dois espelhos da direita através da amostra que estd no

compartimento na parte inferior. Apds passar pela amostra, a radiacdo atinge o transdutor
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e um sistema de aquisi¢do de dados acoplado ao transdutor registra o sinal, armazenando-
0 na memoria de um computador como um interferograma (HOLLER; SKOOG;
CROUCH, 2009).
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Figura 2.3. llustracdo esquematica do espectrometro infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR). Fonte: Holler, Skoog e Crouch (2009)

Diversas vantagens sdo apresentadas pelo espectrémetro FTIR, entre elas pode-se
citar, primeiramente, a vantagem de Jaquinot, que é relacionada a utilizacdo de poucos
elementos Gticos e nenhuma fenda, permitindo uma melhora na relacéo sinal/ruido devido
amaior poténcia de radiacdo que incide no detector. Outras vantagens sao a alta resolucéo
e reprodutibilidade do comprimento de onda, as quais permitem a analise de espectros
complexos. Além disso, é possivel a obtencdo de dados para um espectro inteiro em
segundos, devido ao fato de todos os elementos atingirem simultaneamente o detector.
Existe ainda a vantagem de Fellgett ou multiplex em que todos os elementos de resolucéo
para um espectro sdo medidos simultaneamente, reduzindo enormemente o tempo
necessario para se obter um espectro com qualquer razdo sinal/ruido selecionada
(HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).
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Espectrometria no Infravermelho Médio

O amplo uso da espectroscopia de infravermelho médio por quimicos para
identificar compostos organicos comecou no final de 1950 com o aparecimento de
espectrofotdmetros de feixe duplo com registradores, baratos e de operacao simples, que
produziam espectros na regido de 5000 a 670 cm™. O aparecimento deste tipo de
instrumento e dos espectrdbmetros de ressondncia magnetica nuclear e massas
revolucionou a forma dos quimicos identificarem espécies organicas, inorganicas e
bioldgicas. Repentinamente, 0 tempo necessario para realizar uma andlise qualitativa ou
uma determinacdo estrutural foi substancialmente reduzido (HOLLER; SKOOG;
CROUCH, 2009).

A espectrometria de reflexdo no MIR apresenta varias aplicacdes na analise de
substancias solidas. Os espectros fornecem as mesmas informacGes que os espectros de
absorcdo, podendo ser utilizado em andlises qualitativas e quantitativas. A reflexdo da
radiacdo pode ser de quatro tipos: reflexdo especular; reflexéo interna; reflexéo difusa e
reflexdo total atenuada (ATR). Os dois ultimos sdo mais amplamente utilizados e serdo
descritos a sequir. (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009)

A espectrometria de reflexdo (ou reflectdncia) difusa no FTIR é uma técnica
utilizada para a obtencdo de espectros diretamente de amostras pulverizadas, sem pré-
tratamento. O seu uso foi intensificado apo6s a década de 1970, com a disponibilizacao de
equipamentos com transformada de Fourier, pois a radiacdo reflexiva possui baixa
intensidade para ser medida em equipamentos dispersivos. A reflexdo difusa acontece
quando a radiacdo incide sobre a superficie finamente dividida de um p6 e ocorre a
reflexdo especular em cada superficie plana. Entretanto, as particulas estdo organizadas
de forma aleatorias e a radiacdo é refletida em todas as dire¢des (HOLLER; SKOOG;
CROUCH, 2009).

A ATR ¢ a técnica de reflexdo amplamente usada no MIR, apresentando grande
versatilidade na anélise de amostras sélidas e liquidas, podendo ser empregada em
amostras de dificil manipulacdo, como as de solubilidade limitada e p6s. Este tipo de
reflexdo baseia-se na passagem de um feixe de radiacdo de um meio mais denso para
outro meio menos denso, ocorrendo, entdo, a reflexdo. A fragcdo refletida do feixe
incidente aumenta com o aumento do angulo de incidéncia; alem de um angulo critico
especifico, a reflexdo é completa (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009). A Figura 2.4

apresenta um esquema tipico de uma célula de ATR.
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Figura 2.4. Esquema de um sistema de reflectancia total atenuada (ATR) de reflexd@o

multipla.

O meio mais denso é o cristal de ATR, que faz parte do acessoério, e 0 meio menos
denso € a amostra analisada. Um acessorio de ATR opera medindo as mudancas que
ocorrem em um feixe de infravermelho que sofre reflexdo interna total, ao entrar em
contato com a amostra. Essa reflectancia interna cria uma onda evanescente que se
estende para além da superficie do cristal no interior da amostra mantida em contato com
o cristal. Tal onda evanescente sobressai apenas poucos microns (0,5 a 5 um) além da
superficie cristalina e no interior da amostra. Em regides do espectro de infravermelho
onde a amostra absorve energia, a onda evanescente seré atenuada ou alterada. A energia
atenuada de cada onda evanescente retorna para o feixe de infravermelho, que entdo sai
pela extremidade oposta do cristal e atinge o detector do espectrémetro, gerando o
espectro de infravermelho (PERKINELMER, 2005).

Aplicagéo de FTIR em microalgas

Neste topico se buscou contextualizar a utilizacdo do FTIR aplicado as
microalgas. Os espectros obtidos a partir dos padrdes, conforme apresentado na Figura
2.5, Figura 2.6 e Figura 2.7, possibilitam vincular os picos principais com as ligacdes
quimicas majoritarias constituintes de cada molécula, permitindo a identificacdo das
principais bandas caracteristicas de absorcdo das ligacdes quimicas de interesse (em
destaque nas figuras pelas barras). Os lipideos possuem banda de absorc¢do entre 3000-
2800 cm™ representando o estiramento assimétrico C-H da vibragdo da cadeia acila
(derivado de um acido carboxilico), (DIFUSA; MOHANTY; GOUD, 2016). A banda de

1730-1740 cm™ também € caracteristica de lipideos, representando a vibragio do
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estiramento do grupo de fungdes éster C=0 (GIORDANO et al., 2001; SOCRATES,
2004), ambas as regides destacadas na Figura 2.5. Segundo Socrates (2004) os lipideos
ainda apresentam sinal forte em 1085 cm™ (estiramento simétrico P02), 1070 cm™
(estiramento simétrico CO-O-C), 1045 cm™* (estiramento C-O-P); além disso, o sinal de
forte a médio em 3030-3020 cm™ (estiramento assimétrico CHs), 3010 cm® (estiramento
=C-H), 2955 cm - ! (estiramento assimétrico CHs), 2930 cm™ (estiramento assimétrico

CH,), 2880 cm™* (estiramento simétrico CHs), 2850 cm™* (estiramento simétrico CHy).
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Figura 2.5. Espectro obtido por Wellner (2013) para padrdo de lipideos, sendo utilizado
6leo de oliva.

Giordano et al. (2001) avaliaram espectros de amido, que exibem bandas intensas
em aproximadamente 1024 cm™, 1150 cm™, e 1050 cm™, que sdo caracteristicas das
vibracGes de alongamento de C-O a partir de carboidratos. Para Feng et al. (2013) picos
de vibragdo em 1200-1000 cm™ se devem a alongamentos de C-OH e C-O-C. Socrates
(2004) indica fortes absor¢Ges nas regides de 1160-1000 cm™, relativo ao estiramento de
carboidratos C-O; 1200-1030 cm™ referente estiramento de C-O em piranose
(monossacarideos ciclico) e vibrages simétricas (alfa-piranose) em 985-955 cm™. Ja com
média intensidade do sinal, ocorre a deformagéo C-H de carboidratos em 960-730 cm™;
deformacgéo CH: (alfa-piranose) e de vibragdes de estiramento (beta-piranose) em 975-
960 cm™. A Figura 2.6 destaca a regido que compreende as bandas caracteristicas de

absorcéo citadas.
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Figura 2.6. Espectro obtido por Wellner (2013) para padrao de carboidratos, sendo
utilizado amido de trigo.

Em geral, as proteinas e os peptideos tém bandas largas e fortes que, devido a uma
sobreposicdo consideravel, sdo dificeis de diferenciar. A razdo para isto é o grande
namero de aminodcidos diferentes que formam uma proteina complexa. As bandas mais
fortes nos espectros infravermelhos das proteinas sdo as bandas de amida | e Il em
aproximadamente 1655 e 1565 cm 1, respectivamente (SOCRATES, 2004), destacadas
na Figura 2.7. A banda de amida | é devido principalmente as vibracdes de estiramento
da carbonila ligada a amida, e a amida Il é relacionada principalmente as vibracdes de
N-H (GIORDANO et al., 2001) Aminoéacidos, proteinas e peptideos apresentam sinal
forte na faixa de 1595-1575 cm™ devido as alfa-amino carboxilases (RzN-CH>-COO")
(SOCRATES, 2004).
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Figura 2.7. Espectro obtido por Wellner (2013) para padréo de proteinas, sendo
utilizado albumina do soro bovino.
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Alguns dos estudos relacionados a espectroscopia infravermelho e microalgas séo
descritos a seguir. Meng et al. (2014) utilizaram a técnica de ATR na regido do MIR para
caracterizar a biomassa das microalgas (Porphyridium cruentum, Tetraselmis
subcordiformis, Chaetoceros sp., Isochrysis sp., espécie desconhecida denominada H16,
Scenedesmus obliquus e Chlorella pyrenoidosa) quanto ao teor de lipideos, carboidratos
e proteinas. O pico caracteristico da proteina amida | (1728-1578 cm™) foi escolhido
como padréo interno para posterior quantificacdo dos resultados. Assim, a area obtida
para os picos de lipideos (3000-2800 cm™) e carboidratos (1200-950 cm™) foi dividida
pela area de amida | e relacionada com o percentual avaliado nas andlises tradicionais.
Com esta relacéo, os autores obtiveram correlagBes boas tanto para a avaliacao de lipidios
por FTIR quanto para carboidratos, sendo o coeficiente de correlacio (R?) de 0,951 e
0,962 respectivamente.

Feng et al. (2013) também utilizaram FTIR para avaliar o teor de lipideos,
proteinas e carboidratos em Chlorella pyrenoedosa, Nannochloropsis sp. e Chlorella
vulgaris a partir das bandas de absorcéo, 3000-2800 cm, 1700-1500 cm™ ! e 1200-1000
cm, respectivamente. Este estudo ndo apresentou modelos para a correlagdo dos
métodos utilizados para medicdo e, ainda, possui diferenca significativa entre a
quantificacdo pelo FTIR e os métodos utilizados para comparacdo. Porém, ambos 0s
estudos citados até agora, consideram bandas caracteristicas muito proximas para
quantificacdo das moléculas analisadas.

Difusa, Mohanty e Goud (2016) avaliaram os extratos dos lipideos da biomassa
de Chloromonas sp. no FTIR para determinar por meio de técnicas quimiométricas as
bandas de absor¢éo caracteristicas para os lipideos no MIR. O espectro FTIR acoplado
com analise multivariada demonstrou a aplicabilidade das regides espectrais selecionadas
(30002800 cmt e 1800-1000 cm™).

Sundaramoorthy et al. (2016) avaliaram descontaminacédo do efluente de curtume,
quanto a adsor¢do de cromo, avaliando a biomassa das microalgas antes e ap6s o cultivo
em contato com o efluente. Assim, foi possivel detectar a interacdo de ions de metais
pesados com os grupos funcionais da biomassa das microalgas por FTIR.

Dean, Nicholson e Sigee (2008) utilizaram a tecnica de FTIR para avaliar a
alocagéo de carbono durante o cultivo de Chlamydomonas reinhardtii. Todos os autores
abordam que a espectroscopia FTIR possui potencial aplicagdo para a caracterizagao da

biomassa de microalgas.

29



Capitulo 3 - Materiais e Meétodos

3.1  Manutencdo da Microalga

A microalga utilizada foi a Scenedesmus sp., da colecdo do Grupo de
Intensificacdo, Modelagem, Simulacdo, Controle e Otimizagéo de Processos (GIMSCOP)
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Esta foi mantida a temperatura de 25°C,
fotoperiodo 12 h claro/escuro e com aeracao proveniente do ar atmosférico. O meio de
cultivo utilizado foi o Guillard Modificado (GM), proposto por Ramirez (2013), cuja

composicgdo esta disposta na Tabela 3.1

Tabela 3.1. Composi¢do do meio de cultivo Guillard Modificado.

Macronutrientes mg.L*? Micronutrientes mg.L1
CaCl2.2H20 367,6 Na;EDTA 43,6
MgS04.7H20 369,7 FeCl3*6H.0 315

NaHCO3 126 CuSO4*5H.0 0,1
K2HPO4 87,1 ZnSO4*7H20 0,22
NaNO3 850,1 CoCl2*6H20 0,1
Na2Si03.9 H.0 284,2 MnCl2*4H20 1,8
Na;Mo0O4*2H20 0,06

3.2 Cultivo de Scenedesmus sp.
Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores fechados de 4,5 L de volume
Gtil, com agitaco continua através da injecdo de ar atmosférico na vazdo de 0,5 L.min™.

A condigé&o inicial foi definida por uma mistura de 10 % (em volume) do inéculo e 90 %

30



de meio de cultivo GM, totalizando 4,5 L (100 %). Os cultivos foram mantidos a 20°C
(XIN; HONG-YING; YU-PING, 2011) durante 10 dias e a iluminancia média foi de
8470 lux com fotoperiodo de 24 h claro. O inéculo foi adaptado durante 10 dias na
condicdo central do planejamento experimental descrito a seguir.

Os cultivos foram realizados variando a concentracdo de carbono (C), nitrogénio
na forma de nitrato (NO3) e fosforo como fosfato (PO4), de acordo com o planejamento
experimental fatorial 23 com duplicata no ponto central, cujas condicdes estdo dispostas
na Tabela 3.2. Este planejamento de experimentos foi realizado visando alterar os teores
de proteinas, carboidratos e lipideos, através da variagdo dos nutrientes durante o cultivo.
A partir destas variacOes, serd obtido um modelo matematico descrito no item 3.4, que
permitira 0 monitoramento do cultivo de microalgas. As variacdes dos teores dos
metabolitos de interesse obtidas nos diferentes experimentos do planejamento definirdo

os limites de validade dos modelos obtidos.

Tabela 3.2. Matriz dos ensaios gerada pelo delineamento fatorial 23, com seus niveis

codificados e reais.

Codificados Reais
Experimentos NaHCOs  NOs3 POa4
C NOs POq [o/LY]  [mg/L?] [mg/L™]
1 -1 -1 -1 6,48 141,44 10,73
2 1 -1 -1 173,17 141,44 10,73
3 -1 1 -1 6,48 498,63 10,73
4 1 1 -1 173,17 498,63 10,73
5 -1 -1 1 6,48 141,44 38,17
6 1 -1 1 173,17 141,44 38,17
7 1001 1 6,48 498,63 38,17
8 1 1 1 173,17 498,63 38,17
9 0 0 0 11,90 320,04 24,45
10 0 0 0 11,90 320,04 24,45

Os valores para carbono foram baseados no estudo de Chiranjeevi e Mohan
(2016), em que cultivou microalgas ndo isoladas, utilizadas como uma mistura. Obteve a

maxima concentragéo de lipideo com 30 g.L* de glicose o que corresponde a 1000 mg.L ™!
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de C. No presente estudo foi extrapolada esta condi¢do para avaliar a influéncia de
maiores concentragdes de carbono.

Quanto aos valores estipulados de NOs e POy, estes foram baseados em Hakalin
et al. (2014) que cultivaram de Scenedesmus sp. visando a producéo de lipideos. Os
autores utilizaram o meio de cultivo ASM-1 com modificaces nos teores de nitrogénio,
fésforo e vitamina, obtendo as melhores condicGes para 0 aumento dos teores de lipideos
com reducdo de nitrogénio e fosforo frente ao meio original (ASM-1), sendo com 37,6 %
e 37,5 % respectivamente. Levando em conta que o meio de cultivo utilizado nesta
dissertagdo (GM) possui concentragdes superiores de NaNOz e KoHPO4 do que 0 meio
citado ASM-1, foi realizada uma reducdo percentual nestes nutrientes frente as
concentragdes originais do meio GM, variando de 19,5 a 77,2 % para NOz e 15,0 a 59,3
% para POs. Estes valores foram determinados para abranger, em redugéo percentual, 0s
melhores resultados relatados por Hakalin et al. (2014).

Seguindo o planejamento de experimentos, foram realizados 10 experimentos, dos
quais diariamente foram amostrados para realizar analise no infravermelho, leitura de pH,
avaliacdo da concentracdo celular, de carboidratos, e de proteinas. Ja para os lipideos,
devido a quantidade de amostra necessaria para a analise, 0s mesmos foram extraidos e
quantificados apenas no primeiro e Gltimo dia de cada experimento. O fluxograma

apresentado na Figura 3.1 sintetiza as analises realizadas.
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T
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Carboidratos,
Proteinas

Lipideos

Figura 3.1. Fluxograma geral do procedimento realizado no laboratorio.
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3.3 Meétodos Tradicionais

3.3.1 Crescimento Celular

O crescimento da biomassa foi monitorado diariamente, durante os 10 dias,
através da amostragem de cada experimento. A concentracdo celular foi determinada pela
leitura da densidade Otica das culturas em espectrofotbmetro (T80+ UV/Vis, PG
instruments) no comprimento de onda de 570 nm, e relacionados através da curva padrao
de Scenedesmus sp., conforme sugerido por Lourenco (2006).

Para execucgéo da curva padrdo, o cultivo foi realizado nas condi¢fes do ponto
central do planejamento de experimentos. Diferentes diluicbes deste cultivo foram
avaliadas quanto a densidade Gtica e massa seca. Para tanto, 100 mL de cada diluicéo foi
filtrada através do microfiltro de fibra de vidro (GF-3 da Macherey-nagel).
Posteriormente, o filtro contendo as células foi lavado com &gua destilada com objetivo
de arrastar os sais que possam ter ficado retido juntamente com a biomassa e submetidos
a secagem em estufa a 50°C, até atingir peso constante.

Para o procedimento de filtracdo, foram numerados e previamente tarado o0s
microfiltros de fibra de vidro GF-3 da Macherey-nagel em estufa a temperatura de 100°C
por 2 h, e posteriormente levados para o dessecador para pesagem a temperatura
ambiente. Além disso, foi necessario o aparato de filtracdo com vacuo (constituido por
um copo, um funil com saida para a bomba, um frasco reservatorio, todos em vidro, e

uma pinca) e uma bomba de vacuo.

3.3.2 Determinagéo do pH
Diariamente o pH foi determinado potenciometricamente com o pHmetro,

calibrado com solugdes tampdes.

3.3.3 Pre-tratamento da Biomassa

Os metabolitos como proteinas, carboidratos e lipideos sdo sintetizados pela
microalga de forma intracelular. Isto faz com que seja necessario uma etapa de pré-
tratamento para que ocorra o rompimento celular e os compostos de interesse possam ser
quantificados.

Antes da execucdo dos experimentos foram realizados testes para determinar um
pré-tratamento ideal para cada analise. A biomassa utilizada para os pré-tratamentos

estava na forma de pd. O cultivo foi centrifugado por 15 min a 2949 xg, e seco a 50°C

33



por 24 h, apds a biomassa foi macerada em gral e pistilo e exposta as diferentes condi¢des
dos pré-tratamento.

Para a determinacao dos carboidratos, os pre-tratamentos avaliados foram:

(1) 20 h em &cido sulfarico (H2S04) 80 % (v.v!) (MYKLESTAD; HAUG, 1972);

(2) 20 h em H2S0470 % (v.v?Y);

(3) 20 h em H2SO4P.A;

(4) 30 min em autoclave com H2S044 % (v.v') (HERNANDEZ et al., 2015);

(5) 30 min em banho-maria a 100°C com H2S044 % (v.v'Y);

(6) 30 min em autoclave com H2SO4P.A;

(7) 30 min em banho-maria a 100°C com H2SO4P.A;

(8) 30 min com H2S044 % (v.v'Y);

(9) 30 min em com H2SO4P.A.

Para a determinacdo de proteinas, os testes de rompimento celular foram
realizados com 10 mg de biomassa adicionado de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 M, e
posteriormente aplicou-se trés diferentes pré-tratamentos:

(1) Agitacdo com vortex por 1 h (SRIRANGAN et al., 2015);

(2) Banho ultrassonico (40 Hz) por 30 min;

(3) Banho ultrassénico (40 Hz) por 30 min seguido de banho-maria a 100°C por
5 min.

Assim, apds estes procedimentos, originou-se o extrato contendo os metabdlitos
de interesse (carboidratos ou proteinas), os quais foram submetidos aos procedimentos
descritos por Dubois et al. (1956) e Lowry et al. (1951) para determinar suas
concentracdes. Os métodos sdo detalhados nas secBes 3.3.4 e 3.3.5 respectivamente.

Ja para extracdo de lipideos, adicionou-se a biomassa 5 mL de acido cloridrico
(HCI) 2 M e foi incubado em banho-maria a 80°C por 1 h. Posteriormente as amostras
foram centrifugadas por 15 min a 2949 xg, e as células submetidas a extragdo e
quantificacdo conforme descrito no item 3.3.6, seguindo a metodologia de Bligh e Dyer
(1959).

Os resultados foram avaliados através do software Statistica 7 pela andlise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey. As diferengas foram testadas a um intervalo de

confianca de 95 %.
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3.3.4 Determinacéo de Carboidratos

O procedimento utilizado para determinar a concentracdo de carboidratos foi o
descrito por Dubois et al. (1956), onde acucares simples ou complexos quando tratados
com fenol e acido sulfarico concentrado produzem um composto com coloragdo amarelo-
alaranjado com absor¢do maxima no comprimento de onda de 485 nm.

Diariamente foi quantificado o teor de carboidratos. Apds a amostragem de cada
reator, as aliquotas foram centrifugadas por 15 min a 2949 xg, e secas a 50°C por 24 h,
apos as biomassas foram maceradas em gral e pistilo e expostas ao pré-tratamento,
resultando nos extratos contendo os carboidratos. Para a realizacdo da analise, foram
adicionados aos tubos de ensaio 1 mL do extrato, 0,5 mL de fenol 3 % (p.v!) juntamente
com 2,5 mL de &cido sulfarico P.A, sendo que no branco da reacdo foi adicionado 1 mL
de &gua destilada no lugar do extrato. Em seguida, os tubos foram incubados a
temperatura ambiente durante 30 min, para posterior leitura em espectrofotometro (T80+
UV/Vis, PG instruments) no comprimento de onda de 485 nm. Posteriormente os dados
foram convertidos a concentracGes de glicose através da relagdo obtida na curva padrédo

de glicose.

3.3.5 Determinacao de Proteinas

Para determinacdo das proteinas solUveis totais, utilizou-se 0 método adaptado de
Lowry et al. (1951). Diariamente foi quantificado o percentual de proteinas contido na
biomassa. Ap6s a amostragem dos reatores, as aliquotas foram centrifugadas por 15 min
a 2949 xg, e secas a 50°C por 24 h, ap6s as biomassas foram maceradas em gral e pistilo
e expostas ao pré-tratamento, resultando nos extratos contendo as proteinas. A reacao foi
realizada com 1 mL do extrato, 0,5 mL NaOH (1 M), 4 mL de solug&o alcalina deixando
reagir por 10 min, e posteriormente, 1 mL do reagente de Folin-Ciocalteau 2 M (diluido
1:2 com &gua destilada). Apds 30 min, a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro
(T80+ UV/Vis, PG instruments) a 660 nm. Previamente a reacdo foi realizada com o
padrdo de Albumina 98 % em diferentes concentragdes (0-380 pg.mL™) para gerar a

curva padréo, permitindo a quantificacdo das proteinas nas amostras.

3.3.6 Determinacéo de Lipideos
Para extracdo e quantificacdo dos lipideos foi utilizado o método de Bligh; Dyer

(1959). Esta andlise foi realizada no primeiro e no ultimo dia do experimento, devido a
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necessidade de grande quantidade de amostra. Parte do cultivo foi centrifugado por
15 min a 2949 xg, e seco a 50°C por 24 h, apds a biomassa foi macerada em gral e pistilo.
Apdbs submetida ao pré-tratamento, as células foi adicionado 4 mL de metanol sucedido
de agitacdo (agitador do tipo vortex); adicionou-se 2 mL de cloroférmio e novamente
agitou-se em vortex, desta vez por 2 min. Na sequéncia mais 2 mL foram adicionados e
agitado outra vez. Por fim, adicionou-se 3,6 mL de &gua destilada, submeteu-se a agitacao
e foi centrifugado por 15 min a 2949 xg. A fase inferior contendo os lipideos foi retirada
com auxilio de uma seringa e disposta em uma placa de petri previamente tarada.
Realizou-se uma segunda extracdo com 4 mL de solucdo contendo 10 % (v.v?) de
metanol em cloroférmio, agitou-se e centrifugou-se nas mesmas condices descritas
anteriormente. Ao término, recuperou-se a fase lipidica com a seringa e juntou ao
primeiro extrato. As placas contendo a fase de cloroférmio juntamente com os lipideos
ficaram na capela de exaustdo até a evaporacdo do cloroférmio. Posteriormente foram
levadas para secar em estufa a 80°C até atingir peso constante. As placas foram resfriadas

dentro do dessecador e pesadas em balanca analitica a temperatura ambiente.

3.4 Método Alternativo

3.4.1 Anélise de Infravermelho

Foi utilizado o espectrofotémetro infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) modelo Frontier FTIR/NIR Spectrometer (PerkinEImer) com o acessorio de
reflexdo total atenuada universal (UATR). Foi analisada a regido do infravermelho médio
na faixa de 4000-800 cm, a uma resolucéo 2 cm™, com 32 varreduras. Diariamente, a
biomassa foi analisada no espectrofotdémetro FTIR em triplicata, na forma de pd. Para
isto, apds a amostragem do reator a aliquota foi centrifugada por 15 min a 2949 xg, e seca
a 50°C por 24 h e macerada em gral e pistilo de agata.

Posteriormente, com auxilio do software Matlab® (R2011a), os espectros gerados
foram normalizados pelo método Standard Normal Variate (SNV) e calcularam-se as
areas dos picos utilizando integracdo numeérica através do método dos trapézios
considerando as bandas caracteristicas de absorcao para cada metabdlito (lipideos 3000-
2800 cm*; proteinas 1728-1578 cm e carboidratos:1200-950 cm™). De posse dos dados
obtidos pelos metodos tradicionais versus as areas dos picos caracteristicos, foram

gerados modelos matematicos lineares através da técnica dos minimos quadrados. Com
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isto, foi relacionado os teores dos metabdlitos de interesse, possibilitando a utilizacdo do
FTIR para quantificagdo destes.

A Figura 3.2 ilustra o espectro completo da Scenedesmus sp. Em destaque
observam-se as bandas caracteristicas de cada composto de interesse. Em (a) apresenta-

se a area referente aos lipideos; em (b) as proteinas e em (c) aos carboidratos.
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Figura 3.2. llustracdo do espectro FTIR de Scenedesmus sp. e realce nas bandas

caracteristicas de cada composto. (a) Lipideos; (b) Proteinas e (c) Carboidratos.

3.5  Validacdo dos Modelos
Apds a obtencdo dos modelos, foram realizados novos experimentos para valida-

los. A condic3o foi a do ponto central do planejamento de experimentos fatorial 23. A
partir do terceiro dia do cultivo, realizaram-se diariamente as analises: FTIR,
concentracdo celular e de carboidratos. No ultimo dia, foram extraidos e quantificados os
lipideos. Todas as analises foram realizadas conforme descritas anteriormente.

Posteriormente ao tratamento dos dados, foram avaliados comparativamente ao
modelo com um intervalo de confianca de 95 %.

Neste trabalho sera calculado o percentual de lipideos predito pelo modelo, bem
como avaliada o erro absoluto através da diferenca entre o percentual de lipideos predito

pelo modelo e o real.
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Capitulo 4 - Resultados e Discussao

4.1  Curvas Padroes

A Figura 4.1 apresenta a curva padrdo da concentragdo celular da microalga
Scenedesmus sp. versus absorbancia cultivada nas condi¢bes do ponto central do
planejamento de experimentos. A mesma foi gerada a partir dos resultados de massa
celular seca, relacionados com o volume inicial da solucdo, sendo determinada a
concentracdo celular para cada diluicdo (conforme descrito no item 3.3.1). Com estes
dados, foi realizada a regressdo linear obtendo a curva padrdo para célculo da
concentracdo celular (mg.mL™), apresentada na Figura 4.1 e representada pela equagio

4.2).
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Figura 4.1. Curva padrdo de Scenedesmus sp.a 570 nm.
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Absorbancia = 1,2603 x Conc.Celular + 0,1102 4.2)
A seguir, na Figura 4.2, apresenta-se a curva padrdo de albumina, utilizada como

padrdo de proteina e a respectiva equacao (4.2).
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Concntragdo de Albumina (mg.mL-1)
Figura 4.2. Curva padrdo de albumina.

Absorbéancia = 1,7088 x Conc. Albumina + 0,066 4.2)

A Figura 4.3 e a equacdo (4.3) apresentam a relacdo entre a absorbancia e
diferentes concentracdes de glicose. Lourencgo (2006) relata que a linearidade perfeita da

equacao da reta € encontrada com baixas concentracgdes, até 50 pg/L de glicose.
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Figura 4.3. Curva padréo de glicose.
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Absorbancia = 0,0735 x Conc. de Glicose + 0,0389 4.3)

As equages apresentadas (4.1, 4.2 e 4.3), apresentam R? satisfatorios, superiores
a 0,97. Sendo assim, estas foram utilizadas para quantificar a concentracdo celular de
Scenedesmus sp., concentracdo de proteinas e carboidrato nas analises realizadas por

métodos tradicionais apresentadas a seguir.

4.2 Pre-Tratamentos

Os diferentes pré-tratamentos avaliados para quantificacdo da concentracdo de
proteinas, exibidos na Tabela 4.1, ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05).
Sendo assim, o pré-tratamento utilizado para as analises dos experimentos foi 30 min em
banho ultrassonico com NaOH 0,1 M resultando em 9,71 % + 0,84 (p.pt) de proteinas,
levando em conta a praticidade deste pré-tratamento.

As concentraces de proteinas variam expressivamente de acordo com as
condicdes do cultivo. Segundo Pancha et al. (2014), a limitacdo de nitrogénio diminui
significativamente a atividade fotossintética de Scenedesmus sp., assim como o teor de
proteina bruta na célula, o que explica o baixo percentual encontrado mesmo apos o pré-

tratamento.

Tabela 4.1. Média percentual da concentracdo de proteinas na biomassa de
Scenedesmus sp. Todos os pré-tratamentos realizados na presenca de NaOH 1M.

Média Média Absoluta
Preé-Tratamento Percentual de Proteina
Proteinas [mg]
(1) Agitagdo com vortex por 1 h 8,79 £1,29° 0,89 +0,16
(2) Banho ultrassénico (40 Hz) por 30 min 9,71+0,842 1,03 £0,84
(3) Banho ultrassdnico (40 Hz) por 30 min 8,60 + 2,082 0,90 +0,25

seguido de banho-maria a 100°C

Média + desvio padrédo. Letras iguais indicam que as médias ndo diferem significativamente (p<0,05).

Ja para a extracdo dos carboidratos, houve diferenca significativa entre os pré-
tratamentos testados, apresentados na Tabela 4.2. Os melhores resultados s&o obtidos com
H>SO4 P.A nas condicBes de: 20 h em temperatura ambiente (pre-tratamento nimero 3);

30 min em autoclave (pré-tratamento numero 6) e 30 min em temperatura ambiente (pré-
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tratamento namero 9), os quais ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre
si. Visando a praticidade da analise e a reducdo de tempo, utilizou-se o pré-tratamento
namero 9, HSO4 P.A, durante 30 min & temperatura ambiente.

Hernandez et al. (2015) testaram varios metodos para a extracdo dos carboidratos
das microalgas Chlorella sorokiniana, Nannochloropsis gaditana e Scenedesmus
almeriensis, tais como: hidrdlise acida, basica, com autoclave, com micro-ondas e com
enzimas. Os autores relatam que a hidrolise acida combinada com autoclave, resulta em
maior liberacdo de acUcar para Scenedesmus almeriensis. Além disso, os melhores
resultados para Chlorella sorokiniana e Nannochloropsis gaditana foram obtidos a partir
da hidrolise acida juntamente com a enzimatica. O autor conclui que a hidrolise acida
com H>SO4 resulta em consideraveis liberagdes de aclcares, em todas as microalgas
testadas, frente aos outros métodos testados (micro-ondas, autoclave em agua e hidrolise

alcalina).

Tabela 4.2. Média percentual da concentracdo de carboidratos na biomassa de

Scenedesmus sp. em funcdo dos diferentes pré-tratamentos.

Média Meédia Absoluta
Pré-Tratamento Percentual de Carboidrato
Carboidrato [mg]

(1) 20 h em H2S04 80 % 13,62 £ 0,76° 0,38 £ 0,04
(2) 20 h em H2S04 70 % 9,95 + 0,96 0,26 £ 0,04
(3) 20 h em H2SO4 P.A 39,19 + 3,397 1,04 +0,21
(4) 30 min em autoclave com H2SO4 4 % 9,84 + 0,93¢¢ 0,31+ 0,05
(5) 30 min em banho-maria a 100°C com 9,46 + 1,05%¢ 0,27+ 0,03
H2S04 4 %

(6) 30 min em autoclave com H2SO4 P.A 31,64 + 6,672P 0,90 +0,13
(7) 30 min em banho-maria a 100°C com 24,60 + 2,68° 0,80+£0,21
H.SO4 P.A.

(8) 30 min com H2S04 4 % (v.v?) 2,14 +0,18¢ 0,07+ 0,01
(9) 30 min com H2S04 P.A. 29,74 + 5,950 0,95+0,11

Média + desvio padrdo. Letras iguais indicam que as médias ndo diferem significativamente (p<0,05).
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4.3  Avaliacdo do Crescimento Celular

A avaliacdo do crescimento celular, concentragdo de proteinas, carboidratos e
lipideos foi realizada a fim de obter uma correlagdo com as analises do FTIR. Cada
composto tem um espectro IR caracteristico, a absor¢do em cada comprimento de onda é
determinada pela geometria da molécula, pelas massas e posicOes relativas de todos o0s
atomos e a forca das ligacoes entre eles. Isto permite uma identificagdo dos compostos
(permitindo a anélise qualitativa), e o sinal observado depende do nimero de moléculas
presente (analises quantitativas). As caracteristicas espectrais gerais dos principais
componentes dos alimentos (proteina, 6leo/gordura e carboidratos) sdo bem conhecidos
e cada um tem uma ou mais faixas de assinaturas fortes (WELLNER, 2013).

A seguir apresentam-se espectros ilustrativos de FTIR. A Figura 4.4 mostra o
espectro de glicose utilizada neste trabalho como padrdo de carboidratos. As barras
indicam as regides que foram consideradas como caracteristica para a quantificacdo dos
carboidratos (1200-950 cm™ e 1180-1133 cm™™).

Na Figura 4.5 apresenta-se 0 padrdo de proteina utilizado, a albumina de soro
bovino. Os picos das proteinas amida | e Il encontram-se em destaque pela barra. Foram
avaliadas as proteinas juntas (1728-1476 cm™) e separadas, amida | entre 1728-1578 cm™?
e amida Il entre 1590-1476 cm™.,

Absorbancia (hm)
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Figura 4.4. Espectro obtido no FTIR para glicose, utilizada como padréao de

carboidrato.
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Figura 4.5. Espectro obtido no FTIR para o padréo de proteina albumina do soro

bovino.

O espectro da microalga seca, apresentado na Figura 4.6, se assemelha com a
composicdo dos alimentos, uma vez que ambas sdo biomassas ricas principalmente em
lipideos, proteinas e carboidratos, sendo as bandas caracteristicas de cada composto
destacadas em (a), (b) e (c), respectivamente. As regides supramencionadas se mostram
caracteristicas por meio da analise individual dos padrdes de carboidratos e proteinas,
como mostrado nas Figuras 4.4 e 4.5, e pelo padrdo de lipideo apresentado na Figura 2.5
analisado por Wellner (2013).
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Figura 4.6. Espectro FTIR da biomassa seca de Scenedesmus sp. Em destaque as
regides caracteristicas (a) Lipideos, (b) Proteinas e (c) Carboidratos.
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No entanto, geralmente ndo é possivel separar proteinas individuais em uma
matriz alimentar com muitos compostos diferentes, visto que seus espectros sao
semelhantes. Da mesma forma, as bandas de carboidratos estdo fortemente sobrepostas,
embora 0s seus padrdes especificos na regido de sua impressdo digital permitam a
disting&o entre tipos diferentes a um certo grau (WELLNER, 2013).

A determinagdo quantitativa de um composto presente na amostra faz uso da
relacdo linear entre absorbancia e concentracdo. Assim, pode ser possivel determinar,
proteinas, carboidratos, gorduras e outros compostos de interesse. No entanto, em muitos
casos, as amostras contém muitas proteinas e carboidratos diferentes, além de outros
compostos (&gua, gordura, &cidos nucléicos, etc.) em quantidades variadas. Isso dificulta
atribuir as bandas individuais a proteinas ou carboidratos (WELLNER, 2013).

De acordo com Meng et al. (2014) e Wellner (2013) e com os espectros obtidos
com os padrdes, as areas das bandas de absorcao caracteristicas na regido do MIR foram
calculadas. Posteriormente as respostas obtidas nas analises laboratoriais foram
relacionadas com a respectiva area calculada de cada metabdlito de interesse, gerando um
modelo linear correlacionando as duas técnicas. Tais resultados serdo apresentados e
discutidos a seguir. Os dados referentes ao crescimento celular, percentuais de proteinas,
carboidratos e lipideos quantificados pelos métodos tradicionais, bem como todos os

dados utilizado para geracdo dos modelos estdo apresentados no Apéndice I.

4.3.1 Lipideos

O pico em torno de 1740-1730 cm* caracteristico de lipideos citado pelos autores
Giordano et al. (2001), Socrates (2004) e evidenciado no espectro do 6leo de oliva (Figura
2.5) analisado por Wellner (2013), ndo é claro na biomassa de Scenedesmus sp. (Figura
4.6). Dessa forma esta regifo ndo foi testada no presente estudo. Ja entre 1800-1000 cm™,
intervalo avaliado por Difusa, Mohanty e Goud (2016), resultaram na Figura 4.7. Foi
gerado o modelo, representado pela equacdo (4.4), utilizando os dados obtidos neste
trabalho, apresentando um R?=0,5762 com p= 0,0006.
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Figura 4.7. Correlagéo entre as analises realizadas pelo FTIR (1800-1000 cm™) e
método tradicional (BLIGH; DYER, 1959) quanto ao percentual de lipideos.

%Lipideo = -0,01393 x Area + 22,4 (4.4)

Este modelo apresenta uma relagdo inversa, onde o aumento do %Lipideos reduz
a area calculada (caracteristica dos lipideos). Isto pode ser explicado pelo fato de que a
regido escolhida para o célculo da area contém vibracdes moleculares referentes aos
carboidratos e proteinas. Difusa, Mohanty e Goud (2016) utilizaram esta regido para
quantificar o extrato de lipideos de microalgas, ndo havendo outros metabolitos para gerar
interferéncia. Nesta dissertacdo, por ndo ser visivel o pico em torno de 1740 cm™, na
regido de 1800-1000 cmt, quantificou-se apenas proteinas e carboidratos, sendo coerente
a relacdo inversa entre a area calculada e o %Lipideos.

As bandas de absor¢do com maior relevancia para quantificacdo dos lipideos estao
entre 3000-2800 cm™. Ao correlacionar a quantificagdo dos lipideos, em percentual, com
esta faixa, houve uma correlagdo linear com R? de 0,8265 com p=1,08x10®, como pode

ser observado na Figura 4.8. O modelo gerado é apresentado na equacéo (4.5).

O intervalo entre 3000-2800 cm™ é o mais utilizado na literatura para analises
qualitativas e quantitativas desse metabdlito (DIFUSA; MOHANTY; GOUD, 2016;
FENG et al., 2013; MENG et al., 2014).
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Figura 4.8. Correlagéo entre as analises realizadas pelo FTIR (3000-2800 cm™) e
método tradicional (BLIGH; DYER, 1959) quanto ao percentual de lipideos.

%Lipideo = 0,1862 x Area + 5,8174 (4.5)

Meng et al. (2014) observaram entre cinco cepas de microalgas (Tetraselmis
subcordiformis, Isochrysis sp., espécie desconhecida denominada H16, Scenedesmus
obliquus e Chlorella pyrenoidosa) uma correlacdo linear entre o percentual de lipideos
relacionado com a razdo entre a area dos lipideos e a area da amida | (proteina), resultando
em um R? de 0,951.

O referido trabalho utiliza como varidvel advinda do FTIR a raz&o entre a &rea dos
lipideos e a area da proteina amida I, sendo que o R? obtido com os dados desta dissertaco
é igual a 0,8156 (p= 2,88x107). Meng et al. (2014) relata que a banda de amida | foi
utilizada para normalizar os dados de lipideos e carboidratos, por acreditarem que esta
ndo apresenta uma grande variagdo. Entretanto, avaliando os dados apresentados pelos
autores, hd uma variacao expressiva no teor de proteinas, variando de 18 a 27,6 % para
as cepas utilizadas para a correlagdo. N&o foi explicado o motivo pelo qual se utilizou a
relacdo entre as areas de lipideos e proteinas, acarretando em uma relacéo indireta entre
0 FTIR e as andlises tradicionais. Os autores ainda afirmam que a relacdo encontrada s

é valida quando a composicdo de proteinas se mantem inalterada. Varios estudos ja
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discutidos aqui mostram que a alteragdo no meio de cultivo, principalmente em relagéo
ao macronutriente nitrogénio, afetam significativamente os metabolismos de sintese
proteica (CHU et al., 2014; PANCHA et al., 2014; SCHULZE et al., 2016; WANG et
al., 2013). Por estes motivos, neste trabalho se optou por nédo utilizar a razdo entre as areas
de lipideos e proteinas (amida I).

Além disso, a fim de comparar a composicdo de diferentes micro-organismos,
Pistorius, Degrip e Egorova-Zachernyuk (2009) primeiramente também relacionaram a
banda de proteina, neste caso amida I, com os teores de lipideos e carboidratos. Porém
0s autores optaram por correlacionar diretamente a area do pico caracteristico com a
composicdo de lipideos. Posteriormente os autores analisaram estatisticamente o0s
coeficientes de regressao e estes ndo apresentarem diferenca a p<0,05. Outro relato que
embasa a decisdo tomada, de ndo utilizar nesta dissertacdo a razdo entre a area de produto
de interesse pela &rea de proteina. Para a quantificacdo dos lipideos Pistorius, Degrip e
Egorova-Zachernyuk (2009) utilizaram como padrdo lecitina de ovo. Previamente,
realizam a curva padrdo deste composto para calcular os teores de lipideos das biomassas
estudadas.

Os percentuais de lipideos preditos pelo modelo, calculados a partir da equacao
(4.5), apresentam erros quando relacionados com a anélise gravimétrica de mais ou menos
2,2 %, confirmando entdo a margem de desvio encontrada por Pistorius, Degrip e
Egorova-Zachernyuk (2009) de £2 % em média, uma vez que a regido escolhida pelos
autores para analisar o teor de lipideos (2984-2780 cm™) possui pequenas bandas
interferentes de proteinas. Estas interferéncias sdo possiveis de observar tanto no espectro
das proteinas, quanto no dos carboidratos (Figura 4.4 e Figura 4.5), sendo um desvio de
2 % em média aceitavel frente todas as vantagens da técnica, como praticidade no preparo
das amostras, obtencdo os resultados em questdo de minutos, robustez do método e
possibilidade de analise de todos os compostos de interesse simultaneamente.

Dean et al. (2010) determinam uma correlacdo entre a técnica de medicdo de
lipideos por fluorescéncia do corante Vermelho-Nilo e FTIR, obtendo um R? para
S. subspicatus de 0,9002, utilizando como banda caracteristica o pico em 1740 cm™*
relacionado com o pico de amida | (~1655 cm™). Os autores acreditam que estas
correlagdes validam a técnica de FTIR como um metodo de determinacdo de lipideos
nesta alga. A Tabela 4.3 sumariza os resultados obtidos neste trabalho e por outros

autores.
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Tabela 4.3. Resumo dos resultados encontrados por diversos autores para quantificacdo
de lipideos por FTIR.

Bandas de R? Acompanhamento Referéncia
Absorcdo (cm™) diario
1740 0,9002 Sim (DEAN et al., 2010a)
1800-1000 0,5762 Sim Este trabalho
1800-1000 N.I. Nao (DIFUSA; MOHANTY;
GOUD, 2016)
2984-2780 N.I. Né&o (PISTORIUS; DEGRIP;
EGOROVA-
ZACHERNYUK, 2009)
3000-2800 0,8265 Sim Este trabalho
3000-2800 0,951 Né&o (MENG et al., 2014)
3000-2800 N.I. Nao (DIFUSA; MOHANTY;
GOUD, 2016)
3000-2800 N.I. Né&o (FENG et al., 2013)

*N.I. = Ndo informado

4.3.2 Carboidratos

Quando se trata de carboidratos, os trabalhos da literatura abordam picos
caracteristicos de absorcdo no IR muito préximos. Feng et al. (2013) cita valores entre
1200-1000 cm™, porém, avaliando o espectro da Scenedesmus sp., esta faixa nio
compreende o pico de interesse por inteiro. J& Dean et al., (2010) e Meng et al. (2014)
sugerem valores entre 1200-950 cm™, os quais se adaptam melhor ao espectro da
biomassa em questdo. Relacionando a area do pico caracteristico de absorcdo para 0s
carboidratos (1200-950 cm™) com percentuais calculados a partir da quantificagdo pelo
método de Dubois et al. (1956), conforme mostrado na Figura 4.9, foi possivel se obter
os parametros do modelo apresentado pela equacéo (4.6). O R? encontrado foi de 0,8023
com p=1,26x10"%, estes coeficientes apontam a confiabilidade e representatividade do

modelo para estimar os teores de carboidratos a partir do FTIR.
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Figura 4.9. Correlagdo entre as médias das analises realizadas pelo FTIR (1200-
950 cm 1) e método tradicional (DUBOIS et al., 1956) quanto ao percentual de

carboidratos.

%Carboidrato = 0,0627 x Area - 0,1318 (4.6)

Dentro da faixa estudada, Pistorius, Degrip e Egorova-Zachernyuk (2009),
estudaram o pico especifico no entorno de 1152 cm™, indicando o alongamento da ligagdo
C-O e a vibragdo da O-H. Levando em conta este relato, nesta dissertacao, foi avaliado
este pico considerando a regido entre 1180-1133 cm™. A Figura 4.10 apresenta o
comportamento encontrado, e a equacio (4.7) descreve o modelo obtido com R?=0,5730
e p=1,66x10"8. Pistorius, Degrip e Egorova-Zachernyuk (2009) relacionaram analises
tradicionais com FTIR para avaliar os teores de carboidratos de diversos micro-
organismos. A técnica adotada por estes autores € de gerar uma curva padrdo prévia,
utilizando hidrolisado de amido como padrdo, o que possibilita a identificacdo de picos
bem definidos, sem interferentes dos outros metabdlitos, o que difere da proposta que esta
sendo apresentada neste trabalho. A complexidade da composicdo da biomassa de
Scenedesmus sp. e as correlagdes apresentadas, mostram que quando avaliado o pico
individual o mesmo apresentou menor R? do que a quando utilizou-se uma regido que

abrange varias ligacGes caracteristicas dos carboidratos.
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Figura 4.10. Correlag&o entre as médias das analises realizadas pelo FTIR (1180-
1133 cm™) e método tradicional (DUBOIS et al., 1956) quanto ao percentual de

carboidratos.

%Carboidrato = 0,7557 x Area + 2,855 4.7

Ja Meng et al. (2014) observaram uma correlacdo linear com R?=0,962 quando
avaliaram a interacdo do FTIR na regido do MIR com as metodologias tradicionais para
quantificacdo de carboidratos. Utilizaram cinco cepas de microalgas, sendo analisada uma
Unica amostra de cada, resultando em cinco pontos para gerar 0 modelo. Como citado
anteriormente, estes autores utilizaram uma razdo entre a area caracteristica para os
carboidratos e a da proteina (amida I) versus o percentual de carboidratos. Aplicando esta
metodologia para este trabalho, resulta em R?=0,5758 com p=1,48x10%. A relacdo
proposta (razdo entre a area dos carboidratos pela area das proteinas) apresenta dois dados
variaveis, trazendo para o modelo mais uma variavel, sendo desnecessaria. Ainda, pelas
discussbes anteriores acredita-se que carboidratos e proteinas sejam acumulados de
maneira inversamente proporcional. Com isso, se opta por tratar de maneira direta as
correlagdes (area do produto de interesse versus produto), conforme Figura 4.9. Assim ha
menos interferentes, ja que a biomassa das microalgas possui metabolismos complexos e
altera sua composicdo por inumeros fatores (disponibilidade de nutrientes, pH,

temperatura, entre outros).
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Dean et al. (2010) ao acompanhar diariamente o cultivo de S. subspicatus com
andlises de fluorescéncia utilizando o corante Safranina e anélises no FTIR, obtém R?
entre as diferentes técnicas de 0,9296. Os autores utilizam a banda caracteristica da amida
| para corrigir a linha de base nos espectros gerados. A Tabela 4.4 apresenta de forma

sintetizada a comparacgéo dos resultados discutidos para carboidratos.

Tabela 4.4. Resumo dos resultados encontrados por diversos autores para quantificacdo

de carboidratos por FTIR.

Bandas de R? Acompanhamento Referéncia
Absorcéo (cm) diario
1152 N.I. Nao (PISTORIUS; DEGRIP;
EGOROVA-
ZACHERNYUK, 2009)
1180-1133 0,5730 Sim Este trabalho
1200-1000 N.I. Né&o (FENG et al., 2013)
1200-950 0,8023 Sim Este trabalho
1200-950 0,9296 Sim (DEAN et al., 2010a)
1200-950 0,962 Né&o (MENG et al., 2014)

*N.l.= Néo informado

4.3.3 Proteinas

A relacdo entre area da proteina amida | e percentual de proteina obteve uma
correlagio baixa, apresentando R?=0,4468 com p=1,22x10"*. A Figura 4.11 ilustra a
dispersdo dos dados.

Além desta, foram testadas duas outras alternativas. A primeira foi da area da

proteina amida Il versus percentual de proteinas, apresentada na Figura 4.12, resultando
em R?=0,2213 e p= 3,48x10°>.
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Figura 4.11. Correlag&o entre as médias das andlises realizadas pelo FTIR (1728-
1578 cm™) e método tradicional (LOWRY et al., 1951) quanto ao percentual de

proteinas.
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Figura 4.12.Correlacéo entre as médias das analises realizadas pelo FTIR (1590-
1476 cm™) e método tradicional (LOWRY et al., 1951) quanto ao percentual de

proteinas.

E, por fim, a soma das areas das amidas (I e Il) relacionada com o percentual de
proteinas, ilustrado na Figura 4.13, obtendo como resposta 0 R?=0,1054 e p=0,0042. Com

estes R? ndo é sugerido o uso destes modelos para estimar os teores de proteinas por FTIR.

52



257

. °  R2=0,1054
20F
o o]
e} o o
= 15
D
2
%
& 10+
5_
0 1 1 1 1 1 ]
0 10 20 30 40 50 60

Area Proteinas (AmidaI e IT)
Figura 4.13. Correlacdo entre as médias das analises realizadas pelo FTIR (1728-
1476 cm™) e método tradicional (LOWRY et al., 1951) quanto ao percentual de
proteinas.

Como citado, na revisdo bibliografica, por Socrates (2004) as bandas de proteinas
sdo dificeis de diferenciar, alem do fato que foi utilizado o método tradicional de Lowry
et al. (1951), para quantificar proteinas, o qual é uma reacdo colorimétrica. Ensaios
colorimétricos baseiam-se no cromdforo como consequéncia da ligagdo de um corante a
proteina ou a proteina envolvida em uma reacdo redox. Estes ensaios sdo sensiveis a
interferéncias (PETERSON, 1979) e um dos maiores problemas das analises das
microalgas esta na extracdo das proteinas, pelas diferencas na composicdo da parede
celular e nos procedimentos de extracdo das proteinas, os quais influenciam os resultados
obtidos (FLEURENCE, 1999). Além disso, o0 método de Lowry et al. (1951) dosa apenas
as proteinas hidrossoltveis. Outras proteinas que ocorrem em formas nao livres ndo sdo
quantificadas por este método, as quais s6 serdo quantificadas se forem extraidas
adequadamente, fato que muitos pesquisadores desconhecem e acabam abordando os
resultados de forma errénea (LOURENCO, 2006). Por isso pode haver a diferenca entre
os resultados do FTIR e dos percentuais encontrados no laboratorio, visto que o FTIR
identifica proteinas totais, ja 0 método de Lowry et al. (1951) proteinas hidrossolaveis,

gerando assim uma correlagéo baixa para os dados avaliados.
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4.3.4 Concentracédo Celular

Atualmente a analise de densidade Gtica utilizada para verificar a concentragéo
celular é uma técnica facil e rapida. Porém, é interessante obter o maximo de informacdes
em uma Unica analise. Tendo em vista que o FTIR pode ser utilizado para estimar os
terrores de carboidratos e lipideos, buscou correlacionar esta técnica para quantificar
também a concentracéo celular, trazendo mais uma informagao importante do cultivo em
resposta de uma unica analise. Representando a biomassa de microalgas como um todo,
foi realizada a soma das areas caracteristicas de lipideos, proteinas (amida I) e carboidrato
obtidos no FTIR, sendo denominada de &rea total. Estes trés compostos representam a
maior parte da biomassa das microalgas (superior a 80 %) (SINGH; GU, 2010;
SPOLAORE et al., 2006). A concentracao celular, realizada no laboratério através da
relacdo peso seco versus absorbancias oriundas das leituras em espectrofotdmetro
ultravioleta (UV) visivel, foi relacionada com a area total obtida pelo FTIR.

Figura 4.14 apresenta a distribui¢do dos dados e a relagdo linear obtida. O modelo
gerado é apresentado na equagio (4.8), o R? encontrado foi de 0,7900 e p=3,19x1073,

Ainda foi verificada a relacdo entre as areas das proteinas (amida I, amida Il e

ambas) e a concentracao celular. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.5.
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Figura 4.14. Correlagdo entre as analises realizadas pelo FTIR e métodos tradicionais

quanto a concentracgéo celular.

Concentragao Celular (mg.mL'l) = 0,0031 x Area + 0,1048 (4.8)
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Tabela 4.5. Sintese dos resultados obtidos para as correlagdes das diferentes areas de

proteinas versus concentracdo celular.

Area da proteina R? P Modelo
Amida | 03624  3,47.10™  Conc. Cel =0,01368. Area + 0,09608
Amida Il 0,4962  9,02.10%  Conc. Cel = 0,04633. Area + 0,5068
Amida |l e Amida Il 0,0431 0,0382 Conc. Cel = 0,00389. Area + 0,4485

Verifica-se que houve uma melhor correlacdo quando foi utilizada a banda de
absorcdo caracteristica da proteina amida Il. Pistorius, Degrip e Egorova-Zachernyuk
(2009) relatam que a banda de amida Il é utilizada com resultados satisfatdrios para a
estimativa quantitativa do teor de proteinas, apresentando melhor resposta linear
especialmente para proteinas com elevado teor de segmentos helicoidais.

Concentracdo celular é uma medida que faz parte do cotidiano no cultivo de
microalgas, por isto se tentou calcular a partir da espectroscopia FTIR. Os modelos
encontrados poderdo ser Uteis para futuras medicOes rapidas e praticas do cotidiano de

um laboratdrio de pesquisa com microalgas.

4.3.5 Fator de Converséo
Com o acompanhamento diario do teor dos lipideos e carboidratos por meio do

FTIR sera possivel calcular diversos parametros que trazem informacdes importantes do
cultivo, como por exemplo o fator de conversdo de células em produto (Yp /x). Este fator

é um parametro interessante a ser avaliado, uma vez que tem sido discutido que cepas
com crescimento rapido sdo fundamentais para 0 sucesso para culturas que visam
produtos com baixo valor agregado, como o caso dos biocombustiveis. A alta
produtividade de biomassa aumenta o rendimento por volume de lipideos ou carboidratos
e diminui o custo de producéo, além de reduzir a contaminacdo devido a concorréncia
externa com micro-organismos mais lentos (GRIFFITHS; HARRISON, 2009). Sem a
ferramenta do infravermelho néo seria possivel neste estudo avaliar estes fatores, uma
vez que para a quantificacdo dos lipideos pelos métodos tradicionais é necessaria uma
quantidade expressiva de biomassa (cerca de 1 g por dia de cada reator) o que inviabiliza

algumas analises pela retirada excessiva de amostra, para um reator de bancada.
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Como exemplo destes calculos, a Tabela 4.6 apresenta os fatores de conversédo de
células em percentual de lipideos (dados obtidos a partir do percentual de lipideo predito
pelo modelo (equacdo 4.5) e concentracdo celular predita pela equacdo 4.8). O
experimento 5 com as condigdes: reducdo de 77,2 % de NOs frente a0 meio original,
sendo o nivel de NOs mais baixo testado neste trabalho e maiores concentragdes de POs
propostas apresentou o0 maior fator de conversdo. Este no wvalor de
54,10 %Lipideo.(mg.mL™), foi atingido no quarto dia do cultivo. Com isso, nota-se que
a reducdo do nitrogénio acarretou em uma maior producéo de lipideos no interior das
células aliado ao suprimento de fosforo, o qual se mostrou necessario para ndo reduzir o
metabolismo de energia no interior das células. Este relato, da necessidade do suprimento
minimo de fosforo € interessante para a producéo de lipideos também foi apresentado por
Chu et al. (2014) no cultivo de S. obliquus apresentando maior produtividade de lipideos
no oitavo dia, com condigBes de auséncia de nitrogénio e concentragdes de 45 mg.L* de
PO4>.

Tabela 4.6. Fatores de conversdo de células em percentual de lipideos.

Dia Expl Exp2 Exp3 Exp4 Exp5 Exp6 Exp7 Exp8 Exp9 Exp1l0
2 2753 16,22 33,33 18,80 -345 2544 6,26 -32,09 1528 28,00
- 2691 13,35 21,60 53,12 -2,48 12,48 16,58 9,98 13,63
15,82 15,69 49,41 0,75 54,10 26,50 33,95 -88,21 11,42 14,29
265 531 2499 -11,33 -11,04 15,13 7,54 -372,01 1142 0,71
899 8,78 68 -37,39 641 1290 1851 8,69 11,29 6,87
15,45 20,22 10,36 14,07 12,63 41,00 854 -7,18 1427 -2/42
-497 932 6,76 2095 235 -181,02 0,24 0,70 3,72 21,67
-3,18 -0,13 1354 -047 7,14 -73,69 -163 363 6,32 11,63
10 15,85 20,30 13,74 9,38 10,55 -0,26 12,07 1562 12,35 12,57

© 0O N oo o1 B~ W

A Tabela 4.7 mostra os fatores de conversdo de células em carboidrato (produto)
(Yp/x), obtendo o maior resultado no nono dia de cultivo

140,45 %Carboidrato (mg.mL" ). As condicBes do experimento em questio foram:
2470 mg.Lt de C; 141,44 mg.L™ NOs e 38,17 mg.L POs, sendo os maiores niveis de

carbono e fosforo testados e o inferior de nitrogénio.
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Para Pancha et al. (2014) a auséncia total de nitrogénio por trés dias foi a melhor
condicdo para otimizar a produtividade volumétrica dos carboidratos, conseguindo atingir
concentracdes de biomassa relativamente altas em Scenedesmus sp. CCNM 1077
associadas a sintese de carboidratos. Os autores relatam que a biossintese dos carboidratos
é dominante em relacdo a dos lipideos. Os dados apresentados, no estudo atual para 0s

Yp/x apontam a maior producdo de carboidratos do que lipideos no interior das células,

indo ao encontro das informacdes descritas por Pancha et al. (2014).

Tabela 4.7. Fatores de conversdo de células em percentual de carboidratos.

Dia Expl Exp2 Exp3 Exp4 Exp5 Exp6 Exp7 Exp8 Exp9 Exp 10
2 297 12,22 30,24 2492 -19,16 21,72 1582 511 27,13 5,552
-2,08 12,47 13,25 1152 752 745 892 11,30 13,18 22,64
12,16 13,15 63,70 19,55 12,37 11,24 -511 17,97 16,83 14,50
13,15 14,44 32,80 21,65 17,88 12,48 23,27 - 14,47 18,25
1592 16,35 11,08 63,02 1554 1560 20,04 17,14 1588 16,92
13,36 11,24 13,33 11,40 15,07 -0,53 14,69 21,99 1341 16,42
-3,08 74,76 22,10 36,29 -19763 - 2580 -1,39 32,06 -16,53
-3,15 436 17,76 -1,18 9,11 140,45 29,54 -12,53 -39,01 0,30
10 12,56 11,75 13,31 14,66 13,79 9,25 1325 8,85 10,71 12,38

© 00 N oo o1 b~ W

4.4  Validacdo dos Modelos

A fim de verificar a robustez do método proposto e validar os modelos, foi
realizado um novo conjunto de experimentos. Os resultados obtidos séo apresentados a
sequir.

A Figura 4.15 apresenta os modelos, referentes as equacdes (4.6) e (4.7),
calculados para quantificacdo dos carboidratos, representado pela linha continua, além de
uma margem de 95 % de confianca (linha tracejada) a qual foi estipulada para este
trabalho. Os pontos dispersos representam os resultados do experimento de validagéo, no
qgual amostras foram analisadas tanto no FTIR, como no laboratério pelo método
tradicional (DUBOIS et al., 1956). Em (a) referente ao FTIR calculado a partir das bandas
de absorcao entre 1200-950 cm™ e em (b) entre 1180-1133 cm™. Por meio da Figura 4.15

(b) e possivel verificar que picos isolados ndo sdo adequados para quantificacdo dos
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carboidratos, pois se observa que a maior parte dos pontos referentes ao experimento de
validacdo esta fora da regido de confianca do modelo. J& em (a), onde se utiliza uma
regido maior para o célculo da area, abrangendo vérias ligacdes caracteristicas dos
carboidratos, tem-se a maior parte dos pontos do experimento dentro da margem de
confianca do modelo, o que torna confiavel a estimacdo dos teores de carboidratos por

meio da regido estudada de 1200-950 cm™.
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Figura 4.15. Dados experimentais para validacdo do modelo desenvolvido para o
calculo do conteudo de carboidratos pelo FTIR. Modelo representado por linha continua
e intervalo de confianca de 95 % por linha tracejada. (a) 1200-950 cm™ e em (b) entre
1180-1133 cm™,

A Figura 4.16 e a Figura 4.17 apresentam os dados dos lipideos e da concentragdo
celular respectivamente. Da mesma forma que a Figura 4.15, estas mostram a disperséo
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dos dados do experimento de validagdo comparativamente com os modelos gerados em
um intervalo de confianga de 95 %.
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Figura 4.16. Dados experimentais para validacdo do modelo desenvolvido para o

calculo do conteudo lipidico pelo FTIR. Modelo representado por linha continua e

intervalo de confianca de 95 % por linha tracejada. Em (a) 3000-2800 cm:, em (b)
1800-1000 cmL.

Na Figura 4.16 (b) se tem o intervalo referente a 1800-1000 cm™, o qual foi
mencionado anteriormente por conter vibragGes caracteristicas de carboidratos e
proteinas na biomassa de Scenedesmus sp. estudada nesta dissertacdo. Como a
quantificacdo dos lipideos nesta faixa é realizada de forma inversa, os pontos de lipideos

da batelada de experimentos para validacdo dos modelos se encontram fora da regido de
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confianca do modelo, justamente pelo modelo ndo estar quantificando lipideos e sim
carboidratos e proteinas.

Ja para a estimagdo da concentracdo celular, a validacdo do modelo ndo foi
satisfatoria, ja que a maioria dos pontos se localiza fora da regido de confianga do modelo
(Figura 4.17). O cultivo de validacdo apresentou valor maximo de concentracdo celular
superior (até 2 mg.mL?) ao intervalo em que o modelo foi desenvolvido
(aproximadamente 1,3 mg.mL™?). Além disso, a concentracdo celular foi avaliada por
meio de valores absolutos, contendo interferéncias do meio de cultivo, sendo estas
eliminadas das anélises dos teores de carboidratos e lipideos, onde foram realizados para
valores relativos a quantidade de biomassa seca que passou pelos processos de extracao.
Né&o foram encontrados estudos com este tipo de validacdo para microalgas, ndo havendo
discussdo para estes resultados.
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Figura 4.17. Dados experimentais para validacdo do modelo desenvolvido para o
calculo da concentracdo celular pelo FTIR. Modelo representado por linha continua e
intervalo de confianca de 95 % por linha tracejada. (a) Area total, (b) Area Amida I, (c)
Area Amida II; (d) Area Amida l e Il.
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Para lipideos e carboidratos, observa-se que ha um nimero significativo de pontos
dentro do intervalo de confianca, quando sdo avaliadas as regides entre 3000-2800 cm*
(Figura 4.16 a) e 1200-950 cm™ (Figura 4.15 a), respectivamente. Sendo assim, para estas
bandas caracteristicas de absor¢cdo os modelos propostos foram validados. Sabendo que
0s métodos de laboratdrio sdo demorados, trabalhosos e envolvem a utilizagdo de muitos
reagentes quimicos, acarretando até mesmo em custo no tratamento dos residuos gerados,
0s erros inerentes a estimacdo dos teores de carboidratos e lipideos por FTIR sédo
satisfatorios, justificando a validade de tal técnica. Somando a isto, 0 FTIR é uma analise
répida e com potencial para ser desenvolvida in situ para acompanhamento em tempo real
das concentragdes destes metabolitos.

Por fim, serd apresentado de forma ilustrativa o comportamento das anélises
tradicionais e da espectroscopia FTIR. A Figura 4.18 apresenta 0s dez experimentos
realizados sendo a reta inferior () representando a area de lipideos entre 3000-2800 cm™?
a qual foi a regido validada para quantificacdo de lipideos por FTIR e o percentual de
lipideos calculado pelo método tradicional de Bligh e Dyer (1959) — reta superior (m).

Nota-se que o comportamento de ambas as curvas € similar.
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Figura 4.18. Comportamento da quantificacdo de lipideos pelo método de Bligh e Dyer
(1959) (m) e a area calculada para lipideos na regido de 3000-2800 cm™ (e).

Ja na Figura 4.19 apresenta-se os dados referentes ao experimento 1 para ilustrar
que o comportamento das andlises FTIR (representado pelo simbolo @) e Dubois et al.

(1956) (representado por m) possuem a mesma tendéncia.
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Figura 4.19. Comportamento da quantificacdo de carboidratos pelo método de Dubois
et al. (1956) (m) e a rea calculada para carboidratos na regido de 1200-950 cm™ (e),

referente ao experimento 1.
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Capitulo 5- Conclusdes e Trabalhos Futuros

Nas condicGes avaliadas, o melhor pré-tratamento para quantificacdo dos
carboidratos foi com H>SO4 P.A. por 30 min a temperatura ambiente. Ja para a extracéo
das proteinas ndo houve diferenca significativa entre os pré-tratamentos testados. Desta
forma, definiu-se como pré-tratamento a utilizacdo de NaOH 1M adicionado de banho
ultrassonico (40Hz) por 30 min, levando em conta a praticidade do procedimento.

A espectroscopia Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) na regido
do infravermelho médio (MIR) se mostrou uma ferramenta eficaz no monitoramento
diario do cultivo de Scenedesmus sp. para determinar os teores de lipideos e carboidratos.
E uma andlise robusta, rapida e que permite a avaliacio de varios parametros em um
mesmo espectro.

Foram avaliadas as bandas de absor¢do entre 3000-2800 e 1800-1000 cm para
lipideos. Para carboidratos foram estudadas as regides entre 1200-950 e 1180-1133 cm™.
Assim, foram desenvolvidos e validados os modelos matematicos para estimar os teores
de lipideos e carboidratos. O melhor modelo encontrado para lipideos foi quando
analisada a banda de absor¢do entre 3000-2800 cm™ resultando no modelo com
R?=0,8265. Para os carboidratos, entre 1200-950 cm™ resultou uma melhor correlagio
com R?=0,8023. Ja para relacionar proteinas por FTIR e métodos tradicionais, a
metodologia de Lowry et al. (1951) ndo foi uma boa escolha, uma vez que o FTIR
quantifica proteinas totais e Lowry et al. (1951) proteinas hidrossoltveis. Para avaliagdo
da concentraco celular foram encontradas equages com R? superiores a 0,7, porém ao
executar uma nova batelada de experimentos o comportamento ndo se manteve. N&o foi

possivel validar os modelos para predizer as concentracdes celulares.
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A partir dos resultados obtidos neste trabalho conclui-se que Scenedesmus sp.
pode ter seu metabolismo monitorado por meio do FTIR com boas estimativas para
lipideos e carboidratos.

Como sugestdo para trabalhos futuros:

o Avaliar outros métodos de quantificacdo de proteinas para vincular ao
FTIR;

o Utilizar outras cepas de microalgas para avaliar carboidratos e lipideos;

o Desenvolver metodologias para avaliar por meio da espectroscopia FTIR

a biomassa em suspensao;
o Desenvolver sensores customizados nos comprimentos de onda

especificos dos compostos de interesse que possam quantificar lipideos e/ou carboidratos.
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Apéndice |

As tabelas a seguir apresentam os resultados obtidos para o crescimento celular,

tores de proteinas e carboidratos para 0s experimentos por meio dos métodos tradicionais.

Tabela 1.1. Dados obtidos de concentragio celular (mg.mL™) para Scenedesmus sp.

durante os cultivos utilizando o método tradicional.

Dia Expl Exp2 Exp3 Exp4 Exp5 Exp6 Exp7 Exp8 Exp9 Exp 10

© 0O N oo o B~ W N -, O

[EEN
o

0,13
0,22
0,37
0,48
0,60
0,70
0,81
1,01
1,03
1,04
1,12

0,20
0,30
0,41
0,45
0,52
0,50
0,54
0,65
0,59
0,66
0,64

0,14
0,21
0,38
0,50
0,60
0,66
0,62
0,90
0,89
0,95
0,99

0,17
0,27
0,35
0,37
0,39
0,40
0,36
0,42
0,44
0,49
0,50

0,15
0,24
0,39
0,49
0,61
0,68
0,77
1,02
0,87
1,14
1,02

0,21
0,34
0,39
0,41
0,45
0,50
0,48
0,51
0,53
0,58
0,58

0,15
0,24
0,42
0,52
0,63
0,71
0,78
1,04
1,07
1,18
1,22

0,18
0,31
0,38
0,35
0,43
0,42
0,41
0,44
0,46
0,50
0,53

0,17
0,26
0,31
0,40
0,45
0,54
0,61
0,75
0,77
0,81
0,87

0,20
0,29
0,39
0,42
0,50
0,55
0,60
0,78
0,83
0,83
0,84

73



Tabela 1.2. Dados obtidos de percentual de proteinas para Scenedesmus sp. durante 0s

cultivos utilizando o método tradicional.

Dia Expl Exp2 Exp3 Exp4 Exp5 Exp6 Exp7 Exp8 Exp9 Exp 10
0 21,43 21,43 21,43 21,43 21,43 21,43 21,43 21,43 21,43 21,43
1 5452 3160 7,11 1235 12,70 0,69 4,61 042 3,66 21,99
2 11,03 39 389 304 844 111 13,04 1415 239 10,34
3 12,10 7,26 14,00 23,89 16,62 7,41 12,23 11,43 14,08 7,36
4 18,11 10,05 12,85 11,35 17,80 5,98 22,71 5,65 10,46 9,00
5 963 639 841 8,08 753 349 872 611 565 853
6 903 850 7,76 805 11,63 1420 1420 521 6,89 8,09
7 908 854 971 824 1102 642 669 645 467 12,69
8 15,76 13,86 7,04 1249 1560 9,07 11,18 12,57 9,97 12,58
9 9,83 16,56 11,91 10,05 12,26 12,19 9,47 16,62 6,10 9,69
10 12,45 982 7,74 999 680 7,14 903 572 7,09 841

Tabela 1.3. Dados obtidos de percentual de carboidratos para Scenedesmus sp. durante

os cultivos utilizando o método tradicional.

Dia Expl Exp2 Exp3 Exp4 Exp5 Exp6 Exp7 Exp8 Exp9 Exp 10

0
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14,22
2,48
3,57
2,57
521
7,09
10,53
8,69
14,78
10,60
11,61

14,22
1,85
4,24
4,98
6,75
5,93
9,69
6,69

12,05

12,81
9,95

14,22 14,22 14,22 14,22 14,22 14,22 14,22 14,22

1,01
2,44
5,19
6,40
6,42
10,54
8,55
10,59
12,61
12,49

1,22
3,74
3,75
5,18
4,10
4,72
4,19
6,71
6,88
7,85

0,96
2,40
2,61
3,31
6,08
7,73
8,60
10,68

0,63
5,53
2,28
2,79
4,50
6,29
6,44
6,60

1,23 1,53
391 454
3,96 3,82
3,27 3,42
4,72 3,92
6,51 2,70
7,72 4,88
7,56 6,42

12,40 10,31 11,14 7,13

13,30

5,77

6,57 5,61

0,83
1,64
3,89
2,18
1,91
6,68
5,74
7,44
10,08
6,11

2,86
2,88
3,65
2,76
3,81
7,92
8,67
8,30
11,72
7,83
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Tabela 1.4. Dados obtidos de percentual de lipideos para Scenedesmus sp. durante 0s

cultivos utilizando o método tradicional.

Dia Expl Exp2 Exp3 Exp4 Exp5 Exp6 Exp7 Exp8 Exp9 Exp 10
0 11,55 11,55 11,55 11,55 11,55 11,55 11,55 11,55 11,55 11,55
10 17,88 17,51 18,10 12,56 15,00 12,82 16,59 10,52 16,15 15,48

As Tabelas a seguir apresentam os dados utilizados para obtencdo dos modelos

apresentados para predizer os teores de carboidratos, proteinas, células e lipideos.

Tabela 1.5. Dados experimentais utilizados para obtencdo dos modelos para estimacgéo
dos lipideos.

Area (1800-1000 cm™) %Lipideos Area (3000-2800 cm™) %Lipideos

714,83 11,55 33,23 11,55
649,69 17,88 72,56 17,88
445,51 17,51 61,74 18,10
585,53 18,10 38,85 12,56
592,68 12,56 27,82 12,82
655,23 16,59 46,07 16,59
578,53 16,15 28,08 10,52
647,09 15,48 42,37 15,48

Tabela 1.6. Dados experimentais utilizados para obtencdo dos modelos para estimagéo
dos carboidratos.

Area (1180-1133 cm™) % Carboidratos Area (1200-950 cm™) %Carboidratos

-0,16 2,48 220,49 14,22
1,31 3,57 56,68 2,48
0,85 2,57 59,05 3,57
4,03 5,21 59,96 2,57
0,51 7,09 88,62 5,21
7,04 10,53 68,62 7,09
8,51 8,69 130,51 10,53
10,52 14,78 157,75 8,69
8,98 10,60 198,96 14,78
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13,51
0,81
3,60
1,52
4,82
1,28
7,74
9,34
6,90
7,39
8,38
1,51
3,44
5,10
4,90
4,73
9,60
10,50
12,91
2,14
1,27
1,81
3,02
2,33
4,45
6,36
1,55
3,33
9,80
2,50
1,08
0,43
2,03

11,61
1,85
4,24
4,98
6,75
5,93
9,69
6,69

12,05

12,81
9,95
2,44
5,19
6,40
6,42

10,54
8,55
12,61
12,49
1,22
3,74
3,75
5,18
4,10
4,72
4,19
6,71
6,88
7,85
0,96
2,40
2,61
3,31

155,84
228,39
220,49
49,33
66,60
56,27
92,10
59,14
131,22
153,84
220,49
69,74
52,53
90,56
96,35
106,15
158,30
98,25
170,76
220,73
220,49
58,51
39,04
55,98
67,73
56,43
67,52
97,55
61,83
63,49
166,48
220,49
70,70

10,60
11,61
14,22
1,85
4,24
4,98
6,75
5,93
9,69
6,69
14,22
1,01
2,44
5,19
6,40
6,42
8,55
10,59
12,61
12,49
14,22
1,22
3,74
3,75
5,18
4,10
4,72
4,19
6,71
6,88
7,85
14,22
0,96
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1,03
6,49
7,79
5,26
10,83
1,32
2,28
2,67
0,86
6,25
5,91
3,38
5,09
7,05
0,64
1,33
1,95
0,50
3,32
8,41
2,74
7,82
2,79
1,70
1,73
3,58
0,86
5,94
4,34
1,88
2,69
5,93
0,46

6,08
7,73
8,60
10,68
13,30
5,53
2,28
2,79
4,50
6,29
6,44
6,60
10,31
5,77
391
3,96
3,27
4,72
6,51
7,72
7,56
11,14
1,53
4,54
3,82
3,42
3,92
2,70
4,88
6,42
7,13
5,61
1,64

65,55
62,58
68,09
58,70
132,95
153,61
135,55
225,97
220,49
71,20
55,59
56,76
71,61
45,87
111,33
111,10
83,13
109,60
111,12
220,49
45,67
71,33
74,44
68,16
91,80
152,69
87,60
142,91
220,49
54,40
56,61
63,49
60,11

2,40
2,61
3,31
6,08
7,73
8,60

10,68

13,30

14,22
0,63
5,53
2,28
2,79
4,50
6,29
6,44
6,60

10,31
5,77

14,22
3,91
3,96
3,27
4,72
6,51
7,72
7,56

11,14

14,22
1,53
4,54
3,82
3,42

77



1,16
3,98
0,75
5,98
7,53
3,78
5,59
7,68
1,44
1,54
0,71
3,41
0,80
6,36
6,09
4,48
5,29
9,90

3,89
2,18
1,91
6,68
5,74
7,44
10,08
6,11
2,86
2,88
3,65
2,76
3,81
7,92
8,67
8,30
11,72
7,83

55,36
92,44
75,57
73,56
85,24
98,80
220,49
64,41
48,25
75,90
85,82
53,29
108,57
134,80
93,49
129,63
220,49
78,24
75,66
54,18
85,30
61,93
126,73
115,94
93,33
161,58

3,92
2,70
4,88
6,42
7,13
5,61

14,22

0,83
1,64
3,89
2,18
1,91
6,68
5,74
7,44
6,11

14,22

2,86
2,88
3,65
2,76
3,81
7,92
8,67
8,30
7,83

Tabela 1.7. Dados experimentais utilizados para obtencdo dos modelos para estimacéo

das proteinas.

Area Amida le Il %proteinas Area Amida Il %proteinas Area Amida | %proteinas

41,17
18,70
58,62

12,10
18,11
9,63

1,59
7,30
-2,64

12,10
18,11
9,63

63,98
40,62
39,29

21,43
11,03
12,10
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30,88
42,82
39,72
46,26
32,75
25,22
31,91
24,47
35,24
50,29
43,07
50,98
33,21
24,43
29,54
17,88
30,21
51,63
30,39
34,80
22,90
14,49
23,04
28,81
40,54
49,93
25,66
43,25
46,38
30,22
31,60
36,16
40,88

9,03
9,08
9,83
12,45
7,26
10,05
6,39
8,50
8,54
13,86
16,56
9,82
14,00
12,85
8,41
7,76
9,71
7,04
11,91
7,74
23,89
11,35
8,08
8,05
8,24
12,49
10,05
9,99
16,62
17,80
7,53
11,63
11,02

4,41
5,48
14,43
6,59
8,14
0,36
1,54
-0,86
1,83
2,70
4,84
10,14
-3,56
3,67
4,63
4,54
2,93
4,64
5,25
5,42
6,10
3,41
4,57
0,61
-0,18
5,50
1,55
0,30
4,01
3,07
5,20
5,56
2,58

9,03
9,08
15,76
9,83
12,45
7,26
10,05
6,39
8,50
8,54
13,86
16,56
9,82
14,00
12,85
8,41
7,76
9,71
7,04
11,91
7,74
11,35
8,08
8,05
8,24
12,49
10,05
17,80
7,53
11,63
11,02
15,60
12,26

45,74
36,34
41,29
44,68
60,63
45,33
58,78
63,98
29,24
30,32
35,19
26,06
30,11
34,47
53,80
28,84
26,59
63,98
25,30
37,39
44,50
39,03
32,76
22,68
40,19
51,47
42,94
51,54
63,98
27,31
29,68
28,43
23,12

18,11
9,63
9,03
9,08

15,76
9,83

12,45

21,43
3,96
7,26

10,05
6,39
8,50
8,54

13,86

16,56
9,82

21,43
7,11
3,89

14,00

12,85
8,41
7,76
9,71
7,04

11,91
7,74

21,43
3,04

11,35
8,08
8,05
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18,81
36,35
37,72
33,32
36,62
29,68
41,54
17,12
49,90
34,37
10,18
36,64
16,16
40,47
57,99
31,49
41,17
36,46
33,62
33,78
50,43
39,12
44,88

1,97
48,72
30,05
28,87
37,17
27,62
37,61
52,78
46,97
43,21

12,26
6,80
7,41
5,98

14,20
6,42
9,07

12,19
7,14

12,23

22,71
8,72

14,20
6,69

11,18
9,47
9,03

11,43
5,65
6,11
521
6,45

12,57

16,62
5,72

14,08

10,46
5,65
6,89
4,67
9,97
6,10
7,09

4,62
-1,70
0,00
0,16
3,58
3,46
-1,50
2,82
4,19
4,51
5,56
4,70
4,46
5,79
-0,38
-3,88
1,55
-1,42
4,80
0,05
0,30
1,37
1,33
2,59
3,24
-2,83
1,40
-0,23
0,60
1,90
1,98
2,43
6,56

6,80
7,41
14,20
6,42
9,07
12,19
7,14
12,23
8,72
14,20
6,69
11,18
9,47
9,03
11,43
5,65
6,11
5,21
12,57
5,72
14,08
10,46
6,89
4,67
9,97
6,10
7,09
7,36
9,00
8,53
8,09
12,69
12,58

33,89
56,64
26,56
43,44
63,98
27,68
38,56
40,61
36,00
32,82
44,90
46,14
65,98
25,27
53,07
63,98
22,09
29,32
31,46
31,55
26,08
27,26
30,26
49,80
31,82
33,64
63,98
29,83
24,33
44,78
37,83
30,69
41,71

8,24
12,49
10,05

9,99
21,43
12,70

8,44
16,62
17,80

7,53
11,63
11,02
15,60
12,26

6,80
21,43

0,69

1,11

7,41

5,98

3,49
14,20

6,42

9,07
12,19

7,14
21,43
4,61
13,04
12,23

8,72
14,20

6,69
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37,32
22,42
34,46
28,14
29,04
31,50
45,92

7,36
9,00
8,53
8,09
12,69
9,69
8,41

2,68
1,27

9,69
8,41

55,97
39,56
54,48
63,98
17,74
28,91
30,95
24,93
25,97
26,30
25,80
56,60
27,21
36,58
63,98
20,67
27,85
35,57
35,30
31,01
32,91
36,86
53,72
32,90
43,88
63,98
26,67
33,31
35,28
33,06
36,84
33,80
28,73

11,18
9,47
9,03

21,43
0,42

14,15

11,43
5,65
6,11
521
6,45

12,57

16,62
5,72

21,43
3,66
2,39

14,08

10,46
5,65
6,89
4,67
9,97
6,10
7,09

21,43

10,34
7,36
9,00
8,53
8,09

12,69
9,69
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48,87

8,41

Tabela 1.8. Dados experimentais utilizados para obtencdo dos modelos para estimacéo
da concentracéo celular.

Area conc. Area conc. Area conc.  Area  conc.
Amida le Il celular Amidall celular Amidal celular Total celular
40,83 0,22 -2,83 0,13 34,23 0,22 92,38 0,22
35,28 0,37 0,16 0,22 40,62 0,37 108,58 0,37
41,17 0,48 3,32 0,37 39,29 0,48 99,75 0,48
18,70 0,60 1,59 0,48 45,74 0,60 147,41 0,60
58,62 0,70 7,30 0,60 36,34 0,70 116,65 0,70
30,88 0,81 -2,64 0,70 41,29 0,81 195,26 0,81
42,82 1,01 4,41 0,81 44,68 1,01 236,49 1,01
81,88 1,03 5,48 1,01 60,63 1,03 316,01 1,03
39,72 1,04 14,43 1,03 45,33 1,04 24291 1,04
46,26 1,12 6,59 1,04 58,78 1,12 359,74 1,12
30,15 0,30 8,14 1,12 25,64 0,30 75,73 0,30
37,30 0,41 -2,83 0,20 29,24 0,41 104,30 0,41
32,75 0,45 -1,30 0,30 30,32 0,45 87,55 0,45
25,22 0,52 -1,95 0,41 35,19 0,52 142,63 0,52
31,91 0,50 0,36 0,45 26,06 0,50 96,46 0,50
24,47 0,54 1,54 0,52 30,11 0,54 185,63 0,54
35,24 0,65 -0,86 0,50 34,47 0,65 226,31 0,65
50,29 0,59 1,83 0,54 53,80 0,59 219,53 0,59
43,07 0,66 2,70 0,65 28,84 0,66 187,80 0,66
50,98 0,64 4,84 0,59 26,59 0,64 160,02 0,64
43,95 0,21 10,14 0,66 25,30 0,21 101,92 0,21
44,09 0,38 -3,56 0,64 37,39 0,38 90,40 0,38
33,21 0,50 -2,83 0,14 44,50 0,50 148,44 0,50
24,43 0,60 -3,79 0,21 39,03 0,60 150,28 0,60
29,54 0,66 -0,01 0,38 32,76 0,66 156,33 0,66
17,88 0,62 3,67 0,50 22,68 0,62 126,50 0,62
30,21 0,90 4,63 0,60 40,19 0,90 230,42 0,90

82



51,63
30,39
34,80
29,39
37,02
22,90
14,49
23,04
28,81
40,54
49,93
25,66
43,25
44,21
47,34
46,38
30,22
31,60
36,16
40,88
77,71
18,81
36,35
47,81
44,25
37,72
33,32
28,45
36,62
29,68
41,54
17,12
49,90

0,89
0,95
0,99
0,27
0,35
0,37
0,39
0,40
0,36
0,42
0,44
0,49
0,50
0,24
0,39
0,49
0,61
0,68
0,77
1,02
0,87
1,14
1,02
0,34
0,39
0,41
0,45
0,50
0,48
0,51
0,53
0,58
0,58

4,54
2,93
4,64
5,25
5,42
6,10
-2,83
-6,58
-0,69
2,16
3,41
4,57
0,61
-0,18
5,50
1,55
0,28
-2,83
-10,01
-2,16
-1,16
0,30
4,01
3,07
5,20
5,56
2,58
4,62
-2,83
-8,60
-1,29
-1,70
2,21

0,66
0,62
0,90
0,89
0,95
0,99
0,17
0,27
0,35
0,37
0,39
0,40
0,36
0,42
0,44
0,49
0,50
0,15
0,24
0,39
0,49
0,61
0,68
0,77
1,02
0,87
1,14
1,02
0,21
0,34
0,39
0,41
0,45

51,47
42,94
51,54
18,70
27,31
29,42
29,68
28,43
23,12
33,89
56,64
26,56
43,44
27,68
38,56
40,61
36,00
32,82
44,90
46,14
65,98
25,27
53,07
22,09
29,32
31,46
31,55
26,08
27,26
30,26
49,80
31,82
33,64

0,89
0,95
0,99
0,27
0,35
0,37
0,39
0,40
0,36
0,42
0,44
0,49
0,50
0,24
0,39
0,49
0,61
0,68
0,77
1,02
0,87
1,14
1,02
0,34
0,39
0,41
0,45
0,50
0,48
0,51
0,53
0,58
0,58

258,07
334,00
82,43
66,63
96,38
108,53
97,98
101,54
154,81
134,91
106,71
106,39
111,82
103,82
112,82
198,87
226,60
228,44
328,97
100,29
85,75
88,93
115,64
73,93
158,81
167,54
165,44
169,25
172,59
72,73
130,92
118,62
311,48

0,95
0,99
0,27
0,35
0,37
0,39
0,40
0,36
0,42
0,44
0,49
0,24
0,39
0,49
0,61
0,77
1,02
0,87
1,02
0,34
0,39
0,41
0,45
0,50
0,48
0,51
0,53
0,58
0,58
0,42
0,52
0,63
1,22
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45,17
31,45
34,37
10,18
36,64
16,16
40,47
57,99
31,49
41,17
35,55
36,93
36,46
33,62
33,78
50,43
39,12
44,88

1,97
48,72
38,67
36,63
30,05
28,87
37,17
27,62
37,61
52,78
46,97
4321
25,70
24,56
37,32

0,24
0,42
0,52
0,63
0,71
0,78
1,04
1,07
1,18
1,22
0,31
0,38
0,35
0,43
0,42
0,41
0,44
0,46
0,50
0,53
0,26
0,31
0,40
0,45
0,54
0,61
0,75
0,77
0,81
0,87
0,29
0,39
0,42

1,29
0,00
0,16
3,58
3,46
-1,50
-2,83
-4,71
-0,89
2,82
2,92
4,19
4,51
5,56
4,70
4,46
5,79
-2,83
-4,08
-0,56
-0,38
-3,88
1,55
-1,42
-1,62
4,80
3,88
0,05
-2,83
-8,31
-2,50
0,30
1,37

0,50
0,48
0,51
0,53
0,58
0,58
0,15
0,24
0,42
0,52
0,63
0,71
0,78
1,04
1,07
1,18
1,22
0,18
0,31
0,38
0,35
0,43
0,42
0,41
0,44
0,46
0,50
0,53
0,17
0,26
0,31
0,40
0,45

29,83
24,33
44,78
36,32
37,83
30,69
41,71
55,97
39,56
54,48
17,74
28,91
30,95
24,93
25,97
26,30
25,80
56,60
27,21
36,58
20,67
27,85
35,57
35,30
31,01
32,91
36,86
53,72
32,90
43,88
29,13
26,67
33,31

0,24
0,42
0,52
0,63
0,71
0,78
1,04
1,07
1,18
1,22
0,31
0,38
0,35
0,43
0,42
0,41
0,44
0,46
0,50
0,53
0,26
0,31
0,40
0,45
0,54
0,61
0,75
0,77
0,81
0,87
0,29
0,39
0,42

77,25
85,96
98,30
94,49
93,97
137,71
122,20
151,33
132,48
163,47
91,23
79,18
121,60
133,53
88,05
158,47
198,04
171,98
164,60
206,02
116,57
107,14
87,94
131,36
105,46
182,91
169,61
197,28
252,82

0,31
0,38
0,35
0,43
0,42
0,41
0,44
0,46
0,50
0,53
0,26
0,31
0,40
0,45
0,54
0,61
0,75
0,77
0,81
0,87
0,29
0,39
0,42
0,50
0,55
0,60
0,78
0,83
0,84
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22,42
34,46
28,14
29,04
91,99
31,50
45,92

0,50
0,55
0,60
0,78
0,83
0,83
0,84

1,58
1,33
2,59
3,24
-2,83
1,40
-2,83
-8,22
-7,65
-0,23
0,60
1,90
1,98
2,43
6,56
2,68
1,27

0,54
0,61
0,75
0,77
0,81
0,87
0,20
0,29
0,39
0,42
0,50
0,55
0,60
0,78
0,83
0,83
0,84

35,28
33,06
36,84
33,80
74,10
28,73
48,87

0,50
0,55
0,60
0,78
0,83
0,83
0,84
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